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Résumé 

Le vieillissement conduit à une perte de masse et de fonctionnalité musculaire : la sarcopénie. Ce 
phénomène physiologique est reconnu comme une cause directe de fragilité et ces deux syndromes 
gériatriques ont été reliés à de nombreux facteurs dont le statut nutritionnel et la médication. 
Cependant, les interactions médication-muscle n�ont été que peu étudiées notamment au cours du 
vieillissement. Le médicament le plus prescrit et consommé, est le paracétamol dont la détoxification 
hépatique nécessite un nutriment : la cystéine (Cys).  

Au cours de cette thèse, un modèle animal permettant l�administration du paracétamol dans le 
régime a été mis au point. Il a permis de mettre en évidence, chez le rat âgé, une perte spécifique de 
masse musculaire de 12% suite à des cures répétées de paracétamol. Ces effets ont été associés à une 
perturbation du métabolisme des acides aminés soufrés générée par le paracétamol et se traduisant 
par une diminution du glutathion (GSH, tripeptide contenant de la Cys) et de la Cys circulants. 
L�étude de l�importance de l�apport protéique en période de traitement a mis en évidence un besoin 
protéique augmenté par le traitement se traduisant par une augmentation du rapport 
protéines/paracétamol ingéré. La supplémentation en Cys à hauteur du besoin généré par la 
détoxification du paracétamol, a permis de préserver la masse musculaire et le statut en GSH lors de 
l�administration répétée de paracétamol chez le rat âgé. 
L�ensemble de ces travaux a permis de mettre en évidence que la perte de masse musculaire induite 
par des cures répétées de paracétamol chez l�âgé découlerait de l�augmentation du besoin protéique et 
plus spécifiquement en Cys. Sous réserve de la validité de ces résultats chez l�homme, les données 
obtenues indiquent qu�il serait d�intérêt de mettre en place des recommandations nutritionnelles 
basées sur une augmentation de l�apport protéique ou la supplémentation en Cys au cours des 
périodes de traitement. Ceci permettrait d�accroître le bénéfice/risque du paracétamol, qui est 
largement prescrit en première intention pour traiter les douleurs chroniques d�intensité faible à 
modérée chez les personnes âgées. 

Mots	clefs	:	vieillissement,	sarcopénie,	paracétamol,	cystéine,	glutathion,	rat	

Abstract 

The age-related muscle mass and functionality loss, named sarcopenia is a physiological process 
known as a direct cause of frailty. Both geriatrics syndromes have been correlated to various factors 
as nutritional status and medication. However, the interactions between medication and muscle have 
not being deeply investigated, especially in elderly. The major prescribed and used medication 
especially in elderly is paracetamol, whose hepatic detoxification needs cysteine (Cys). 

Within this thesis, an animal model allowing paracetamol administration in food has been set up. 
Using this model, we have highlighted a 12% loss of muscle mass in old rat under repeated 
paracetamol cures. This loss was associated with paracetamol-induced sulfur amino acid disturbances 
leading to altered glutathione (GSH a Cys containing tripeptide) status and circulating Cys. An 
increased protein need induced by treatment has been revealed by an increase in the ratio of 
proteins/paracetamol ingested. A Cys supplementation equivalent to the quantity of Cys needed for 
paracetamol detoxification allowed to reverse muscle mass and GSH status alterations induced by 
repeated cures with paracetamol in old rats. 

All together, these results emphasize that muscle mass loss induced by repeated cures with 
paracetamol in old rats arise from the increased protein and more specifically Cys requirements. The 
relevance of these results for older persons needs to be further evaluated before considering whether 
it it could be of interest to develop nutritional recommendations aimed to optimized protein intake or 
Cys supplementation during cures with paracetamol. That could further increase the benefit/risk ratio 
of paracetamol which is widely prescribed for pain relief, especially in older people. 

Key	words	:	aging,	sarcopenia,	paracetamol,	cysteine,	glutathione,	rat	 	
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Introduction générale 

La population âgée est en constante augmentation dans les pays industrialisés. Alors 

que les personnes âgées (≥ 65 ans) ne représentaient que 8% de la population en 1950, elles 

en représentent 18% en 2014 et selon les prévisions devraient atteindre 22% en 2050 (Figure 

1). Les 75 ans et plus représentent aujourd’hui 6 millions de personnes et en représenteraient 

10,9 millions en 2050 et les plus de 85 ans 4,1 millions de personnes (Figure 2).  

L’avancée en âge est caractérisée par un déclin de nombreuses fonctions 

physiologiques qui s’accompagne de modifications de la composition corporelle. Le plus 

important de ces changements est sans doute le déclin de la masse maigre, au profit de la 

masse grasse (Figure 3). Cette perte de masse maigre est majoritairement due à une perte de 

masse musculaire. Les nombreuses études réalisées sur la prévalence et la vitesse de cette 

perte montrent que globalement, l’homme perd 1 à 2% de masse musculaire par an au-delà de 

50 ans. Ainsi, vers 80 ans il a perdu environ 50% de la masse musculaire qu’il possédait à 30 

ans. Cette diminution de masse est associée à une perte de force et de fonctionnalité 

musculaire appelée sarcopénie. Sa progression se traduit par une augmentation du risque de 

chutes, une progressive incapacité à effectuer les tâches de la vie quotidienne, une perte 

d’autonomie, et conduit finalement à une réduction de l’espérance de vie. 

 Le muscle représente environ 40% des protéines de l’organisme. Hors son rôle 

fonctionnel, il possède un rôle majeur de réservoir d’acides aminés mobilisables par 

l’organisme en cas d’agressions d’ordre nutritionnel, infectieux ou traumatique. L’atrophie 

musculaire chez la personne âgée est donc responsable à la fois d’une réduction de la 

mobilité, mais aussi d’une moindre capacité de réponse aux agressions et ainsi d’une 

augmentation de nombreuses pathologies. La sarcopénie est un phénomène complexe et 

multifactoriel dont les causes et les mécanismes ne sont pas encore clairement identifiés. 

L’apparition de pathologies avec le vieillissement conduit à une augmentation de la 

médication et donc des coûts de soin et de santé publique. Parmi ces pathologies, les 

altérations du système musculo-squelettique, telles que l’arthrose et les lombalgies sont 

fortement présentes. Ces pathologies génèrent des douleurs chroniques dont la prévalence est 

forte dans la population âgée. Le traitement de ces douleurs est primordial car leur non prise 

en charge conduit à un risque accru de dépression, une altération de l’activité physique et du 

sommeil, une augmentation des chutes et de la malnutrition et donc une qualité de vie 

diminuée. La première recommandation pour la prise en charge de ces douleurs est la 

médication. Cependant, bien que la médication soit fortement présente dans la population 
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âgée et qu’elle soit reconnue comme un facteur de risque en termes de dénutrition, de fragilité 

et de sarcopénie, elle a été peu étudiée. Dans ce cadre, le travail de cette thèse a porté sur le 

paracétamol, antalgique recommandé en première intention pour le soulagement des douleurs 

chroniques, notamment chez les personnes âgées.  

L’étude bibliographique présentée en première partie de ce travail permet de résumer 

l’état des connaissances sur le métabolisme musculaire, en lien avec la sarcopénie et sa 

physiopathologie. Elle fait un bilan sur le rôle spécifique des acides aminés soufrés, à la fois 

au niveau de la sarcopénie via leur rôle capital dans la défense contre le stress oxydant, mais 

aussi dans le métabolisme de détoxification du paracétamol. Cet antalgique, le plus prescrit et 

consommé en Europe et aux Etats-Unis, fait l’objet de la dernière partie de cette 

bibliographie. Elle s’attache en particulier à son lien avec le métabolisme des acides aminés 

soufrés. La seconde partie de ce manuscrit est consacrée à la présentation de la stratégie 

expérimentale développée durant cette thèse ainsi que des résultats obtenus, présentés sous 

formes d’une publication, trois articles en préparation ainsi que des donnés complémentaires 

non publiées. La troisième partie est consacrée à la discussion générale de ces résultats suivie 

d’une conclusion et des perspectives de la thèse. 

Introduction générale 
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Figure 4 : Structure du muscle squelettique.

D�après: Bannister, 1989, �Gray's Anatomy�. Thirty-seventh edition. Churchill Livingstone 
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Chapitre I: Le muscle : Physiologie, métabolisme et 
évolution au cours du vieillissement  

Le tissu musculaire est le plus abondant de l�organisme, en effet chez l�homme à l�âge 

adulte il représente en moyenne 40-50% de la masse corporelle. Il joue un rôle primordial, 

autant en termes de locomotion que de métabolisme. Le maintien de la masse musculaire 

repose sur un équilibre entre la synthèse et la dégradation des protéines musculaires, deux 

processus complexes et finement régulés. Un déséquilibre en faveur de la synthèse conduit à 

l�hypertrophie musculaire, alors qu�une balance en faveur de la dégradation conduit à 

l�atrophie musculaire. Avec l�avancée en âge, l�accumulation de dysfonctionnements 

métaboliques et d�épisodes de stress conduit à un déséquilibre de cette balance en faveur 

d�une perte progressive de la masse musculaire. 

1. LE MUSCLE SQUELETTIQUE : STRUCTURE, METABOLISME & FONCTIONS

a. STRUCTURE	DU	MUSCLE

i. GENERALITES

Le muscle strié squelettique est constitué de faisceaux musculaires, de tissu conjonctif, 

de vaisseaux sanguins et de fibres nerveuses. Les fibres musculaires sont caractérisées par un 

aspect en longs fuseaux ainsi qu�une plurinucléation périphérique, plusieurs centaines de 

noyaux aplatis accolés à la membrane sarcoplasmique (sarcolemme). Ces fibres ont un 

diamètre de 5 à 100 µm et une longueur pouvant aller de 1 mm à plusieurs centimètres. 

Parallèles les unes aux autres, elles sont regroupées en un faisceau entouré de tissu conjonctif 

(périmysium). Chaque fibre est elle-même entourée de tissu conjonctif (endomysium) et 

composée de myofibrilles qui occupent presque la totalité du volume cellulaire (Turrina et al., 

2013) (Figure 4). Les myofibrilles sont des structures très organisées de 1 à 2 µm de 

diamètre, composées d�une part de protéines contractiles, dont les représentants majeurs sont 

l�actine et la myosine et d�autre part, de protéines responsables de l�architecture, de l�élasticité 

et de l�intégrité du tissu musculaire. Un autre composé important des myofibrilles est le 

réticulum endoplasmique qui permet de stocker et libérer le calcium (Al-Qusairi & Laporte, 

2011). Il est impliqué dans la transmission du signal nerveux via la jonction neuromusculaire. 

La libération du calcium déclenche la contraction musculaire, sa recapture conduisant au 
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relâchement musculaire. Le sarcolemme entoure le réticulum endoplasmique et possède une 

zone particulière spécialisée : la jonction neuromusculaire ou plaque motrice. Il s�agit d�une 

synapse permettant le contact entre la fibre nerveuse et le muscle (Takamori, 2012). 

L�innervation du muscle est déterminante pour son activité et sa fonctionnalité et elle est 

découpée en unités motrices. Chaque unité comprend un seul motoneurone dont le corps est 

situé dans la moelle épinière et le prolongement innerve plusieurs fibres musculaires. Une 

unité est composée du motoneurone et de toutes les cellules qu�il innerve. On distingue deux 

types d�unités motrices, les lentes et les rapides, ceci dépendant des propriétés à la fois du 

motoneurone et des fibres qu�il innerve (Clamann, 1993). 

La matrice extracellulaire (MEC) est composée majoritairement de tissu conjonctif et 

d�un grand nombre de protéines différentes telles que le collagène et l�élastine. La MEC 

entoure chaque cellule et est aujourd�hui reconnue comme ayant un rôle actif en plus de son 

rôle structurel, en particulier dans le développement et la régénération (Sanes, 2003). Elle 

intervient dans de nombreuses fonctions : elle peut lier différents facteurs externes comme les 

facteurs de croissance, elle est un déterminant de l�élasticité musculaire et de la transmission 

de force. De plus, l�irrigation du muscle se fait par un réseau de capillaires particulièrement 

dense situé au sein de la MEC. 

ii. TYPES	DE	FIBRES

Il existe différents types de fibres musculaires qui sont présents en proportion variable 

selon le muscle et l�âge. La première classification établie se basait sur la couleur des muscles 

(Needham, 1926) qui corrèle avec la vitesse de contraction et la fatigabilité : 

- Les muscles rouges, riches en myoglobine et en mitochondries, sont des muscles lents 

caractérisés par un métabolisme oxydatif et impliqués dans une activité tonique. Ce 

sont des muscles résistants contenant des fibres dites de type I. 

- Les muscles blancs, pauvres en myoglobine et en mitochondries, sont des muscles 

rapides caractérisés par un métabolisme glycolytique. Ils sont impliqués dans une 

activité intense et sont fatigables, ce sont les fibres dites de type II. 

Les techniques colorimétriques de mesure d�activité enzymatique ont permis de mettre en 

évidence l�existence de deux classes de fibres de type II, différentes par leur métabolisme 

(Close, 1967; Schiaffino et al., 1970). En effet, les travaux de Brooke et Kaiser ont 

véritablement permis de distinguer trois types de fibres musculaires via un marquage de 

l�activité ATPasique (Brooke & Kaiser, 1970). Elles sont nommées I, dites « lentes 

oxydatives », IIA, dites « rapides oxydatives et glycolytiques », et IIB dites « rapides 



Figure 5 : Schéma général du métabolisme protéique au niveau corps entier chez l�homme.  

D�après : Leverve, 2001 « Traité de Nutrition artificielle de l�adulte » SFNEP, Ed., 2001 
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glycolytiques ». Jusqu�ici les fibres étaient considérées comme étant composées d�une seule 

isoforme de myosine. Le développement d�anticorps spécifiques a permis de mettre en 

évidence l�expression de différentes isoformes de myosines et la classification actuelle des 

fibres est basée sur l�utilisation d�anticorps spécifique des différentes isoformes de myosine. 

Les fibres musculaires sont classées en : type I, IIa, IIb et IIx composées respectivement de 

myosine lente, 2A, 2B et 2X (Greising et al., 2012). Il existe des isoformes de myosine 

néonatale et embryonaire qui ne s�expriment que dans les stades précoces de développement. 

Au cours de certaines pathologies (maladies neurodégénératives) ainsi qu�au cours du 

vieillissement, il a été observé une co-expression de différentes myosines (Gosselin et al., 

1994). Cette co-expression reflèterait une reconversion des types de fibres qui est aujourd�hui 

connue pour avoir lieu au cours du vieillissement (voir paragraphe 2.b p17). 

b. RENOUVELLEMENT	PROTEIQUE	MUSCULAIRE
Les protéines musculaires se renouvellent en permanence à un rythme assez lent 

(~2%/jour chez l�homme). Au niveau corps entier, ce sont environ 4g de protéines qui sont 

dégradées et resynthétisées quotidiennement par kg de masse corporelle (Mitch & Goldberg, 

1996) (Figure 5). Le foie et l�intestin présentent un renouvellement protéique plus rapide 

(~25 et 40%/jour respectivement) mais pour une masse protéique plus faible. Ainsi, au regard 

de la masse protéique totale, le muscle contribue le plus fortement au renouvellement 

protéique, à hauteur de ~35% devant le foie (~28%) et le tube digestif (~20%) (Leverve, 

2001).  

Les taux de synthèse et dégradation protéiques sont régulés par de nombreux signaux 

hormonaux ainsi qu�en réponse aux signaux induits par le repas et le jeûne. En période 

postprandiale (consécutive au repas), les acides aminés fournis par les protéines alimentaires 

affluent dans le plasma. Ils vont être utilisés pour la synthèse des protéines corporelles qui 

vont alors être stockées. Il s�agit de l�anabolisme postprandial qui est caractérisé par une 

balance azotée positive. Des mesures effectuées chez le porcelet montrent que durant cette 

période, la rétention de l�azote ingéré au niveau des protéines corporelles est d�environ 75%, 

dont 10% au niveau hépatique et 31% au niveau musculaire (Bos et al., 2005). A l�inverse, au 

cours de la période postabsorptive (éloignée du repas), les protéines corporelles sont 

dégradées afin d�approvisionner les tissus en acides aminés libres. Il s�agit d�une période de 

catabolisme caractérisée par une balance azotée négative.  



Figure 6 : Schéma de la voie de signalisation mTOR-S6K1. 

mTOR existe sous forme de deux complexes distincts : mTORC1 contenant Raptor et mTORC2 
contenant Rictor. La phosphorylation de S6K1 par mTORC1 permet l�activation de S6K1.  

Abbreviations: eEF2K: eukaryotic elongation factor 2K ; eIF4B: eukaryotic initiation factor 4B ; 
FYVE: Fab1/YOTB/2K632.12/Vac1/EEA1 domain ; GEF: guanosine nucleotide exchange factor ; 
IRS: insulin receptor substrate; mTOR: mammalian target of rapamycin; PDCD4: programmed cell 
death protein 4; PI3K: phosphoinositide 3 kinase; PIP2: phosphatidylinositol (4,5)-bisphosphate; 
PIP3: phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate ; PKB: protein kinase B; PRAS40: proline-rich Akt 
substrate 40 kDa; PX, Phox homology domain; Raptor: regulatory associated protein of mTOR; 
Rictor : rapamycin-insensitive companion of mTOR; S6K1: ribosomal protein S6 kinase 1; SIN1: 
stress-activated protein kinase interacting protein; TSC: tuberous sclerosis complex 

Adapté de: Dann et al., 2007 
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i. SYNTHESE

La synthèse protéique permet la formation de chaînes polypeptidiques par assemblage 

de leur unité de base: les acides aminés. Cette synthèse a lieu dans le cytoplasme où les ARN 

messagers sont lus par la machinerie traductionnelle afin de traduire la protéine 

correspondante par assemblages d�acides aminés préalablement chargés sur des ARN de 

transfert (ARNt). Cette synthèse s�effectue en trois étapes :  

- Initiation : les sous-unités 40S et 60S du ribosome vont s�assembler et l�ARNt 

contenant la méthionine (1er AA incorporé) va être chargé. 

- Elongation : l�ARNt contenant l�AA spécifique du codon en cours de lecture va être 

chargé, puis la liaison peptidique va être formée. La répétition de ce cycle conduit à la 

formation progressive de la chaîne polypeptidique, le ribosome avançant au fur et à 

mesure de la formation pour lire les codons suivants. 

- Terminaison : la chaîne polypeptidique terminée est relâchée dans le cytoplasme où 

elle va subir diverses modifications post-traductionnelles nécessaires à sa 

fonctionnalité. 

L�activité de synthèse protéique au niveau cellulaire est régulée par plusieurs voies et 

l�étape la plus régulée est l�étape d�initiation. Cette étape est principalement régulée par la 

voie PhosphatidylInositol-3-kinase (PI3-K)/Akt/mammalian Target Of Rapamycin (mTOR). 

Elle contrôle la synthèse protéique via p70S6K (p70S6kinase/S6K1), eIF4E et 4E-BP1 

(Spangenburg, 2009; Sakuma et al., 2014). Les protéines les plus importantes dans cette 

régulation sont l�eukariotic Initiation Factor-2 (eIF2), Eukaryotic translation initiation factor 

4E-binding protein 1 (4E-BP1) et p70S6K. En fonction de leur état de phosphorylation, ces 

facteurs vont réguler la protéosynthèse musculaire (Figure 6).  

ii. DEGRADATION

La dégradation des protéines musculaires (protéolyse) est un processus permanent et 

finement régulé. Il conduit à la fourniture d�acides aminés libres pour la cellule mais aussi à la 

dégradation de protéines de signalisation ou de protéines altérées. Ces AA ainsi libérés 

pourront être recyclés pour la synthèse protéique ou utilisés à d�autres fins (voir section d.ii 

p11). A ce jour, quatre systèmes protéolytiques complémentaires ont été identifiés dans le 

muscle : la voie lysosomale, la voie calcium dépendante, la voie des caspases et le système 

ubiquitine protéasome dépendant (UPS).  

- Les lysosomes sont des petits organites intracellulaires qui dégradent différentes 

protéines, suite à leur internalisation (Teixeira et al., 2012). Cette voie est 



Figure 7 : Schéma des différentes voies lysosomales impliquées dans la dégradation des protéines 
musculaires. 

ATG : autophagy related ;LC3 : microtube-associated protein light chain 3 ; PAS : pre-
autophagosomal structure. 

D�après:  Bechet et al., 2005
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préférentiellement impliquée dans la dégradation des protéines membranaires ou 

extracellulaires (Jackson et al., 2004). Les lysosomes conduisent à la dégradation 

protéique selon trois voies différentes. La voie de l�autophagie est surtout induite dans 

des conditions de stress ou de carence en acides aminés, elle existe sous deux formes 

(Figure 7). La macro-autophagie conduit à la formation de vésicules à double membrane 

(phagosomes) qui capturent des constituants cytoplasmiques et la micro-autophagie est 

une invagination de la membrane lysosomale internalisant ainsi des portions de 

cytoplasme (Bechet et al., 2005). L�hétérophagie quant à elle permet la dégradation de 

protéines extracellulaires. Ces trois voies mènent systématiquement à la fusion avec les 

lysosomes qui conduit à la formation d�un autolysosome assurant la dégradation des 

protéines grâce aux hydrolases acides (cathepsines) qu�il contient. 

- La voie calcium dépendante fait intervenir les calpaïnes (µ et m) qui sont des cystéine-

endopeptidases cytosoliques agissant à pH neutre (Goll et al., 2003). Leur activité, 

dépendante principalement du calcium et minoritairement des phospholipides, est activée 

lors de dommages cellulaires (Dayton et al., 1976a, 1976b). Les calpaïnes ne peuvent pas 

dégrader les protéines en AA ou peptides et ne sont donc pas responsables de la 

dégradation de l�actine et la myosine. Elles clivent les protéines d�ancrage du sarcomère, 

libérant ainsi les protéines du sarcomères qui seront dégradées par les autres systèmes 

(Huang & Forsberg, 1998). Leur activité est régulée par un inhibiteur endogène, la 

calpastatine (Goll et al., 2003). 

- Les caspases sont des cystéine-protéases qui clivent leurs substrats après un résidu 

aspartate. Elles sont non calcium-dépendantes et interviennent surtout dans la mort 

cellulaire programmée (apoptose) et sont activées lors d�atrophie musculaire. La Caspase 

3 peut dégrader spécifiquement les complexes d�actine (Du et al., 2004), libérant ces 

dernières pour être dégradées par les autres systèmes (Teixeira et al., 2012). 

- L�UPS quant à lui est responsable de la dégradation de nombreuses protéines de 

signalisation régulant de nombreux processus, tels que la prolifération et l�apoptose 

(Wolf & Hilt, 2004). C�est l�UPS qui est principalement impliqué dans la dégradation des 

protéines myofibrillaires et il est systématiquement activé en cas d�atrophie musculaire 

(Attaix et al., 2005; Clarke et al., 2007; Polge et al., 2011). Pour être dégradées par ce 

système, les protéines doivent tout d�abord être ubiquitinées, c�est-à-dire se voir adduire 

une chaîne de polyubiquitine (Figure 8). L�ubiquitine (Ub) est une petite protéine de 76 

AA dont l�ajout requiert l�intervention d�enzymes spécifiques, les enzymes « E ». L�E1 

active l�Ub en présence d�ATP. L�Ub sera ensuite transférée sur une E2 (enzyme de 



Figure 8 : Schéma du système protéolytique ubiquitine-protéasome dépendant impliqué dans la 
dégradation des protéines contractiles musculaires. 

ATP : Adénosine triphosphate ; AMP : Adénosine monophosphate ; E1 : enzyme d�activation ; E2 : 
enzyme de conjugaison ; E3 : enzyme ligase ; PPi : phosphate inorganique ; Ub : ubiquitine. 

D�après: Murton et al., 2008

Figure 9 : Les quatre voies protéolytiques connues et leur coopération dans la dégradation des 
protéines musculaires. 

A : La voie des calpaïnes. B : La voie lysosomale. C : La voie des caspases et D : la voie ubiquitine-
protéasome dépendante. 

D�après: Jackman & Kandarian, 2004 
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conjugaison). L�E2 permet, avec ou sans transfert de l�Ub sur l�E3 (enzyme ligase), de 

conjuguer l�Ub sur une lysine du substrat ou sur les Ubs déjà présentes. Une E3 agit de 

concert avec une E2, elles forment un couple qui reconnaît spécifiquement certaines 

protéines à dégrader. Une même E3 peut agir avec différentes E2 et inversement, et une 

même protéine peut être reconnue par différents couples. Ce système de reconnaissance 

confère à l�UPS un haut niveau de régulation des protéines à dégrader. Lorsque la chaîne 

d�Ub est assez longue (>4 Ub), le protéasome 26S assure la dégradation de la protéine 

marquée (Thrower et al., 2000). Cependant pour les protéines transmembranaires une 

mono/bi-ubiquitination peut être observée mais celle-ci conduit à leur internalisation et 

leur dégradation via la voie lysosomale (Hicke, 1999). 

Ces systèmes ont des spécificités différentes et sont complémentaires (Figure 9). Leur 

coopération est nécessaire en particulier pour parvenir à la dégradation des protéines 

myofibrillaires hautement structurées. La dégradation des protéines contractiles, actine et 

myosine, est assurée par la voie UPS, (Solomon & Goldberg, 1996; Morris et al., 2005) qui 

assure quantitativement la majorité de la protéolyse musculaire, ~80% (Mitch & Goldberg, 

1996; Attaix et al., 1998). Cependant, son travail est impossible sans l�intervention préalable 

des autres systèmes protéolytiques assurant le clivage initial des protéines myofibrillaires 

(Morris et al., 2005). Celui-ci est assuré par les voies lysosomale et calcium-dépendante qui 

comptent pour 10 à 20% de la protéolyse musculaire totale (Mitch & Goldberg, 1996; Attaix 

et al., 1998). Elles permettent la déstructuration de l�architecture myofibrillaire.  

c. CONTROLE	DE	LA	MASSE	CELLULAIRE
Le nombre de myocytes est contrôlé par deux mécanismes complémentaires qui sont, 

l�apoptose qui permet d�éliminer les cellules, et la régénération qui permet la différenciation 

de nouvelles cellules musculaires. 

i. APOPTOSE	OU	MORT	CELLULAIRE	PROGRAMMEE

L�apoptose est un processus différent de la nécrose (mort non programmée). Il s�agit 

d�une autodestruction physiologique des cellules sans inflammation (Kerr et al., 1972). Ce 

processus permet de contrôler le nombre de cellules d�un tissu et en particulier d�éliminer 

celles ayant un défaut de conformation, de localisation ou étant en excès. L�apoptose peut être 

médiée par deux voies : la voie des récepteurs de mort et la voie mitochondriale 

(Zimmermann et al., 2001; Parsons & Green, 2010). L�une ou l�autre de ses voies est activée 



Figure 10 : Principaux facteurs impliqués dans les voies de signalisation intrinsèques et 
extrinsèques de l�apoptose.  

La liaison du TNFα initialise la voie extrinsèque ; la voie intrinsèque implique le relargage par la 
mitochondrie de facteurs apoptotiques. La régulation de la voie intrinsèque repose sur la balance 
de facteurs tels que Bax et Bcl-2.  

AIF: Apoptosis-inducing factor; Apaf-1: apoptotic protease-activating factor-1; Bcl-2: B-cell 
lymphoma-2; Bax: Bcl-2-associated X protein; CAD: caspase-activated DNase; Cyto c: cytochrome 
c; EndoG: endonuclease G; FADD: Fas-associated death domain; TRADD: TNF-receptor-associated 
death domain; TRAF: TNF-receptor-associated factor. 

D�après: Marzetti et al., 2012  
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en fonction de l�origine du stimulus (élimination des cellules en excès, réponse à des 

dommages cellulaires).  

- La voie des récepteurs de mort est activée par fixation d�un ligand spécifique et la 

cascade réactionnelle est médiée par la voie des caspases 

- La voie mitochondriale est médiée par un grand nombre de facteurs, principalement 

mitochondriaux, et elle conduit à une apoptose de la mitonchondrie qui est induite ou 

non par les caspases.  

La machinerie apoptotique fait intervenir des protéines régulatrices : des endonucléases, 

des inhibiteurs des protéases ainsi que des enzymes protéolytiques. Elle est régulée entre 

autres par des facteurs pro et anti-apoptiques, tels que B-cell lymphoma-2 (Bcl-2) et Bcl-2-

associated X protein (Bax) (Figure 10 ; pour revue voir Zimmermann et al., 2001; Parsons & 

Green, 2010). 

Dans le muscle dont les cellules sont plurinuclées, l�apoptose est responsable de 

l�élimination des noyaux des cellules. Dans les myocytes, chaque noyau contrôle un volume 

de cytoplasme connu sous le nom de « domaine myonucléaire » (Hall & Raston, 1989). La 

modulation du nombre de noyaux d�une fibre musculaire est un moyen de contrôler sa taille et 

ses caractéristiques (Allen et al., 1999; Favier et al., 2008). 

ii. LA	REGENERATION CELLULAIRE

La régénération/différenciation musculaire (myogenèse), permet notamment le 

remplacement des cellules musculaires éliminées par apoptose. Il s�agit d�un mécanisme à 

part entière dans la réparation et la régénération du muscle squelettique (Kadi et al., 2004).  

Les cellules satellites, découvertes dans les années 1960 (Mauro, 1961), sont localisées sous 

la lame basale, juxtaposées aux fibres musculaires. Ce sont des cellules souches 

mononucléées responsables de la régénération des myofibres. Chez l�adulte, elles sont 

maintenues dans un état quiescent, leur rôle étant d�assurer la croissance des fibres 

musculaires en maintenant constant le domaine myonucléaire. 

La première étape de la myogénèse passe par l�activation des cellules satellites 

(Charge & Rudnicki, 2004). Les cellules satellites activées prolifèrent (on parle alors de 

myoblastes) puis fusionnent entre elles pour donner des myotubes. La différenciation des 

myoblastes en myocytes donne des fibres musculaires terminales (Charge & Rudnicki, 2004). 

Ceci explique la plurinucléation des cellules musculaires. Ces différents phénomènes sont 

sous la dépendance de facteurs de régulation, appelés facteurs myogéniques comme MyoD ou 

la myogenine (Langley et al., 2002; Koopman et al., 2014). 



Figure 11 : Schéma de la structure du sarcomère et de ses principaux composants au sein de la 
myofibre. 

D�après http://www.corpshumain.ca/les_muscles.php 

Figure 12 : La contraction et relaxation musculaire, illustration de la théorie des « filaments 
glissants ». 

D�après: Huxley, 1957 
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d. ASPECTS	FONCTIONNELS	ET	METABOLIQUES	DU	MUSCLE	SQUELETTIQUE
Le muscle squelettique présente deux rôles principaux : d�une part il assure la 

locomotion et le maintien de la posture via sa fonction essentielle de contraction ; d�autre part, 

il constitue la principale réserve en acides aminés de l�organisme, et contribue à l�homéostasie 

glucidique et lipidique de l�organisme.  

i. PROPRIETES	CONTRACTILES

La fonction de contraction du muscle squelettique est permise par la présence d�une 

succession d�unités structurelles et contractiles, les sarcomères. Ces structures sont 

caractérisées par une organisation répétée constituée d�une alternance de bandes claires et de 

bandes sombres. Cet arrangement structurel est responsable de l�aspect strié du muscle en 

microscopie photonique. Ainsi on observe des bandes sombres dites bandes A (pour 

Anisotrope) au milieu desquelles se trouve une bande plus claire, la zone H (du mot allemand 

Heller : « plus pâle ») (Figure 11). Cette zone H est coupée au centre par une bande plus 

sombre : la ligne M (de l�allemand Mittel signifiant « au centre »). Les bandes claires ou 

bandes I (pour Isotrope) encadrent les bandes A et on peut observer en leur centre une zone 

foncée : le disque Z (de l�allemand Zwischen, signifiant « entre »). Une unité de contraction 

ou sarcomère représente la zone comprise entre deux disques Z (Sciote & Morris, 2000). 

Les sarcomères contiennent deux types de filaments : les filaments fins d�actine et 

épais de myosine. Les filaments fins sont attachés au niveau du complexe protéique qu�est le 

disque Z et les filaments épais au niveau de la ligne M. La contraction musculaire génère un 

glissement des filaments les uns sur les autres qui conduit à une réduction de la zone H et de 

la bande I. Ceci engendre un rapprochement des disques Z et par conséquent un 

raccourcissement des sarcomères. En revanche, la bande A et les filaments fins et épais 

gardent toujours la même longueur. C�est suite à ces observations qu�Huxley en 1957 a 

proposé la théorie des « filaments glissants » où les filaments d�actine glissent le long des 

filaments de myosine grâce à la succession d�attachements et détachements des têtes de 

myosine (Huxley, 1957). En effet, la contraction musculaire a lieu via une cascade 

réactionnelle calcium-dépendante où les têtes de myosines, par hydrolyse d�ATP, peuvent se 

fixer sur des sites spécifiques de l�actine, masqués hors période de contraction. C�est cette 

utilisation de l�ATP et plus spécifiquement le relargage du phosphate inorganique + ADP qui 

provoque la flexion angulaire des têtes de myosine, mouvement à l�origine de la contraction 

musculaire (Lymn & Taylor, 1971) (Figure 12). Les myofibres contiennent de nombreuses 



Figure 13 : Utilisations non protéinogènes des acides aminés. Les acides aminés dit glucogéniques 
sont en bleu et les cétogéniques en rouge. 

D�après: Valerio et al., 2011 
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protéines, autres que l�actine et la myosine, permettant le maintien et le fonctionnement de la 

structure (Figure 11).  

ii. RESERVOIR D’ACIDES	AMINES

Comme évoqué précédemment, le tissu musculaire représente la réserve d�acides 

aminés, stockés sous forme de protéines, la plus importante de l�organisme. Les protéines de 

ce tissu constituent une source d�acides aminés libres qui peuvent être mobilisés dans 

différentes situations : jeûne, certaines situations physiologiques (vieillissement, exercice) ou 

pathologiques (cancer, infections, insuffisance rénale�). Ces acides aminés issus du muscle 

squelettique sont destinés à être oxydés comme source d�énergie, à servir de précurseurs des 

protéines de la réponse inflammatoire synthétisées par le foie et des protéines dites vitales 

(c�ur, poumon, cerveau) (Jagoe & Goldberg, 2001; Obled et al., 2002; Attaix et al., 2005). 

En effet, en plus de leur rôle principal dans la synthèse protéique, les acides aminés ont aussi 

un rôle dans différentes voies métaboliques : cycle de Krebs, de l�urée et de la 

néoglucogénèse ainsi que la synthèse d�acides aminés non protéiques comme la taurine. Ils 

permettent aussi la synthèse de certains neuromédiateurs (GABA, glutamate), d�hormones 

(sérotonine) ainsi que de molécules « signal » (oxyde nitrique) (Szyperski, 1995; Deng et al., 

2008; Delgado, 2013) (Figure 13). 

iii. ROLE	DANS	L’HOMEOSTASIE	GLUCIDIQUE

Le muscle est un site primordial pour l�utilisation du glucose puisqu�il contribue à 

~75% de son utilisation corporelle totale (Baron et al., 1988). Le muscle présente deux 

transporteurs spécifiques au glucose : les Glucose Transporters type 1 (GLUT1) qui 

permettent un transport basal en faible quantité, et les GLUT4 dont la translocation 

membranaire est induite par l�élévation de l�insulinémie et qui permettent un transport actif 

important. Les GLUT4 permettent d�augmenter l�entrée du glucose dans la cellule musculaire 

lorsqu�il est abondant dans le plasma soit en phase postprandiale. Les myocytes utilisent ce 

glucose soit comme source directe d�énergie (ATP) soit le stockent sous forme de glycogène 

pour un besoin énergétique futur. Ainsi, de la sensibilité à l�insuline du muscle dépend 

grandement le maintien de l�homéostasie glucidique corporelle (Sinacore & Gulve, 1993). 

iv. METABOLISME	LIPIDIQUE	

Une autre source énergétique pour le muscle sont les acides gras (AG) qu�il peut 

oxyder via la β-oxydation mitochondriale. Lors du jeûne, les adipocytes libèrent des AG qui 



Tableau 1 : Définitions et critères de diagnostic de la sarcopénie suggérés par plusieurs groupes 
provenant des Etats Unis et de l�Europe. 

Groupe de 
travail Définition Critères de diagnostique 

ESPEN 
Special 
Interest 

Group (1) 

« La sarcopénie est caractérisée par la perte de 
masse et de force musculaire. Bien qu�elle touche 
principalement  les personnes âgées, son 
développement peut être associé avec d�autres 
conditions qui ne sont pas exclusivement 
observées  lors  du  vieillissement,  comme  
l�inactivité,  la malnutrition  ou  la  cachexie.  De  la  
même  façon  que l�ostéopénie, la sarcopénie peut 
également être observée chez des personnes 
atteintes de maladies inflammatoires. » 

1. Masse musculaire faible, ex, 
pourcentage de masse musculaire > à 2 
SD en-dessous de la moyenne observée 
chez des individus âgés de 18 à 39 ans 
et appartenant à la cohorte NHANES 
III. 
2. Vitesse de marche < à 0,8 m/s 
durant un test de 4 minutes ou une 
performance réduite  dans  tous  les  
tests  fonctionnels utilisés  pour  une  
évaluation  gériatrique complète. 

European 
Working 
Group on 

Sarcopenia 
in Older 

People (2)

« La sarcopénie est un syndrome caractérisé par la 
perte progressive et généralisée de la masse et de  
la force musculaire squelettique avec un risque 
d�effets indésirables tels qu�un handicap physique, 
une mauvaise qualité de vie et le décès. » Ce 
syndrome est appelé « sarcopénie primaire » 
lorsque la cause est uniquement le vieillissement, 
et « sarcopénie  secondaire » quand une maladie, 
une inactivité ou une malnutrition contribue à son 
apparition. 

1. Faible masse musculaire 
2. Faible force musculaire (ex, force de 
préhension) 
3. Faible performance physique (ex, 
vitesse de marche) 
Le critère 1 avec le critère 2 ou 3 
doivent être < à 2 SD par rapport à la 
moyenne d�une population de 
référence composée de personnes 
jeunes et saines. 

International 
Working 
Group on 

Sarcopenia 
(3)

« La sarcopénie est définie comme étant une perte 
de masse et de fonction du muscle squelettique lié 
à l�âge avancé. Les causes de la sarcopénie sont 
multifactorielles et peuvent inclure l�inactivité, 
une altération de la fonction endocrinienne, une 
maladie chronique, l�inflammation, l�insulino-
résistance, ainsi que des déficiences  
nutritionnelles. Bien que la cachexie puisse être 
une composante de la sarcopénie, ces deux états 
sont différents. » 

1. Vitesse de marche < à 1 m/s 
2. Faible masse musculaire mesurée 
objectivement, ex, mesure de la masse 
appendiculaire par rapport à la taille 
au carré dont les valeurs doivent être à 
7,23 kg/m2 pour les hommes et à 5,67 
kg/m2 pour les femmes. 

Society of 
Sarcopenia, 

Cachexia and 
Wasting 

Disorders 
(4)

« La sarcopénie avec une mobilité réduite est une 
condition spécifique montrant une nette perte de 
masse musculaire et étant une cible claire 
d�interventions. Ainsi, elle diffère de la notion 
générale de fragilité. » « La limitation de la 
mobilité ne doit pas être clairement attribuable à 
une maladie spécifique ou à des troubles du 
système nerveux périphérique et central, des 
démences ou une cachexie. » 

1. Vitesse de marche ≤ à 1 m/s ou une 
distance de marche < à 400 m au cours 
d�une durée de marche de 6 minutes. 
2. La masse maigre appendiculaire doit 
être < à 2 SD par rapport à la moyenne 
de personnes saines âgées de 20 à 30 
ans appartenant au même groupe 
ethnique. 

D�après : Muscaritoli et al., 2010 (1); Cruz-Jentoft et al., 2010 (2); Fielding et al., 2011 (3); Morley 
et al., 2011(4)  
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circulent liés à l�albumine. Les cellules musculaires capturent ces AG par diffusion passive et 

par transport médié par des protéines. Les protéines régulatrices majeures de ce transport sont 

la Fatty Acid Translocase/cluster of differentiation 36 (FAT/CD36) et la Fatty Acid Transport 

Protein (FATP4) (Watt & Hoy, 2012). De plus, le muscle dispose de sa propre réserve d�AG, 

stockés sous forme de triglycérides, ce qui constitue une réserve énergétique importante. En 

effet, en cas de jeûne ou d�effort prolongé, les réserves glycogéniques s�épuisent rapidement 

et le métabolisme musculaire bascule alors vers l�utilisation des lipides comme substrat 

énergétique (Dagenais et al., 1976).  

Le muscle squelettique est donc un organe hautement spécialisé pourvu de capacités 

régénératives et de propriétés d�excitabilité, de contraction, d�élasticité et de plasticité. 

Cependant, le muscle squelettique n�a pas qu�une fonction dans la posture et la mobilité, c�est 

également un acteur métabolique important. En effet, le muscle participe à l�homéostasie du 

glucose et est impliqué dans le métabolisme lipidique. Il est aussi un acteur capital dans la 

lutte contre les agressions de l�organisme par la réserve d�acides aminés protéiques qu�il 

représente. Cependant, la mécanique musculaire est régulée et affectée par de nombreux 

mécanismes, et de nombreuses fonctions physiologiques sont altérées par le vieillissement. En 

effet, l�avancée en âge conduit à des altérations structurelles et fonctionnelles du muscle 

squelettique. Ce sont ces aspects qui seront décrits dans le sous-chapitre suivant. 

2. LE VIEILLISSEMENT MUSCULAIRE : LA SARCOPENIE 

La prise en compte du vieillissement musculaire est un phénomène relativement 

récent. Ainsi, la perte de masse musculaire est reconnue aujourd�hui comme part intégrante du 

vieillissement, mais entraîne avec elle un large spectre de conséquences métaboliques et 

fonctionnelles. Ces conséquences sont une augmentation précoce de la dépendance, de 

dysfonctionnements métaboliques et de la morbidité, nécessitant une prise en charge. De ce 

fait, l�augmentation croissante du coût associé à sa prise en charge place la sarcopénie comme 

un enjeu socio-économique majeur. Cependant la complexité de la pathogénèse combinée à 

l�hétérogénéité des symptômes cliniques associés à la sarcopénie, font de sa prévention et de 

sa prise en charge thérapeutique un réel challenge du XXIème siècle. 



Figure 14 : Population mondiale, 1950-2100 en fonction des différentes projections. 

D�après: United Nations, 2013. Department of Economic & Social Affairs, Population Division 

Figure 15 : Projections de l�évolution de la population par classe d�âge de 2010 à 2100 pour les 
Etats-Unis et la France. Les lignes en pointillé marquent un excès de population dans certaines 
tranches d�âge, créant un déséquilibre. 
D�après: United Nations, 2013. Department of Economic and Social Affairs, Population Division  
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a. LA	SARCOPENIE	: DEFINITION	& PREVALENCE

i. LA	SARCOPENIE	: UNE	DEFINITION	DIFFICILE

Le terme sarcopénie, proposé pour la 1ère fois par Rosenberg en 1989, vient du grec 

sarx « la chair » et penia « pauvreté ». La première définition proposée définit la sarcopénie 

comme une perte de masse musculaire liée à l�âge (Rosenberg, 1989). Par la suite, 

Baumgartner et al. ont proposé une autre approche de la sarcopénie en 1998, considérant 

qu�elle ne touchait pas toutes les personnes âgées de manière égale, et qu�il fallait identifier 

une valeur seuil. Ce seuil a été établi selon la formule suivante : masse maigre appendiculaire 

divisée par la taille au carré. Cette formule permet de calculer un index de masse musculaire 

relative (Baumgartner et al., 1998). Plus tard, Janssen et al. ont proposé un index de masse 

musculaire relative qui se rapporte à la masse maigre appendiculaire divisée par la masse 

corporelle totale et multipliée par 100 (Janssen et al., 2002). Dans les deux cas, ces index 

doivent être inférieurs à deux écarts-types par rapport à la moyenne d�une population de 

référence de « jeunes adultes » (18-40 ans) pour diagnostiquer une sarcopénie. Depuis, les 

chercheurs ont soulevé la nécessité de prendre en compte la fonctionnalité musculaire en plus 

de la masse. De nombreux travaux ont été réalisés pour déterminer un seuil de référence, avec 

différentes méthodes d�évaluation de la masse musculaire : l�absorptiométrie par rayons X 

(DXA) (Heymsfield et al., 1990), l�impédancemétrie (BIA) (Janssen et al., 2002), l�imagerie 

par résonnance magnétique (IRM), la tomodensitométrie (CT) (Visser et al., 2002) ou encore 

l�excrétion de créatinine (pour revue voir Kim & Choi, 2013)).  

Ces nombreux travaux ont conduit récemment plusieurs groupes de travail à se réunir 

afin de fournir une définition et une mesure de référence de la sarcopénie. Ces différents 

groupes définissent la sarcopénie comme une perte de masse et fonctionnalité musculaire, liée 

à l�avancée en âge. Les critères de diagnostic pris en compte incluent tous la masse 

musculaire et considèrent en plus, soit la vitesse de marche, soit la force développée (Tableau 

1). D�après ces groupes de travail, la sarcopénie est donc un syndrome conduisant à une perte 

progressive et involontaire de masse, de force et de fonctionnalité musculaire, associée à une 

augmentation de la morbidité, d�incapacité fonctionnelle et de mortalité, l�ensemble 

conduisant à une altération de la santé et la qualité de vie des sujets âgés. Ces groupes de 

travail se sont attachés à l�importance de prendre en compte les tests de force musculaire ou 

de performance physique pour établir le diagnostic (Muscaritoli et al., 2010; Cruz-Jentoft et 

al., 2010; Fielding et al., 2011; Morley et al., 2011). 



Figure 16: Projections de l�évolution de la population et de la dépendance liée à l�âge d�ici à 2100, 
au niveau mondial, américain et français.

D�après: United Nations, 2013. Department of Economic and Social Affairs, Population Division  
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L� « European Working Group on Sarcopenia in Older People » (EWGSOP) a ajouté à 

sa définition la notion de risques associés pour l�état de santé des personnes et divise la 

sarcopénie en deux classes : primaire, où seul le vieillissement intervient, et secondaire, où 

des pathologies sont associées à l�apparition de la sarcopénie (Cruz-Jentoft et al., 2010). En 

effet, la sarcopénie n�est pas toujours une perte linéaire de masse et de fonctionnalité au cours 

du temps. Elle peut être aggravée ponctuellement par des épisodes de « crise » tels que 

l�immobilisation, les maladies infectieuses ou l�inflammation aigüe. Ces épisodes génèrent un 

catabolisme protéique accru et une mobilisation des réserves protéiques corporelles se 

traduisant par une aggravation brusque de la perte de masse. Il s�agit du « Crisis catabolic 

model » proposé par English & Paddon-Jones (2010). Ces pertes ne sont pas ou peu 

récupérées chez la personne âgée et provoquent une aggravation de la sarcopénie primaire. 

ii. VIEILLISSEMENT	DE	LA	POPULATION

Le vieillissement biologique peut être défini comme des changements conduisant à la 

détérioration des systèmes biologiques après que la croissance soit terminée. Ces 

changements sont associés à un déclin fonctionnel, une augmentation du risque de maladie, de 

morbidité et de mortalité (Cooper et al., 2012). Le processus de détérioration de l�organisme 

et de ses fonctions n�est cependant pas influencé uniquement par l�âge puisque même des 

individus non pathologiques ont un niveau d�atteinte fonctionnelle hétérogène. La population 

âgée représente donc un large panel d�états de santé allant de la personne active sans 

pathologie associée jusqu�à la personne dépendante multi-pathologique.  

Depuis le début du 21ème siècle, l�espérance de vie augmente de façon constante, en 

particulier grâce aux progrès de la médecine. D�après les projections récentes, la population 

mondiale qui était de 7,2 milliards de personnes en 2013 serait de 9,6 milliards en 2050 et 

atteindrait 10,9 milliards en 2100 (Figure 14). Dans les régions les plus développées, les 

personnes âgées de 60 ans ou plus devraient augmenter de 287 millions en 2013 à 417 

millions en 2050 puis 440 millions en 2100. Cette classe de population représentait en 2013 

23% de la population des pays développés et devrait atteindre 32% en 2050 et 34% en 2100 

(United Nations, 2013). On parle de vieillissement de la population, c�est-à-dire que 

l�augmentation du nombre de personnes âgées s�accompagne d�une diminution du nombre 

d�enfants (moins de 15 ans) et du nombre d�actifs (15-59 ans). Les projections futuristes 

s�accordent pour dire que d�ici à 2050, le nombre de personnes âgées de plus de 65 ans 

devrait augmenter d�environ 80 millions (Figure 15). A titre d�exemple, aux USA ceci 

représenterait plus de 20% de leur population dont 4,3% seraient âgés de plus de 80 ans 



Tableau 2 : Hétérogénéité des données concernant l�âge d�apparition, la prévalence et la vitesse 
d�évolution de la sarcopénie.

Référence 
Prévalence Perte de masse Perte de force 

60 - 80 
ans  > 80 ans Début 

Vitesse 
d'évolution 

Vitesse 
d'évolution 

Lexell et al., 1988; Frontera et al., 2000  -  - 20 ans 30% en 60 
ans - 

Lynch et al., 1999; Holloszy, 2000; Melton 
et al., 2000  -  - 20-35 

ans 
3-8% 

/décennie - 

Montero-Fernández & Serra-Rexach, 2013  -  - 20 -30 
ans 1%/an - 

Ali & Garcia, 2014 10-
25% 50% 30 ans 1-2%/an - 

Hughes et al., 2002  -  - > 35 ans 1-2%/an 1,5%/an            
3% >60 ans 

Baumgartner et al., 1998 30% >50% 40 ans 0,5-1%/an - 

Young et al., 1985; Lexell et al., 1988; 
Akima et al., 2001  -  - 40 ans 30-40% en 

40 ans - 

Grimby & Saltin, 1983  -  - 40 ans 8%/décennie 
15% >80 ans

10-15%/10 
ans 25-40% 
>70ans 

Lexell, 1995; Sehl & Yates, 2001; Fielding 
et al., 2011  -  - 50 ans 1-2%/an - 

Ferrucci et al., 1997; Morley, 2008 5-13% 11-50% 50 ans 1-2%/an - 

Walrand et al., 2011  -  - > 55 ans 40% en 60 
ans - 

Figure 17 : Coupe transversale représentative de la partie supérieure de la cuisse d�un jeune 
adulte (23 ans, A) et d�une personne âgée (71 ans, B). 

D�après: Nilwik et al., 2013
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(Kinsella & Wan, 2009). D�après l�INSEE la France compterait en 2050, 69 habitants âgés de 

plus de 60 ans pour 100 habitants de 20-59 ans ((Robert-Bobée, 2006) ; Figure 16). 

iii. EPIDEMIOLOGIE	ET	PREVALENCE	DE	LA	SARCOPENIE

La sarcopénie est fréquente chez les personnes âgées et sa prévalence augmente avec 

l�âge. Elle est de plus en plus reconnue comme un syndrome gériatrique et, du fait de 

l�augmentation du nombre de personnes âgées, comme un enjeu sociétal majeur en terme de 

santé publique. En effet, la perte de masse musculaire touche toutes les personnes âgées et sa 

prise en charge étant encore peu efficace, le vieillissement de la population se traduit par une 

augmentation de la prévalence de la sarcopénie. Le coût direct attribué à la sarcopénie en 

2000 était de 1,5% des coûts de soins totaux aux Etats-Unis soit 18,5 milliards de dollars. Il 

est estimé que réduire la prévalence de la sarcopénie de seulement 10% permettrait d�épargner 

1,1 milliards de dollars rien qu�aux USA (Janssen et al., 2004). Dans les nombreuses études 

sa prévalence varie considérablement d�une population à l�autre. Ceci est dû à la forte 

variabilité des groupes de population étudiés, ainsi qu�aux différences de mesures utilisées et 

de normalisation en fonction de la population témoin choisie (Tableau 2). De même, l�âge 

auquel débute la sarcopénie diffère selon les sources, 20 ans, 30 ans, 40 ans, ou même 50 ans. 

Le rythme de la perte est lui aussi variable et serait compris entre 0,5 et 2% par an jusqu�à 80 

ans, au-delà de 80 ans les données s�accordent pour une accélération rapide de la perte 

(Tableau 2). Chez l�homme, alors que la masse musculaire moyenne à 30 ans est d�environ 

40-50% de la masse corporelle, elle n�est plus que de 25% à 80 ans (Figure 17). Ainsi, entre 

20 et 80 ans, 30 à 40% de la masse musculaire seraient perdus (Frontera et al., 2000; Walrand 

et al., 2011) et la prévalence de la sarcopénie atteindrait 50% chez les plus de 80 ans (Fielding 

et al., 2011). La perte de force évolue elle aussi au fil des ans, à un rythme plus rapide de 1 à 

1,5% par an puis de 2,5 à 4% au-delà de 80 ans (Tableau 2). 

D�après ces divers travaux, la prévalence de la sarcopénie avant 80 ans serait donc de 

5 à 13% et augmenterait de 11 à 50% après 80 ans. L�OMS considère que dans les 40 

prochaines années la sarcopénie touchera plus de 200 millions de personnes (Janssen, 2011). 

iv. VIEILLISSEMENT	& SYNDROME	DE	FRAGILITE

Un autre syndrome gériatrique est en constante augmentation avec le vieillissement de 

la population : la fragilité (« frailty ») qui est estimée toucher aujourd�hui 25 à 50% des 85 

ans et plus (Song et al., 2010; Tavassoli et al., 2014). La notion de fragilité est apparue 

comme un syndrome lié au vieillissement dans les années 1990. La première définition a été 
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fournie par Rockwood et al. en 1999. Celle-ci inclut quatre classes d�incapacités et considère 

la fragilité comme un facteur de risque pour le développement d�incapacités (Rockwood et 

al., 1999). La fragilité est aujourd�hui considérée comme une atteinte multi-système associée 

à une augmentation de la vulnérabilité aux stress et agressions. Les personnes fragiles ont un 

risque augmenté de chute, d�incapacité physique, de maladie, d�augmentation de la durée 

d�hospitalisation, d�entrée en institution et de mortalité (Fried et al., 2001; Song et al., 2010). 

L�âge est un déterminant majeur de la fragilité mais n�explique pas à lui seul ce syndrome. La 

prise en charge des déterminants de la fragilité permet de réduire ou retarder ses 

conséquences. Ainsi, la fragilité s�inscrirait dans un processus potentiellement réversible 

(Rolland et al., 2011). 

La seconde définition de la fragilité, proposée par Fried et al. en 2001, prend plutôt en 

compte des critères physiques. Elle est aujourd�hui la plus utilisée et est un modèle de fragilité 

validé. Elle considère l�accumulation de troubles dans 5 domaines : la perte involontaire de 

poids, la faiblesse musculaire, l�épuisement, la diminution de la vitesse de marche ainsi que la 

faible activité physique (Fried et al., 2001). La présence de 3 ou plus de ces facteurs est 

synonyme de fragilité, les personnes sont considérées « pré-fragiles » si au moins un des 

critères est présent. Un second modèle validé est celui de Rockwood, proposé en 2005, qui 

prend plutôt en compte des critères cognitifs et sociaux, regroupés sous le terme de « fragilité 

multi-domaine ». Ce modèle intègre : cognition, humeur, motivation, motricité, équilibre, 

capacités pour les activités de la vie quotidienne, nutrition, condition sociale et comorbidités 

(Rockwood et al., 2005). Comme pour la sarcopénie, de nombreux autres modèles ont été 

proposés avec un ajustement de ces définitions, se basant sur différents critères de mesure.  

Récemment un outil de détection de la fragilité a été développé et a reçu l�approbation 

de la Haute Autorité de Santé (Haute Autorité de Santé, 2013). « The Gérontopôle Frailty 

Screening Tool (GFST)» a été mis au point par Vellas et al. (2013) et prend en compte à la 

fois des critères cognitifs, sociaux et physiques. Des travaux récents ont mis en évidence son 

efficacité dans la détection et la prise en charge des patients (Tavassoli et al., 2014). 

La fragilité et la sarcopénie sont donc deux syndromes gériatriques dont les prévalences 

sont en constante augmentation avec l�accroissement de la population âgée. Elles présentent 

des causes, telles que l�inflammation et la nutrition, et des conséquences, telles que la 

dépendance et une moindre réponse aux agressions, communes. La sarcopénie est reconnue 

comme une cause directe de fragilité et comme un symptôme clinique de son expression 

(Rolland & Vellas, 2009; Rolland et al., 2011).



Figure 18 : Visualisation par coloration immunohistochimique de l�aire des fibres du muscle 
vastus lateralis d�un jeune adulte (23 ans, A) et d�une personne âgée (71 ans, B). 

Les fibres de types I sont en rouge et la lame basale en gris. 

D�après: Nilwik et al., 2013
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b. LES	MULTIPLES	CONSEQUENCES	DU	VIEILLISSEMENT	MUSCULAIRE

i. SUR	LA	PERTE	DE	MASSE	MUSCULAIRE	&	LA	STRUCTURE

Le vieillissement musculaire conduit à des changements à la fois dans la composition 

et dans la structure des fibres musculaires, ainsi c�est leur nombre et leur taille qui diminuent 

(Figure 18). Lexell a décrit ces changements dans les années 1980 en montrant une 

diminution de l�aire totale occupée par le muscle et du nombre de fibres (Lexell et al., 1983, 

1988). Les travaux de Larsson (1978) ont été les premiers à montrer une diminution 

spécifique de l�aire des fibres de type I de 23% et de 42% pour les types II, chez des individus 

de 55-60 ans comparés à des adultes de 20-29 ans. Plus récemment, Andersen a confirmé ces 

résultats en montrant une diminution de 25% des fibres de type I et 57% des types II chez des 

sujets >85 ans versus des adultes de 25 ans (Andersen, 2003). En revanche, Lexell dans ces 

travaux a montré une différence équivalente pour les fibres de type II, mais aucune pour les 

types I. De même, en ce qui concerne la proportion des fibres, plusieurs auteurs sont en 

désaccord. En effet, certains n�observent pas ou peu de changements dans les proportions 

relatives des fibres (Lexell et al., 1983, 1986, 1988) alors que d�autres voient une diminution 

spécifique des fibres de type II (Larsson, 1978). Ceci peut s�expliquer d�une part, par la forte 

hétérogénéité du vieillissement mais aussi d�autre part, par une évolution muscle dépendante. 

Un autre point important à prendre en compte est qu�au cours du vieillissement, le typage des 

fibres est rendu complexe par le fait qu�au moins 30% des fibres seraient mixtes et 

exprimeraient les deux phénotypes (Andersen, 2003; D�Antona et al., 2003). De plus, dans 

leur revue Narici et Maffulli (2010), expliquent que les deux types de fibres sont perdus, mais 

dans une chronologie distincte. En effet, les fibres de type II seraient perdues majoritairement 

en premier jusqu�aux environs de 70 ans, puis au-delà de 80 ans, les types I seraient à leur 

tour perdues, établissant un nouvel équilibre dans les proportions respectives de fibres. 

Un des facteurs participant à ces phénomènes est l�apoptose dont l�activation des 

mécanismes est augmentée avec l�âge (Strasser et al., 2000; Dirks & Leeuwenburgh, 2002; 

Chung & Ng, 2006; Marzetti et al., 2010). En effet, la diminution du nombre de noyaux 

contribue à l�atrophie et la diminution du nombre de fibres. L�apoptose est ainsi un des 

facteurs participant à l�atrophie musculaire lors de la sarcopénie (Marzetti et al., 2012).  

Ces pertes se traduisent par une baisse de la quantité totale de protéines musculaires. 

Ce phénomène a été montré chez le rat, Mosoni et al. (1993) ont montré une perte de 29% de 

la quantité de protéines chez le rat âgé (24 mois) par rapport à l�adulte (12 mois). Ces résultats 

ont été confirmés par plusieurs auteurs (Dardevet et al., 2002; Arnal et al., 2002).  
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ii. SUR	LA	FONCTIONNALITE	MUSCULAIRE

En termes de fonctionnalité, la perte de puissance et de force isométrique au cours du 

vieillissement est bien établie. En effet, la force diminuerait de 3-4%/an soit presque deux fois 

plus que la force isométrique (1-2%/an) (Skelton et al., 1994). Les travaux de Thom et al. 

(2007), ont montré que chez le sujet âgé (~74 ans) la diminution de force isométrique serait 

de l�ordre de 40% alors que celle du pic de puissance attendrait 60%, en comparaison au sujet 

adulte (~26 ans). D�un point de vue fonctionnel, une perte de puissance plus que de force a 

des conséquences majeures sur la qualité de vie des personnes âgées. En effet, les actions 

basiques de la vie quotidienne, telles que se lever d�une chaise, demandent de la puissance 

musculaire plus que de la force (Narici & Maffulli, 2010).  

Ainsi, la diminution de force et puissance musculaires observée au cours de la 

sarcopénie excède celle de la masse et du volume. Ceci conduit par conséquence à une 

diminution de la force générée par unité de section musculaire (pour revue voir Narici & 

Maffulli, 2010). C�est ce phénomène qui est nommé baisse de « la qualité musculaire ». Parmi 

les facteurs contribuant à cette altération de la qualité musculaire, la diminution de la force 

générée par surface de fibre serait le plus important (D�Antona et al., 2003). Cette diminution 

vient pour partie de l�apparition avec l�âge d�un découplage du signal excitation-contraction 

contribuant à une moindre efficacité de la contraction musculaire. De plus, l�accumulation 

d�altérations structurelles sur les protéines contractiles les rend moins fonctionnelles et 

contribue à cette diminution. D�autres facteurs tels qu�une altération des qualités du tendon et 

une altération de la transmission du signal neuronal seraient eux aussi en cause (pour revue 

voir Narici & Maffulli, 2010). 

iii. SUR	LE	RENOUVELLEMENT	PROTEIQUE MUSCULAIRE

La sarcopénie est aujourd�hui bien reconnue comme le résultat d�une inadéquation 

entre synthèse et dégradation protéique. Chez l�homme la dégradation protéique à jeun a été 

montrée aussi bien inaffectée (Welle et al., 1994; Balagopal et al., 1997; Volpi et al., 2000), 

que légèrement augmentée (Volpi et al., 2001), chez le sujet âgé comparé au sujet adulte. 

Étonnamment, la synthèse protéique basale apparait elle aussi non modifiée par l�avancée en 

âge (Volpi et al., 2000, 2001). Cependant, plusieurs travaux ont mis en évidence une réponse 

altérée de l�anabolisme musculaire spécifiquement en réponse au repas (Mosoni et al., 1995; 

Dardevet et al., 2003; Guillet et al., 2004; Cuthbertson et al., 2004; Fujita et al., 2009). Les 

travaux de Wilkes et al., (2009) vont dans le même sens puisqu�ils montrent que l�inhibition 

de la protéolyse, ainsi que la stimulation de la synthèse protéique en réponse au repas, sont 



Figure 19 : Physiopathologie de la sarcopénie.  

*Immobilité est un aussi un processus lié à une pathologie annexe et non uniquement le 
vieillissement. 

GH: Growth Hormone, IGF-1: insulin growth factor-1 

D�après: Ali & Garcia, 2014
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toutes deux altérées chez le sujet âgé. Ces travaux montrent que le muscle âgé est à la fois 

moins sensible au signal de synthèse ainsi qu�à l�inhibition de la protéolyse. Cette baisse de 

sensibilité musculaire apparait due à une altération de la voie mTOR chez le rat (Dardevet et 

al., 2000; Guillet et al., 2004). 

Ainsi le développement de la sarcopénie génère une perte progressive de masse et de 

protéines musculaires qui est liée à une diminution du nombre et de l�aire des myofibres. Ces 

diminutions sont dues à l�altération du renouvellement protéique, en particulier en réponse 

au repas, ainsi qu�à une augmentation de l�apoptose. Les conséquences majeures de la 

sarcopénie sont une augmentation du risque de chute, la perte d�autonomie et l�augmentation 

de la dépendance, qui la placent comme un facteur central de la fragilité. Ainsi, son 

apparition est corrélée à une augmentation de la morbidité et de la mortalité. Les causes de 

ces altérations induites par la sarcopénie sont multiples et ont conduit à utiliser différents 

angles d�approche pour trouver un remède à la sarcopénie. Ce sont ces causes et leurs 

solutions potentielles qui sont abordées dans la partie suivante. 

3. SARCOPENIE : MECANISMES EN CAUSES & STRATEGIES THERAPEUTIQUES POTENTIELLES

De nombreux mécanismes liés à des facteurs aussi bien intra qu�extrin-sèques, ont été 

mis en évidence comme potentiels contributeurs de la sarcopénie. Il est donc difficile d�établir 

une importance ou une chronologie parmi ces acteurs. Ces facteurs peuvent être classés en 

grandes catégories : les facteurs endocriniens, liés à l�âge, à la pathologie, aux maladies 

neurodégénératives ou à la nutrition. Ils comprennent entre autres la synthèse et dégradation 

protéiques, l�intégrité neuromusculaire, l�infiltration lipidique, l�insulino-résistance 

musculaire, l�inflammation et le stress oxydant (Cruz-Jentoft et al., 2010) (Figure 19). 

a. MODULATIONS NUTRITIONNELLES

i. QUANTITE	&	QUALITE	DES	APPORTS	PROTEIQUES

Les données épidémiologiques indiquent que chez les personnes âgées, les 

recommandations de 0,8g de protéines/kg poids corporel/jour ne seraient pas atteintes chez 

32-41% des hommes et 22-38% des femmes de plus de 50 ans (Calvani et al., 2013). Or, il a 

été montré que chez les personnes âgées, lorsque la quantité d�Acides Aminés Indispensables 

(AAI) ingérée est réduite, la réponse anabolique musculaire au repas est elle aussi réduite 

(Katsanos et al., 2005). La qualité des protéines ingérées a aussi un impact et repose sur leur 



Figure 20 : Seuil anabolique et de altération de l�anabolisme protéique musculaire post-prandial.  

A & B: L�élévation du seuil anabolique fait qu�un même apport alimentaire n�atteint plus le 
stimulus anabolique, l�anabolisme est alors réduit. C : L�augmentation des apports en facteurs 
anaboliques, en particulier les AA, permet d�atteindre le seuil et de restaurer la réponse 
anabolique musculaire. 

D�après: Dardevet et al., 2012 
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composition en AAI qui constituent des stimuli primaires de la synthèse protéique. Certains 

AA en particulier ont un rôle spécifique sur l�anabolisme musculaire, en particulier les AA à 

chaîne ramifiée. C�est le cas de la leucine qui est aujourd�hui reconnue comme un des 

principaux régulateurs du renouvellement protéique. En effet, la leucine a la capacité de 

stimuler la synthèse protéique par une activation de la voie mTOR (Anthony et al., 2000, 

2001; Dardevet et al., 2000, 2002; Greiwe et al., 2001; Rieu et al., 2003, 2006, 2007) et 

d�inhiber la voie UPS (Nakashima et al., 2005; Combaret et al., 2005). 

 Il apparait donc important de recommander aux personnes âgées la consommation de 

protéines de « haute qualité » c�est-à-dire riches en AAI (Dardevet et al., 2003, 2012; Paddon-

Jones et al., 2006). Plusieurs auteurs s�accordent sur ce point et recommandent que les 

personnes âgées soient encouragées à consommer plus que les 0,8g protéines/kg/jour (Wolfe, 

2012; Volpi et al., 2013). Les recommandations seraient plutôt 1-1,5g protéines/kg/jour 

(Morais et al., 2006; Wolfe et al., 2008; Gaffney-Stomberg et al., 2009; Morley et al., 2010; 

Bauer et al., 2013; Deutz et al., 2014) avec un minimum de 25-30g de protéines par repas, 

contenant 2,5 à 2,8g de leucine (Bauer et al., 2013). Ceci pourrait être à pondérer par les 

potentiels effets négatifs d�un régime haut en protéines chez l�âgé, mais ces apports 

resteraient en dessous des apports hyperprotéiques présentant une toxicité potentielle au 

niveau rénal, osseux ou cardiovasculaire (Wolfe et al., 2008). Bien que peu d�études le 

prouvent réellement, une étude de corrélation a montré qu�une concentration plasmatique 

élevée en AA à chaîne ramifiée serait associée à un risque accru de diabète (Wang et al., 

2011). D�autres travaux chez le rat ont montré une intolérance au glucose et une augmentation 

de la masse grasse (Balage et al., 2010; Zeanandin et al., 2012). La nutrition protéique montre 

donc un réel intérêt contre la sarcopénie cependant elle doit être surveillée de près. 

ii. RYTHME	D’APPORT,	VITESSE	DE	DIGESTION	ET	NOTION	DE	SEUIL	ANABOLIQUE

En plus de la nature et quantité des protéines apportées par le repas, la répartition des 

apports protéiques journaliers est importante et conditionne également la réponse au repas. En 

effet, Arnal et al. ont montré que donner 80% de l�apport protéique journalier sur un seul 

repas (pulse feeding) était plus efficace pour stimuler la balance azotée et la synthèse 

protéique (Arnal et al., 1999, 2002). Les travaux de Bouillanne et al. (2013) ont confirmé 

l�intérêt du pulse feeding chez des sujets âgés dénutris ou à risque de dénutrition, ce rythme 

permettant d�obtenir un gain de masse musculaire.  

Cette différence d�efficacité « dose-dépendante » est expliquée par la notion de seuil 

anabolique développée par Dardevet et al. Ce seuil représente la quantité minimale en AA 



Figure 21 : Schéma des modifications de la réponse postprandiale anabolique musculaire en 
réponse au repas conduisant à l�élévation du seuil anabolique.  

GH: Growth Hormone, IGF-1: insulin growth factor-1 

D�après: Boirie, 2013

Figure 22 : Différents facteurs responsables de la baisse des apports et de l�augmentation des 
besoins protéiques chez les personnes âgées. 

Adapté de: Deutz et al., 2014
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nécessaire pour déclencher la stimulation de la synthèse protéique musculaire (Figure 20). 

Chez la personne âgée, ce seuil serait augmenté (Dardevet et al., 2012) ceci conduisant à une 

moindre stimulation de la synthèse protéique pour un apport protéique égal. Ainsi le pulse 

feeding serait une des solutions pour outre passer ce seuil et restaurer la réponse anabolique 

au repas. Un autre facteur important à prendre en compte est la vitesse de digestion des 

protéines. En effet, en fonction de l�âge, la vitesse de digestion a un impact différent sur 

l�anabolisme musculaire (Mosoni & Patureau-Mirand, 2003). Alors que chez le sujet jeune, 

les protéines à digestion lente permettent une meilleure rétention protéique, c�est le contraire 

chez le sujet âgé (Dangin et al., 2001, 2003). Ceci a été confirmé par Pennings et al. (2011), 

qui ont montré que les protéines à digestion rapide ont un effet plus favorable sur la synthèse 

post-prandiale que les lentes chez le sujet âgé. En effet, une digestion rapide des protéines 

permet une arrivée massive des AA dans le plasma ce qui permet de passer au-delà du seuil 

anabolique musculaire.  

L�élévation du seuil est causée par plusieurs facteurs tels que, l�inflammation, 

l�insulino-resistance, la sédentarité et le stress oxydant qui conduisent à une moindre réponse 

anabolique musculaire et donc une élévation du seuil (Dardevet et al., 2012; Boirie, 2013) 

(Figure 21). 

iii. EXTRACTION	SPLANCHNIQUE

Des travaux de Boirie et al., menés chez l�homme ont montré une augmentation de 

l�extraction splanchnique des AA chez la personne âgée en comparaison à l�adulte (Boirie et 

al., 1997). Ses résultats ont été confirmés par Volpi et al. (1999) et plus récemment chez le rat 

(Jourdan et al., 2008). Cette augmentation de l�extraction splanchnique des AA conduit à une 

moindre disponibilité des AA pour les tissus périphériques tels que le muscle.  

Ainsi les personnes âgées auraient besoin d�une quantité plus importante d�acides 

aminés pour stimuler l�anabolisme et les travaux de Levine et al. indiquent une augmentation 

de la mortalité globale chez les plus de 65 ans ayant un apport protéique faible (Levine et al., 

2014). De nombreux facteurs conduisent à une baisse des apports (Figure 22) et environ une 

personne de plus de 50 ans sur trois ne consommerait pas les 0,8g/kg/j recommandés (Calvani 

et al., 2013). 
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Les données précédentes montrent clairement que l�apport en AA au muscle est 

déterminant. En effet, la quantité d�AA apportés ainsi que leur qualité doivent être pris en 

compte, en particulier leur teneur en AAI. La notion de seuil anabolique et sa possible 

diminution par les facteurs anaboliques est aussi de grande importance. En effet, les facteurs 

augmentant le seuil anabolique sont nombreux tels que l�inflammation, l�insulino-résistance, 

le stress oxydant. L�amélioration de chacun d�entre eux peut contribuer à une restauration de 

l�anabolisme musculaire chez la personne âgée. 

b. PERTURBATIONS HORMONALES
i. INSULINE

L�insuline est une hormone anabolique dont la sécrétion est induite par la prise du 

repas et plus particulièrement son contenu en glucides. Avec l�âge, la sensibilité du 

métabolisme protéique musculaire à l�action de l�insuline apparait diminuée (insulino-

résistance) (Guillet et al., 2004; Guillet & Boirie, 2005; Bourdel-Marchasson et al., 2007; 

Fujita et al., 2009). Or, la voie de signalisation majeure responsable de la synthèse protéique, 

mTOR est sous contrôle de la leucine mais aussi d�hormones et principalement l�insuline. 

L�activation de cette voie a en plus un rôle inhibiteur sur l�activité de la voie UPS. Ainsi chez 

le sujet âgé, l�apparition de l�insulino-résistance est un des facteurs responsables de la 

résistance à l�effet inhibiteur du repas sur la protéolyse et stimulateur sur la protéosynthèse. 

L�une des solutions pour combattre cette insulino-résistance serait de lutter contre le stress-

oxydant et l�inflammation qui sont deux facteurs impliqués dans sa mise en place (voir 

sections c. p24 et d. p26). 

ii. HORMONES	SEXUELLES

D�autres changements hormonaux accompagnent le vieillissement comme la 

diminution des niveaux circulants des hormones sexuelles (�strogènes et testostérone), qui 

conduisent à la ménopause pour la femme et l�andropause pour l�homme (Welle, 2002). La 

testostérone est une hormone anabolisante, sa diminution avec l�âge est considérée comme un 

facteur favorisant la mise en place de la sarcopénie. Son implication a été confirmée par 

différentes études montrant qu�une supplémentation physiologique en testostérone chez les 

hommes âgés permet d�augmenter la masse et la force musculaire (pour revue voir Walrand et 

al., 2011). 

Des supplémentations en testostérone chez des hommes âgés sains ont montré un effet 

bénéfique sur la masse maigre, mais les effets sur la force et la fonctionnalité sont plus 
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controversés (Emmelot-Vonk et al., 2008). Il est à noter qu’une étude clinique conduite sur 

une population âgée présentant des comorbidités a dû être arrêtée du fait de l’augmentation de 

la mortalité cardio-vasculaire dans le groupe recevant la testostérone, indiquant que ce 

traitement ne serait pas sans risque (Basaria et al., 2010). 

iii. HORMONE	DE	CROISSANCE

L’hormone de croissance (GH, Growth Hormone) est elle aussi affectée par le 

vieillissement et sa diminution (somatopause) induit au niveau hépatique une diminution de la 

synthèse de l’Insulin Growth Factor 1 (IGF-1). L’IGF-1 a plusieurs rôles au niveau 

musculaire, dont celui d’augmenter la protéosynthèse ainsi que la prolifération et 

différenciation myoblastique (pour revue voir Rooyackers & Nair, 1997). Cette hormone agit 

comme l’insuline via la voie mTOR pour stimuler protéosynthèse musculaire. Ainsi, la baisse 

du taux circulant d’IGF-1 contribue à la diminution de la synthèse protéique et de la 

régénération musculaire observées au cours du vieillissement. 

 Des supplémentations en IGF-1 ont montré un effet protecteur de cette hormone contre 

les dommages oxydatifs musculaires (Yang et al., 2010). La GH a elle aussi été testée et chez 

l’homme âgé sain, elle conduit à une augmentation de la masse maigre mais sans effet sur la 

fonctionnalité. De plus, elle est associée à des effets secondaires importants tels que œdèmes 

et insulino-résistance (Giannoulis et al., 2012). 

Ainsi, la plupart des traitements hormonaux testés ont montré leur efficacité. Cependant 

ces traitements présentent des effets secondaires non négligeables, leur utilisation est donc 

très controversée et leur rapport bénéfice/risque reste à discuter (pour revue voir Ali & 

Garcia, 2014). 

c. IMPLICATION	DU	STRESS	OXYDANT	
i. STRESS	OXYDANT	& MITOCHONDRIES

La notion de stress oxydant définit un état où la production d’espèces réactives de 

l’oxygène (EROs) dépasse les défenses antioxydantes. Le terme ERO englobe différentes 

espèces à la durée de vie variable (pour exemple : O2-, H2O2), produites principalement au 

niveau de la chaîne respiratoire mitochondriale. En condition normale, elles sont maintenues à 

un niveau physiologique grâce à plusieurs systèmes enzymatiques antioxydants : superoxyde 

dismutatase (SOD), catalase, glutathion peroxydases (GP) et réductases (GR).D’autres 

systèmes antioxydants impliquent les groupements thiols (molécules possédant un SH, 
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comme le glutathion (GSH)) ou encore des protéines cytosoliques telles que la thioredoxine 

(TRX) et la glutaredoxine (GRX). Un niveau physiologique d’EROs a un rôle important dans 

la signalisation cellulaire, alors qu’un niveau pathologique va générer des dommages 

oxydatifs pouvant conduire à la mort cellulaire (Dai et al., 2014). Ces dommages oxydatifs 

sont générés à plusieurs niveaux dont celui de l’ADN mitochondrial (Yakes & Van Houten, 

1997). Ceci engendre la production de protéines altérées avec pour conséquences d’entretenir 

et augmenter la production d’EROs. Ces EROs vont aussi générer des dommages oxydatifs 

directs tels que la peroxydation lipidique et la carbonylation des protéines cellulaires, altérant 

ainsi leur fonctionnalité (Dai et al., 2014). La production de ces EROs, en particulier au 

niveau musculaire, a été montrée augmentée au cours du vieillissement. 

ii. STRESS	OXYDANT	& VIEILLISSEMENT

« The free radical theory of aging », cette théorie proposée pour la première fois par 

Harman en 1956, suggère que les radicaux libres sont les principaux responsables du 

vieillissement et sont un déterminant de la longévité (Harman, 1956). Elle est la base des 

nombreux travaux effectués par la suite sur la production d’EROs et leurs conséquences.  

Les dérégulations du fonctionnement mitochondrial sont fréquentes avec l’âge et 

représentent la principale source de production d’EROs au niveau musculaire, principalement 

produites par la chaîne respiratoire (Capel et al., 2004, 2005). Le cas du muscle est particulier 

puisque l’augmentation des EROs est un processus physiologique normal en réponse à un 

besoin énergétique augmenté lors de l’activité physique. Avec le vieillissement, le muscle 

serait moins apte à tamponner ces élévations transitoires de production, le rendant ainsi plus 

vulnérable et permissif aux effets du stress oxydant. Cependant, les effets du vieillissement 

sur l’activité des enzymes anti-oxydantes musculaires sont controversés, certains auteurs les 

voient diminuées (Pansarasa et al., 1999; Mosoni et al., 2004), d’autres augmentées (Gianni et 

al., 2004; Marzani et al., 2005). Ces observations semblent être muscle et enzyme-

dépendantes et le niveau d’activité physique a une influence sur ces enzymes (Navarro-

Arévalo et al., 1999; Parise et al., 2005).  

iii. STRESS	OXYDANT,	VIEILLISSEMENT	&	METABOLISME	PROTEIQUE	MUSCULAIRE

La plupart des études ont montré une claire augmentation liée au vieillissement des 

dommages sur les macromolécules : lipides, protéines et ADN, preuves indirectes de 

l’élévation du stress-oxydant avec l’âge (Fraga et al., 1990; Nuttall et al., 1998; Mecocci et 

al., 1999; Pansarasa et al., 1999; Kasapoglu & Özben, 2001; İnal et al., 2001; Levine & 



Figure 23 : Scénario possible des altérations mitochondriales pouvant conduire à l�atrophie 
musculaire lors du vieillissement.  

Atrogin-1: muscle atrophy F-box (MAF-box) ;MuRF-1: Muscle RING-finger protein 1 ; NF-
κB: nuclear factor kappa B ;ROS: espèces réactives de l�oxygène. 

D�après: Marzetti et al., 2013
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Stadtman, 2001; Cakatay et al., 2003; van der Loo et al., 2003). L’accumulation de ces 

modifications, en particulier sur les protéines, peut affecter la contraction musculaire et est 

ainsi un facteur de baisse de fonctionnalité et force musculaire liée à l’âge (Reid, 2001; 

Bonetto et al., 2009).  

La production chronique d’EROs est aussi reconnue pour altérer la balance 

protéolyse/protéosynthèse en faveur de la dégradation. En effet, les EROs conduisent à une 

moindre stimulation de la voie mTOR et une activation de la voie UPS (Grune et al., 1997; Li 

et al., 1998b, 2003),voie par laquelle les protéines oxydées sont préférentiellement dégradées. 

La mitochondrie joue un rôle important dans les voies de signalisation de l’apoptose et elle 

serait impliquée dans l’augmentation âge dépendante de la stimulation de cette voie (Esteve et 

al., 1999; Chung & Ng, 2006; Marzetti et al., 2010). 

 Ainsi, les EROs sont impliquées à la fois dans l’altération de la contraction, la perte 

de masse musculaire ainsi que dans l’augmentation de l’apoptose (Figure 23 pour revue voir 

Derbré et al., 2014). 

iv. STRESS	OXYDANT,	VIEILLISSEMENT	&	JONCTION	NEURO-MUSCULAIRES

La perte des neurones est elle aussi un processus progressif et irréversible augmentant 

avec l’âge qui pourrait contribuer de façon non négligeable à la sarcopénie. Les jonctions 

neuromusculaires sont à l’interface entre le système nerveux et le muscle. Il apparait que la 

dégénération des motoneurones conduirait à une altération structurelle et fonctionnelle des 

jonctions neuromusculaires. L’ensemble contribuant à la progression de la sarcopénie (pour 

revue voir Jang & Van Remmen, 2011). 

Les jonctions neuromusculaires sont affectées au cours de l’avancée en âge par des 

remodelages pré et post-synaptiques qui conduisent à leur dégradation. Ces mécanismes sont 

complexes et seraient altérés à plusieurs niveaux, tant par une diminution du nombre de 

récepteurs à l’acétylcholine que par une baisse du nombre de vésicules présynaptiques et de 

terminaisons nerveuses par jonction neuromusculaire (pour revue voir Jang & Van Remmen, 

2011; Sakuma et al., 2014). Toutes ces altérations contribuent à la dénervation fonctionnelle 

observée au cours du vieillissement. Cette dénervation conduit à une moindre fonctionnalité 

musculaire et serait un des mécanismes antérieurs à la perte de myofibres (Deschenes et al., 

2010). Des travaux récents suggèrent un rôle du stress oxydant et du dysfonctionnement 

mitochondrial associé dans l’apparition de ces altérations (Jang & Van Remmen, 2011). 
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Ce rôle majeur de la mitochondrie et du stress oxydant lié à l’âge explique le faible 

effet des antioxydants donnés en supplémentation lors d’études sur le vieillissement. En effet, 

il apparait que ceux-ci ne seraient que peu distribués au niveau mitochondrial, et ne pourrait 

par conséquent pas agir au niveau de la source (pour revue voir Marzetti et al., 2013; Dai et 

al., 2014). Malgré tout certaines supplémentations ont montré un effet positif sur la synthèse 

protéique, par restauration de l’effet stimulant de la leucine sur la voie mTOR (Marzani et al., 

2008). Cependant les recommandations actuelles sont de ne pas prescrire de supplémentation 

pour traiter la sarcopénie car au vu de leurs propriétés, dans un contexte pro-oxydant, ces 

composés peuvent à l’inverse aggraver le statut redox. En effet plusieurs revues et méta-

analyses ont montré un lien clair entre supplémentation en antioxydants et augmentation de la 

mortalité. De plus, comme évoqué précédemment, il serait nécessaire de cibler 

spécifiquement la mitochondrie. Il reste d’intérêt de recommander un régime riche en fruits et 

légumes, apportant naturellement ces composés (pour revue voir Calvani et al., 2013). 

d. IMPLICATION	DE	L’INFLAMMATION
La réponse inflammatoire conduit à la sécrétion par les cellules phagocytaires et les 

cellules Natural Killer (NK), cellules du système immunitaire inné, de cytokines 

inflammatoires dont les principaux représentant sont l’Interleukine (IL)-6, IL-1β, et le de 

Tumor Necrosis Factor (TNF). 

i. INFLAMMATION	A	BAS	BRUIT

Au cours du vieillissement, les taux plasmatiques d’IL-6, IL-1β, et de Tumor Necrosis 

Factor (TNF) α ont été montrés comme augmentés (O’Mahony et al., 1998; Ershler & Keller, 

2000; Bruunsgaard et al., 2003). Ces facteurs sont responsables d’une activation continue du 

système immunitaire chez la personne âgée conduisant à l’apparition d’une inflammation dite 

à bas bruit chronique, ou « inflamm-aging » (Franceschi et al., 2000). Ces cytokines pro-

inflammatoires agissent directement sur la perte de masse musculaire en augmentant la 

dégradation (Fong et al., 1989). Elles diminuent aussi la synthèse des protéines musculaires 

(Lang et al., n.d.2002; Rieu et al., 2009; Balage et al., 2010) générant ainsi un déséquilibre 

favorable au catabolisme. L’augmentation de ces cytokines avec le vieillissement est corrélée 

à une perte de masse et force musculaire (Schaap et al., 2006, 2009). Une étude longitudinale 

chez l’homme confirme ces résultats et montre une nette corrélation entre l’IL-6,  l’IL-1β et la 

baisse de la force musculaire (Baylis et al., 2014). Cependant des travaux chez le rat âgé ont 

montré l’absence d’effet de l’inflammation à bas bruit sur la masse et la synthèse protéique 
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musculaires (Mayot et al., 2008). Cependant dans ces travaux, le fibrinogène et l’α-2-

macroglobuline sont à la limite du seuil d’inflammation à bas bruit déterminé chez le rat 

(Mayot et al., 2007). Il est donc probable que l’inflammation à bas bruit n’altère la masse 

musculaire que lorsqu’elle est bien installée. 

Les différentes cytokines n’agissent pas sur les mêmes voies de signalisation. En effet, 

le TNFα agirait sur la synthèse protéique (Zoico & Roubenoff, 2002) et l’IL-6, considérée 

comme une cytokine catabolique, agirait sur la dégradation protéique via une stimulation de la 

voie UPS (pour revue voir Walrand et al., 2011). Les perturbations du statut redox liées à 

l’âge apparaissent comme étant la cause primaire conduisant à cette inflammation à bas bruit 

et le TNFα conduirait aussi à la production d’EROs (Sriram et al., 2011). Cette cytokine est 

aussi impliquée dans l’activation de l’apoptose par la voie des récepteurs de mort qui a été 

montrée augmentée au cours du vieillissement (Marzetti et al., 2008, 2009). 

ii. INFLAMMATION	AIGUË

En plus de cette inflammation basale, le vieillissement est marqué par une 

augmentation de la sévérité des épisodes inflammatoires dus aux maladies. Ce phénomène est 

dû à un vieillissement du système immunitaire qui est considéré comme étant le principal 

responsable de l’augmentation de la prévalence et la gravité des maladies infectieuses avec 

l’âge (Weiskopf et al., 2009). Ces épisodes infectieux engendrent une anorexie liée à 

l’inflammation et un catabolisme protéique musculaire accru pour permettre la synthèse des 

protéines inflammatoires. 

Certains anti-inflammatoires, comme l’ibuprofène, ont montré un effet positif sur la 

diminution de l’inflammation à bas bruit, la restauration de synthèse et le maintien de la 

masse musculaires chez l’âgé (Rieu et al., 2009). Cependant l’utilisation d’anti-inflammatoire 

est soumise à contre-indications et ne peut pas être systématique chez les personnes âgées. 

e. ROLE	DE	L’INACTIVITE	ET	DE	L’ACTIVITE	PHYSIQUE
i. INACTIVITE

La baisse d’activité physique ou l’immobilisation sont des situations courantes car elle 

peuvent être causées par de nombreux facteurs tels que la maladie, une chute ou la sarcopénie. 

Il a été démontré que l’alitement induisait un certain nombre de modifications notamment une 

perte osseuse, une atrophie musculaire et une perte de force musculaire (Booth, 1982; Pavy-

Le Traon et al., 2007). Ces modifications entrainent une perte de fonctionnalité et une 
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faiblesse des muscles (Adams et al., 2003; Pavy-Le Traon et al., 2007) et il a été montré que 

chez la personne âgée, les altérations sont plus importantes. La réduction de l’activité 

physique est une situation fréquemment observée chez la personne âgée (Hollman et al., 

2007; Topinkova, 2008). Il peut s’agir d’une diminution générale de l’activité physique, liée à 

un affaiblissement musculaire, ou d’une diminution ponctuelle à la suite d’une pathologie. 

Chez la personne âgée, la diminution d’activité physique a été bien démontrée comme un 

facteur d’atrophie musculaire et donc de sarcopénie (Park et al., 2010; Ikezoe et al., 2011a, 

2011b).  

ii. ROLE	DE	L’EXERCICE

Les exercices d’endurance et de résistance ont tous deux montré un effet bénéfique sur 

la force et la fonctionnalité musculaire, ainsi que sur la masse musculaire (pour revue voir 

Landi et al., 2014). Pour le moment aucune intervention n’a montré d’effet aussi bénéfique 

que l’activité physique, en particulier les exercices de résistance. Une revue Cochrane (Liu & 

Latham, 2009) combinant 121 études a conclu que, pratiquer des exercices de résistance au 

moins 3 fois par semaine avait un effet : faible mais positif sur la fonction, petit à modéré sur 

la diminution des limitations fonctionnelles et un effet important sur l’augmentation de la 

force. Des études menées sur la dégénérescence des jonctions neuromusculaires ont là aussi 

montré un impact positif de l’exercice chez la personne âgée (Rudolf et al., 2014). De même, 

l’âge induit une diminution de l’activation et du nombre de cellules satellites dans les muscles 

(Welle, 2002; Snijders et al., 2009) et l’exercice physique est capable d’inverser ce 

phénomène en activant leur prolifération (Snijders et al., 2009). De plus, la restriction 

calorique combinée à l’exercice physique semblerait améliorer la fonction mitochondriale et 

le métabolisme protéique musculaires chez l’âgé (Marzetti et al., 2008). 

Il apparait donc que l�exercice est une solution efficace pour lutter contre la 

sarcopénie. Il permet de restaurer au moins partiellement de nombreux mécanismes altérés 

lors du vieillissement. Ainsi, l�exercice permet à la fois d�améliorer la force, la fonctionnalité 

et le maintien de la masse musculaires. Cependant l�accessibilité à cette solution reste limitée 

puisque les personnes doivent avoir accès à un centre sportif et être accompagnées par un 

spécialiste. De plus, une proportion importante des personnes âgées souffre de douleurs 

chroniques (voir chapitre III. p52), ceci pouvant être un obstacle à la pratique d�une activité 

physique régulière selon l�intensité et la localisation des douleurs. 



Figure 24 : Mécanismes d�action de différents agents nutritionnels potentiellement responsables 
de la sarcopénie.  
AMPK: AMP-activated protein kinase; CRMs: Caloric Restriction Mimetics; EAAs: Acides Aminés 
Essentiels; EMs: Exercise Mimetics; FoxO: Forkhead box O; HMB: β-hydroxy β-methylbutyrate; 
mTOR: mammalian Target Of Rapamycin; MuRF-1: Muscle specific RING Finger-1; OKG: ornithine 
α-ketoglutarate; PGC-1α: peroxisome proliferator-activated receptor-γ coactivator-1α; ROS:
Espèces réactives de l�oxygène; Ub: Ubiquitine; VDR: Recepteur à la Vitamine D; Ω3: omega-3.  

D�après: Calvani et al., 2013 

Tableau 3 : Guide pour des apports protéiques journaliers optimaux et recommandations 
concernant l�exercice physique journalier chez les personnes âgées  à partir de 65 ans.

Recommandations

Pour des personnes âgées en bonne santé, nous recommandons une alimentation 
incluant au moins 1-1,2g protéines/kg/jour. 

Pour certains adultes présentant des maladies aiguës ou chroniques, 1,2-1,5g 
protéines/kg/jour pourrait être recommandé et éventuellement plus chez les 
individus avec une pathologie sévère. 

Nous recommandons une activité physique journalière pour toutes les personnes 
âgées, aussi longtemps que l'activité est possible. Nous suggérons aussi 
l'entrainement en résistance, quand il est possible, comme une partie de 
l'entrainement global. 

D�après: Deutz et al., 2014. 
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f. AUTRES	MECANISMES	MIS	EN	JEU
De nombreux autres mécanismes sont mis en jeu dans la sarcopénie. La myostatine, un 

régulateur négatif de la croissance musculaire, serait augmentée avec l’âge et jouerait elle 

aussi un rôle dans la sarcopénie (White & LeBrasseur, 2014). De plus, avec l’avancée en âge, 

il est montré que la perte de masse musculaire est concomitante avec une infiltration lipidique 

et de tissus conjonctif nommée myosteatose qui va venir perturber le métabolisme du muscle 

squelettique (Taaffe et al., 2009). Ces adipocytes produisent des adipokines (leptine, resistine) 

et sont responsables d’une infiltration de macrophages générant une production locale de 

cytokines pro-inflammatoires (IL-6, IL-1, TNFα) (Neels & Olefsky, 2005). De nombreux 

composés ont été testés et ont montré des résultats plus ou moins convaincants sur la 

sarcopénie (Figure 24). Parmi eux on retrouve la vitamine D, la créatine, les omégas 3 et la 

restriction calorique (pour revue voir Calvani et al., 2013). La vitamine D serait capable de 

potentialiser l’effet de l’insuline et de la leucine sur la voie mTOR (Salles et al., 2013). Des 

substances bioactives de végétaux ont été suggérées comme mimant ces effets combinés : les 

CRM (Caloric Restriction Mimetics). Ces composés ont montré leur efficacité chez les 

modèles animaux cependant, leur intérêt et innocuité chez l’homme reste à prouver (pour 

revue voir Lee & Min, 2013). 

Les nombreux travaux menés dans la compréhension des mécanismes menant à la 

sarcopénie montrent que ce syndrome présente un large panel de facteurs impliqués dans sa 

pathogénèse et imbriqués entre eux. Il n�existe aujourd�hui aucun traitement clef pour 

prévenir, traiter ou guérir la sarcopénie. Cependant, il apparait que la solution la plus 

adéquate pour combattre la sarcopénie serait à la fois de maintenir une activité physique 

régulière ainsi qu�une nutrition adéquate en vitamines et antioxydants et surtout maintenir un 

apport en protéines de qualités riches en AAI suffisant (Tableau 3) (Boirie, 2013; Bauer et 

al., 2013; Deutz et al., 2014).

Comme présenté dans ce chapitre, les AA en général sont bien connus comme des 

facteurs anaboliques qui peuvent stimuler la synthèse protéique et inhiber la protéolyse. Ces 

effets sur le turn-over protéique ont été bien démontrés sur différents modèles (Muramatsu, 

1990; Garlick et al., 1991; Grizard et al., 1995; Tesseraud et al., 1996; Lobley, 1998; 

Prod’homme et al., 2004). Cependant la carence en un seul AA indispensable est suffisante 

pour inhiber la synthèse protéique. C’est le cas par exemple des acides aminés soufrés (AAS) 

chez le poulet où leur seule carence peut inhiber la croissance (Tesseraud et al., 2009). Les 
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AAS en plus de leur rôle important dans le métabolisme protéique, ont un rôle primordial 

dans la défense contre le stress oxydant. En effet, ils sont les précurseurs des principaux 

antioxydants intracellulaires synthétisés par notre organisme (GSH et taurine). Ils sont aussi 

impliqués dans la détoxification de nombreux composés, tels que les certains médicaments, 

via les réactions de conjugaison impliquant le GSH et le sulfate dont ils sont les précurseurs 

(Stipanuk, 2004; Stipanuk & Ueki, 2011). La médication est un facteur important du 

vieillissement et ainsi la prise chronique de médicament peut conduire à une utilisation 

augmentée des AAS pour assurer l’élimination de ces composés. Cette utilisation pourrait 

générer une baisse de disponibilité des AAS au niveau musculaire, la méthionine étant 

essentielle, ceci pourrait conduire à une altération du renouvellement protéique musculaire. 



Figure 25 : Structure des 4 acides aminés soufrés de l�organisme, (méthionine, homocystéine, 
cystéine, taurine) et de leurs intermédiaires métaboliques.

TM : transméthylation ; TS : transsulfuration 
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Chapitre II: Vieillissement & Acides Aminés 
Soufrés : cas de la cystéine 

1. LES ACIDES AMINES SOUFRES : 

Dans l’organisme les acides aminés soufrés (AAS) sont au nombre de quatre (Figure 

25): la méthionine (Met), la cystéine (Cys), l’homosyctéine (Hcy) et la taurine (Tau). Les 

deux premiers sont les seuls AAS protéinogènes et seule la Met est indispensable. La Cys et la 

Met sont métaboliquement liées via les voies de transméthylation et transsulfuration (Figure 

25). L’Hcy est un intermédiaire métabolique entre la Met et la Cys et n’est que très peu 

présente dans notre alimentation. La Tau est issue du catabolisme de la Cys et se retrouve 

dans les viandes et les produits de la mer (Huneau et al., 2008). En plus d’être des AA 

substrats de la synthèse protéique, la Met et la Cys ont des rôles métaboliques importants dans 

la synthèse de composés soufrés, tel que le sulfate, et le glutathion (GSH), molécule 

antioxydante. Ils ont ainsi un rôle métabolique et fonctionnel important dans le maintien de la 

santé et la réponse aux maladies. Les données cliniques actuelles indiquent que leur 

métabolisme est fortement corrélé à l’état de santé, conduisant en cas de dérégulation telle que 

l’hyper-homocystéinémie, à une augmentation du risque de maladies cardiovasculaires 

(Graham et al., 1997; Janošı́ková et al., 2003) et de maladie d’Alzheimer (Selhub, 1999; 

Stipanuk et al., 2004b). Les liens causals exacts ne sont pas établis mais les propriétés pro-

oxydantes de l’homocystéine seraient mises en jeux dans ces pathologies. La Cys totale 

plasmatique a elle aussi été impliquée comme un agent responsable de dommages oxydatifs, 

ou un indicateur du statut oxydatif (El-Khairy et al., 1999, 2001, 2003; Ozkan et al., 2002). 

L’organe le plus important quantitativement dans le métabolisme des AAS est le foie. 

En effet, grâce à son irrigation par la veine porte, il est le premier organe à recevoir l’apport 

alimentaire en AAS. Par cette position, il joue un rôle critique dans la régulation du niveau 

plasmatique en AAS et leur disponibilité pour les tissus extra-hépatiques (Garcia & Stipanuk, 

1992). Le foie joue aussi un rôle important dans la fourniture de la Tau puisqu’il est 

quantitativement le principal organe responsable de sa synthèse, depuis la Cys, et de sa 

distribution plasmatique (Stipanuk, 2004). En effet, il a été montré que chez le rat le foie capte 

de la Cys et de la Met et libère du GSH, de la Tau et du sulfate dans le plasma (Garcia & 

Stipanuk, 1992). Dans ces travaux, le rein à l’inverse du foie, capte du GSH et de la Tau et 
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libère de la Cys et la patte arrière ne capte pas de façon détectable les AAS mais libère du 

GSH et de la Met. 

2. BESOIN, SOURCES ET RENOUVELLEMENT DES ACIDES AMINES SOUFRES

a. BESOIN	EN	ACIDES	AMINES	SOUFRES	CHEZ	L’HOMME
Le besoin en AAS repose sur le besoin strict en Met de l’organisme. Cependant ce 

besoin en Met comprend à la fois le besoin en Met per se ainsi que le besoin en Cys, dont la 

synthèse n’est possible que depuis la Met (Huneau et al., 2008). Le besoin moyen a été estimé 

chez l’adulte par plusieurs méthodes : le bilan azoté (Rose & Wixom, 1955), la balance 

méthionine (Young et al., 1991), l’oxydation d’un AA indicateur (Di Buono et al., 2001a) et 

l’oxydation d’AA indicateur combinée à la balance azotée des 24h (Kurpad et al., 2003) (pour 

revue voir Courtney-Martin et al., 2012). Toutes ces méthodes ont trouvé un besoin similaire 

compris entre 13 et 15mg AAS/kg/jour (Young & Borgonha, 2000; Di Buono et al., 2001a; 

Turner et al., 2006). La Cys a été clairement montrée comme diminuant le besoin en Met 

d’environ 60% lorsqu’elle est présente dans l’alimentation, chez différents modèles ainsi que 

l’homme. Ce phénomène « d’épargne » est associé à une modification des flux métaboliques 

se traduisant par une baisse de la transsulfuration et une augmentation de la reméthylation de 

la Met (Rose & Wixom, 1955; Baker et al., 1966; Said & Hegsted, 1970; Finkelstein et al., 

1988; Di Buono et al., 2001b, 2003; Ball et al., 2006). Ainsi, les flux métaboliques d’AAS 

vont dépendre de l’apport alimentaire à la fois en Met et en Cys. 

D’autres travaux ont montré que le sulfate pouvait lui aussi réaliser un phénomène 

d’épargne de la Cys et donc indirectement de la Met. Ces travaux effectués chez le poulet, le 

rat et l’homme, ont montré que la supplémentation en sulfate d’un régime limitant en AAS 

permettait une diminution de l’oxydation de la Met et une meilleure accrétion protéique 

(Smith, 1973; Sasse & Baker, 1974; Zezulka & Calloway, 1976). Ainsi au niveau de 

l’organisme, les synthèses de la Cys et du sulfate sont indispensables et régulées en fonction 

de leurs biodisponibiliés. 

b. SOURCES	D’ACIDES	AMINES	SOUFRES
Les AAS protéiques sont présents dans les protéines de notre alimentation à une teneur 

comprise entre 2 et 5%. Les protéines animales et céréalières sont les plus riches en AAS (3,5 

à 5%) alors que les légumineuses en contiennent moins de 3,5%. Certaines sources se 
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distinguent par leur richesse en Cys, c’est le cas du blé, du colza, du lactosérum et de l’α-

lactalbumine (Huneau et al., 2008). 

c. BIODISPONIBILITE
L’absorption des AA issus de la digestion des protéines par l’épithélium intestinal est 

très efficace, de l’ordre de 95-99% (Stipanuk, 2004). La Met est transportée sous forme d’AA 

seul via des transporteurs aux AA de type neutre (B0,+, ASC & L), ou comme peptide par un 

système de transport dédié. La Met est transportée à la fois par des transporteurs dépendants 

et indépendants du sodium (Na+) (Soriano-García et al., 1998). La Cys est transportée sous 

forme AA ou cystine (CySS, deux Cys liées par un pont disulfure) ou comme peptide par des 

transporteurs présents au niveau de la muqueuse intestinale (Shanker & Aschner, 2001). La 

Cys est transportée via des transporteurs (B, ASC) Na+ dépendants (Segawa et al., 1999) alors 

que le transport de la cystine est assuré par des transporteurs (b0,+, a) Na+ indépendants 

(McBean & Flynn, 2001).  

Le foie utilise les AAS pour la synthèse protéique mais aussi pour la synthèse du GSH, 

de la Tau et du sulfate (Garcia & Stipanuk, 1992). Les tubules rénaux ont un système de 

transporteurs semblable à celui de l’épithélium intestinal, ainsi l’absorption rénale de la Cys et 

de la Met est normalement très élevée, de l’ordre de 94%. Cependant les reins en relibèrent 

une quantité importante, en particulier de Cys. La perte urinaire d’AAS est faible, entre 22 et 

285 µmol/jour chez l’homme (Rana & Sanders, 1986), les apports moyens en AAS étant de 

26 mmol/jour (Stipanuk, 2004). Des études réalisées chez l’adulte et l’enfant montrent que 

dans les composés soufrés retrouvés dans l’urine, le sulfate compte pour 77-92%, l’ester de 

sulfate 7-9%, la taurine 2-6% et la Cys + CySS pour 0,6-0,7% du total. La Met, l’Hcys et la 

Cystationine (Cysta) sont retrouvées à moins de 0,2% (pour revue voir Stipanuk, 2004). 

d. RENOUVELLEMENT	DES	ACIDES	AMINES	SOUFRES
En plus des apports alimentaires, le renouvellement protéique et peptidique alimente 

les pools de Cys et Met libres. D’après plusieurs travaux réalisés chez l’homme, la protéolyse 

apporterait environ 38 et 32 mmol/jour de Cys et de Met, respectivement (Fukagawa et al., 

1998; Raguso et al., 2000; MacCoss et al., 2001). Ce turnover protéique a majoritairement 

lieu au sein de la cellule, mais il prend aussi en compte les protéines sécrétées dans le tractus 

gastro-intestinal, qui sont digérées et réabsorbées sous forme d’AA et peptides (Stipanuk, 

2004). Chez l’adulte, ce turnover est relativement constant et une quantité de protéines 

équivalente à la quantité dégradée est resynthétisée quotidiennement. La dégradation du GSH 



Figure 26 : Schéma général du métabolisme de la méthionine.

1) Voie de transméthylation ; 2) Voie de transsulfuration ; 3) Reméthylation folate-dépendante ; 4) 
Reméthylation indépendante des folates.  

B6 : vitamine B6 ; B12 : vitamine B12 ; BHMT : Bétaïne Homocystéine Méthyltransférase ; 5-CH3THF : 
5-méthyltetrahydrofolate ; DMG : dimethylglycine ; MS : Méthionine Synthase ; MT : Méthyl 
Transférase ; 5,10-MTHF : 5,10-Méthyl Tetrahydrofolate ; MTHFR : Méthylenetetrahydrofolate 
réductase ; SAH : S-AdenosylHomocysteine ; SAM : S-AdenosylMéthionine ; SHMT : Sérine 
HydroxyMéthylTransférase ; THF : TétraHydroFolate 

D�après: Tesseraud et al., 2009  
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contribue elle aussi à l’apport de Cys. En cas d’apports faibles en AAS, le GSH servirait de 

stock de Cys (Cho et al., 1981, 1984) pour fournir cet AA à la synthèse protéique. En effet, 

des études ont montré qu’en cas d’apports limités en AAS, le GSH tissulaire est dépleté alors 

que la synthèse protéique est maintenue (Stipanuk et al., 1992; Lee et al., 2004). Ces travaux 

montrent par ailleurs que la synthèse protéique est prioritaire sur celle du GSH. 

En revanche en cas d’apports suffisants, chez l’homme le flux de GSH a été estimé aux 

alentours de 40 mmol/jour ce qui est légèrement supérieur à celui estimé pour la Cys dans le 

pool protéique corporel (Lauterburg & Mitchell, 1987; Storch et al., 1988, 1990; Fukagawa et 

al., 1996, 1998). 

3. METABOLISME DE LA METHIONINE

La Met est le seul AAS strictement indispensable chez les mammifères. En effet, la 

Cys peut être synthétisée depuis la Met et la sérine par la plupart des organes du système 

digestif (foie, reins, pancréas et intestin) (Finkelstein & Martin, 2000; Stipanuk & Ueki, 

2011). Au sein de l’organisme, la Met présente trois fonctions métaboliques principales 

(Figure 26): 

- La formation du donneur de méthyl, S-AdenosylMethionine (SAM), via la 

transméthylation qui conduit à la formation d’Hcy. La Met est ainsi le donneur de méthyl 

principal de l’organisme (Stipanuk, 1986; Griffith, 1987). L’utilisation de la SAM 

conduit à la formation de produits tels que la créatine et la phosphatidylcholine ainsi que 

les polyamines. 

- La formation de Cys via la transsulfuration depuis l’Hcy. 

- La synthèse des protéines corporelles. 

Chez l’homme, la Met est cependant principalement utilisée pour la synthèse protéique. 

En effet, avec une alimentation couvrant les besoins, 75 à 85% de l’utilisation de la Met en 

phase postprandiale est dédiée à la synthèse protéique (Hiramatsu et al., 1994; MacCoss et 

al., 2001). 

a. LA	TRANSMETHYLATION:	DE	LA	METHIONINE	A	L’HOMOCYSTEINE
La première étape de la transméthylation conduit à la formation de SAM (Figure 

27(1)). Cette étape est catalysée par une Methionine-S-Adenosyl-Transferase (MAT) qui 

utilise l’ATP pour adényler la Met et former la SAM. Deux gènes codent pour cette enzyme, 

MAT1A spécifique du foie et MAT2A qui s’exprime dans tous les tissus (Chou, 2000). La 

forme hépatique codée par MAT1A est présente sous forme de tétramère (MAT1) ou de 



Figure 27 : Les trois voies principales du métabolisme de la méthionine.

Rouge : formation du donneur de méthyl S-Adénosylméthionine ; Bleu : formation de la cystéine depuis 
l�homocystéine ; Vert : synthèse des protéines corporelles.  

Les numéros représentent les enzymes ou réaction suivantes :  
1) Méthionine AdénosylTransférase ; 2) S-adenosylmethionine transméthylation ; 3) 
Adenosylhomocystéinase ; 4) Cystathionine-β-synthase (CBS) ; 5) Cystathionine-γ-liase (CSE) ;6) Série 
de réactions conduisant à la formation du sulfate ; 7) Betaïne-homocysteine methyltransferase ; 8) 
Méthylfolate-homocystéine methyltransférase ; 9) Choline dehydrogenase & bétaïne aldehyde 
dehydrogenase ; 10) Equilibre entre utilisation de la méthionine pour la synthèse protéique et libération 
par la protéolyse ; 11) Sérine hydroxymethylase ; 12) Methylenetetrahydrofolate reductase ; 13) 
Adenosylmethionine decarboxylase ; 14) Spermidine et spermine synthases ; 15) Methylthioadenosine 
phosphorylase ; et 16) Conversion du methylthiorbose-l-phosphate en méthionine. 

D�après: Finkelstein, 1990   
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dimère (MAT3). Ces deux formes sont régulées par la concentration hépatique en Met, le 

substrat, ainsi que celle en SAM, le produit de la réaction. La MAT1 a un Km modéré et est 

peu inhibée par la SAM alors que la MAT3, forme majoritaire dans le foie, a un Km élevé et 

est activée par la SAM (Sullivan & Hoffman, 1983; Finkelstein, 1990). En revanche la 

protéine MAT2, présente dans tous les tissus, a un faible Km pour la Met et est inhibée par la 

SAM (Sullivan & Hoffman, 1983; Kotb & Geller, 1993). Ainsi, le foie peut répondre à un 

excès de Met en la transformant rapidement en SAM. En revanche, les autres tissus ne 

possédant que la MAT2, sont à la vitesse maximale et relativement insensibles à une 

augmentation de la concentration en Met, mais sensibles au rétrocontrôle négatif de la SAM 

(Stipanuk, 2004).  

La SAM est un donneur de méthyl primordial pour de nombreux composés cellulaires 

tels que la créatine, les protéines et l’ADN. Elle est le donneur de méthyl essentiel utilisé par 

de nombreuses méthyltransférases, excepté pour la méthylation de l’Hcy (servant à redonner 

la Met). Son groupement méthyl est transféré sur un atome d’oxygène, de soufre ou d’azote. 

En donnant son méthyl, la SAM produit un accepteur méthylé et la S-Adenosylhomocystéine 

(SAH), deuxième intermédiaire de la transméthylation. Dans un troisième temps, la SAH est 

hydrolysée en Hcy + adénosine par la SAH hydrolase (Figure 27(3)) (Eloranta et al., 1982; 

Eloranta & Kajander, 1984; Finkelstein, 1990). Cette enzyme est présente dans tous les tissus 

et elle contient un NAD lié qui participe à la réaction, son Km est proche de la concentration 

physiologique tissulaire en SAH (Elrod et al., 2002; Kloor et al., 2003). 

L’Hcy formée peut soit entrer de façon irréversible dans la voie de la tanssulfuration, 

soit entrer dans la voie de reméthylation pour redonner de la Met. La reméthylation est 

catalysée par la Met synthétase, enzyme distribuée dans tous les tissus qui utilise la 

méthylcobalamine comme cofacteur (Figure 27(8)). Le groupement méthyl provient du N5-

méthyl- tetrahydrofolate (THF) qui est synthétisé par la voie des folates (Kutzbach & 

Stokstad, 1971; Sullivan & Hoffman, 1983). La reméthylation de l’Hcy peut aussi être assurée 

par la bétaïne-Hcy méthyltransférase, enzyme présente seulement dans le foie, les reins et 

l’œil (Sunden et al., 1997; Delgado-Reyes et al., 2001). C’est une zinc métaloenzyme qui 

utilise la bétaïne comme donneur de méthyl (Millian & Garrow, 1998) (Figure 27(7,9)).  

Ainsi l’Hcy se situe au carrefour de deux voies métaboliques conduisant à la synthèse 

des deux AAS protéinogènes : la Met et la Cys. Elle est l’unique intermédiaire du 

métabolisme des AAS qui peut être reméthylé pour resynthétiser de la Met. 



Figure 28 : Voie de la transsulfuration conduisant à la dégradation de l�homocystéine et la 
synthèse de la cystéine.

CBS : Cystathionine-β-synthase ; CSE : Cystathionine-γ-liase 

D�après: Stipanuk & Ueki, 2011  
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b. LA	TRANSSULFURATION	:	DE	L’HOMOCYSTEINE	A	LA	CYSTEINE
La voie de la transsulfuration est essentiellement la seule voie catabolique de la Met en 

condition physiologique normale, bien que comme tout AA, elle puisse être transaminée et 

décarboxylée, cette contribution serait très faible (Bloom et al., 1989; Finkelstein, 1990). La 

transsulfuration se fait en plusieurs étapes, elle part de l’Hcy et passe par la formation d’un 

autre composé intermédiaire, la cystathionine (Cysta) pour aboutir à la Cys. La 

transsulfuration implique le transfert du soufre de la Met sur le squelette carboné d’une sérine 

qui formera la Cys (Finkelstein & Mudd, 1967; Finkelstein et al., 1988; Rao et al., 1990) 

(Figure 27(4-6)). Elle représente une source significative de Cys, chez l’homme elle est 

estimée représenter 5 à 14% du flux de Cys (Hiramatsu et al., 1994; Fukagawa et al., 1996).  

Cette réaction est catalysée par deux enzymes dépendantes du pyridoxal 5’-phosphate (forme 

active de la vitamine B6): la cystathionine β synthase (CBS) et la cystathionine γ liase (ou 

cystathionase, CSE). La CBS permet la formation de la Cysta par condensation de l’Hcy et de 

la sérine dans une réaction irréversible (Finkelstein, 2000; Banerjee et al., 2003). La Cysta est 

alors hydrolysée par la CSE pour former la Cys. La chaîne carbonée de l’Hcy donnera de l’α-

cétobutyrate et son groupement amine de l’ammoniac (Figure 28). Contrairement à la 

transméthylation qui est ubiquitaire, la transsulfuration est restreinte à certains tissus et ceux 

qui n’en sont pas pourvus nécessitent un apport de Cys. La CBS présente la plus forte activité 

dans le foie et le pancréas chez le rat et plus faiblement dans les reins, l’intestin, le cerveau et 

le tissu adipeux (Mudd et al., 1965; Stipanuk & Ueki, 2011). Chez l’homme, le foie et le 

pancréas sont aussi les deux sites présentant la plus forte activité (Mudd et al., 1965). Les plus 

hauts niveaux de CSE ont eux aussi été trouvés dans le foie, le pancréas et les reins (Mudd et 

al., 1965; Stipanuk & Ueki, 2011). Les muscles cardiaque et squelettiques sont incapables de 

synthétiser la Cys car ils ne possèdent aucune des enzymes nécessaires (Stipanuk & Ueki, 

2011). Ces tissus vont donc être dépendants d’un apport en Cys assuré par le plasma. 

4. METABOLISME DE LA CYSTEINE

La Cys pouvant être synthétisée à partir de la Met, elle peut donc être considérée comme 

non indispensable. Cependant, elle devient conditionnellement indispensable dans des 

situations particulières, comme le stress et certains états inflammatoires, où son besoin est 

fortement augmenté. Ces aspects sont détaillés dans le paragraphe 6.a p45. Au niveau de 

l’organisme, la Cys a plusieurs fonctions métaboliques importantes : 

- La synthèse de composés anti-oxydants : GSH et Tau 

- La synthèse du coenzyme A 



Figure 29 : Synthèse du glutathion.
Les réactions ATP-dépendante créent une liaison amide entre la cystéine et le groupement carboxyl du 
glutamate puis entre la cystéine et la glycine. GCL : Glutamate cystéine ligase. 

Adapté de: Forman et al., 2009  

.  

Figure 30 : Synthèse et transport intra- et extracellulaire du glutathion.
A) Le glutathion est synthétisé dans le cytoplasme depuis la cystéine, le glutamate et la glycine. B) Le 
glutathion est distribué dans la mitochondrie, le réticulum endoplasmique et le noyau en petites 
quantités, ainsi que hors de la cellule dans le sang et la bile. 

Cys : Cystéine ; Glu : glutamate ; Gly : glycine ; GSH : glutathion réduit ; GSSG : glutathion oxydé ; 
MRP : Multidrug Resistance associated Protein ; OATP1 : Organic Anion Transporter Polypeptides 

D�après: Ballatori et al., 2009  
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- La synthèse du sulfate  

- La synthèse des protéines corporelles 

De plus, la Cys constitue un couple redox entre sa forme sulhydryle prédominante au 

niveau intracellulaire et sa forme dissulfide, cystine (CySS), prédominante dans le milieu 

extra-cellulaire (Lu, 1999). En effet, dans les fluides extracellulaires la Cys s’auto-oxyde 

rapidement en CySS et est rapidement réduite en Cys dès son entrée dans la cellule (Bannai & 

Tateishi, 1986). 

a. SYNTHESE	DU	GLUTATHION
i. LE	GLUTATHION

Le GSH (γ-glutamyl-cysteinyl-glycine) est un tripeptide composé de glutamate, 

glycine et cystéine (Figure 29). C’est l’antioxydant soluble intracellulaire le plus abondant 

chez les mammifères. Sa concentration cellulaire varie de 1 à 10 mM, le foie présentant la 

plus forte abondance. Il est synthétisé uniquement dans le cytoplasme et une petite partie est 

transportée dans la mitochondrie, le pool mitochondrial est estimé à 10-15% du total (Yuan & 

Kaplowitz, 2009; Bachhawat et al., 2013). Une petite partie serait aussi transportée dans le 

noyau et le réticulum endoplasmique (Ballatori et al., 2009) (Figure 30). Le GSH est aussi un 

élément important de la signalisation liée au stress oxydant ainsi que de la détoxification des 

xénobiotiques. Il peut ainsi moduler la prolifération cellulaire, l’apoptose, la fonction 

immunitaire et la fibrogenèse. Chez l’homme, il est diminué dans de nombreuses 

pathologiques telles que la cirrhose (Bianchi et al., 2000), le diabète (Ghosh et al., 2004) ou 

encore la maladie d’Alzheimer (Liu et al., 2005) et le SIDA (Jahoor et al., 1999). Sa 

concentration est aussi diminuée après intervention chirurgicale (Luo et al., 1998), en cas de 

sepsis (Lyons et al., 2001), ou de malnutrition protéino-énergétique (Hum et al., 1992; Reid, 

2001; Badaloo et al., 2002) (pour revue voir Courtney-Martin et al., 2012).

ii. ROLE	DU	GLUTATHION

Le GSH joue un rôle important dans les différents compartiments cellulaires. Au 

niveau mitochondrial il joue un rôle primordial dans la régulation des processus de nécrose et 

apoptose ainsi que dans la défense contre les EROs produites par la chaîne respiratoire (pour 

revue voir Yuan & Kaplowitz, 2009). Au niveau cytosolique, la concentration en GSH est 100 

à 10 000 fois plus importante que les autres couples redox, il joue donc un rôle primordial 

dans le statut redox (Yuan & Kaplowitz, 2009). Il catalyse la transformation de l’H2O2 en 

agissant comme un donneur d’hydrogène au niveau des Glutathione Peroxydases (GPx) qui 



Figure 31 : Voies de synthèse, régénération et utilisation du glutathion. 
1) γ-glutamycystéine synthétase; 2) GSH synthétase; 3) glutathione reductase; 4) glutathione peroxidase  
5) glutathione S-transferase. GSH: glutathion réduit; GSSG: glutathion oxydé; Pr: protéine; SH: cystéine 
réduite ; SOH: acide sulfenique ; SOOH: acide sulfinique ; SO2OH: acide sulfonique ; S2: disulfure. 

D�après: Yuan & Kaplowitz, 2009 

Figure 32 : Rétrocontrôle de la synthèse du glutathion. 
La synthèse du GSH est catalysées par la glutamate cystéine ligase (GCL) et la GSH synthase. La 
GCL est composée de deux sous-unités, une catalytique (GCLC) et une modulatrice (GCLM). Dans 
une première étape, la GCL catalyse la formation de γ-glutamylcystéine puis la GSH Synthase 
catalyse l�ajout de la glycine pour former le GSH. Le GSH agit lui-même comme inhibiteur de sa 
propre synthèse.

D�après: Lu, 2013  
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catalysent la réduction de l’ H2O2 en H2O + GSSG. Le GSSG ainsi formé est potentiellement 

toxique pour les cellules mais celles-ci possèdent un niveau élevé de Glutathione Reductase 

(GR) qui permet de le réduire et de l’éliminer. Les Cys accessibles dans les protéines, peuvent 

être oxydées sur leur groupement SH libre dans un milieu pro-oxydant formant alors un acide 

sulfenique (S-OH). Cette forme est réversible mais peut être à nouveau oxydée en acide 

sulfinique (S-O2H) puis sulfonique (S-O3H), tous deux irréversibles. Le GSH joue un rôle 

primordial en réagissant avec l’acide sulfénique pour donner un dissulfure mixte, protéine-

GSH. La glutaredoxine peut réduire ce dissulfure mixte en libérant du GSSG et ainsi 

préserver les groupements SH des résidus Cys des protéines. De même, le GSH protège des 

espèces réactives de l’azote, comme le peroxynitrite (ONOO-) et de l’oxydation des lipides 

(Figure 31) (Yuan & Kaplowitz, 2009). Le GSH a aussi un rôle primordial dans la 

conjugaison des médicaments et autres xénobiotiques (voir paragraphe 5.a p44). 

iii. SYNTHESE	ET	DEGRADATION	DU	GLUTATHION

A part de la synthèse protéique, le GSH représente la voie principale d’utilisation de la 

Cys et chez l’homme plus de 50% du flux plasmatique en Cys seraient expliqués par la 

synthèse du GSH (Fukagawa et al., 1996; Obled et al., 2004). Cette synthèse s’effectue en 

deux étapes, catalysées par la γ-glutamate cystéine ligase (GCL) et la GSH synthétase (GS). 

La GCL est composée de deux sous-unités, une catalytique et une modulatrice, et nécessite du 

zinc ou du magnésium comme co-facteurs (Lu, 2009). Dans une première étape, la GCL 

catalyse la formation de γ-glutamylcystéine depuis le glutamate et la Cys. Dans un deuxième 

temps, la GS catalyse l’ajout de la glycine pour former le GSH (Wang & Ballatori, 1998) 

(Figure 32). Les deux facteurs limitants de cette synthèse sont l’activité de la GCL et la 

disponibilité en Cys (Lyons et al., 2000; Badaloo et al., 2002). De plus, la GCL est hautement 

régulée par un rétrocontrôle négatif du GSH lui-même. Au sein de la cellule c’est à la fois la 

concentration en GSH et le ratio GSH/GSSG (forme réduite/forme oxydée) qui sont très 

régulés. La forme GSH est largement prédominante, ~98% du total (Akerboom et al., 1982; 

Ballatori et al., 2009; Forman et al., 2009). 

Le GSH est soumis à un turn-over permanent, comme celui des protéines. Chez 

l’homme, le flux de Cys estimé qui y contribue est de 40 mmol/jour soit un flux similaire à 

celui du turn-over protéique (Lauterburg & Mitchell, 1987; Fukagawa et al., 1996). Le 

renouvellement du GSH prend en compte son efflux, le transport inter-organelle ainsi que son 

utilisation par la cellule (Yuan & Kaplowitz, 2009). Ce turn-over n’est pas le même dans tous 

les organes. Il a été montré chez le rat qu’il est élevé dans le foie et les reins et faible dans le 



Figure 33 : Cycle γ-glutamyl du glutathion. 

Le cycle γ‑glutamyl est responsable du turn-over du glutathion qui est exporté hors de la cellule. 
La γ‑glutamyltransferase (GGT) transfère le γ-glutamyl sur un acide aminé, produisant du 
cysteinylglycine et du γ-glutamyl amino acid. Le cysteinylglycine est converti en cysteine et 
glycine par la dipeptidase (DP) et les produits peuvent être transportés dans la cellule. 

D�après: Hall et al., 2013  
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sang et le muscle, l’intestin étant intermédiaire (Potter & Tran, 1993). Le turn-over du GSH 

passe par sa dégradation et resynthèse, or la dégradation de ce composé nécessite son efflux 

de la cellule. La dégradation du GSH n’est possible que par la γ-GlutamylTranspeptidase 

(γGT). Cette enzyme située sur la membrane externe des cellules est responsable de la 

dégradation du GSH en cystéinyl-glycine et glutamate. La γGT est supposée être active à la 

surface de toutes les cellules de mammifères et plus fortement au niveau rénal (Deneke & 

Fanburg, 1989; Bachhawat et al., 2013). C’est ce cycle de synthèse, transport et dégradation 

du GSH qui est nommé « γ-glutamyl cycle », il permet aussi l’excrétion des composés 

conjugués au GSH (Ballatori et al., 2009). 

iv. TRANSPORT	EXTRACELLULAIRE	DU	GLUTATHION

Le cycle γ-glutamyl a été décrit pour la première fois par Meister (1988). Dans ce 

cycle, le GSH est exporté de la cellule puis hydrolysé par la γGT. Le glutamate résultant est 

accepté par un AA (généralement la cystine) et la cysteinylglycine est libérée puis coupée par 

une dipeptidase en Cys et glycine (Figure 33). Le glutamate-AA peut être retransporté à 

l’intérieur de la cellule où il est dégradé pour refournir du glutamate. Ainsi, une fois retourné 

dans la cellule, les trois AA peuvent être réutilisés pour la synthèse du GSH mais aussi la 

synthèse des protéines, du sulfate et de la Tau. Pour ces raisons, le GSH est considéré comme 

une forme de réserve en Cys mobilisable en fonction des besoins cellulaires (Cho et al., 1981, 

1984; Meister, 1988; Lu, 2009; Ballatori et al., 2009). Dans le foie en particulier, le GSH et 

les composés liés au GSH peuvent aussi être excrétés vers la bile et y être dégradés (Ballatori 

et al., 1986, 1988, 1989). Ainsi les produits de dégradation sont réabsorbés par la cellule et re-

utilisés (Ballatori et al., 1986, 1988; Simmons et al., 1991, 1992; Ballatori & Rebbeor, 1998; 

Rebbeor et al., 2002 ; pour revue voir Ballatori et al., 2009). 

L’étude des transporteurs responsables de l’export du GSH chez les mammifères a 

présenté de nombreuses contraintes techniques : le manque d’inhibiteurs, la réactivité du GSH 

avec de nombreuses molécules (Ballatori, 1994, 2002) et l’apparente faible affinité et 

efficacité des transporteurs (Ballatori & Dutczak, 1994; Paulusma et al., 1997; Rebbeor et al., 

2002; pour revue voir Bachhawat et al., 2013). Malgré ces difficultés, le rôle des Multidrug 

Resistance associated Protein (MRP), protéines localisées sur la membrane plasmatique, a été 

mis en évidence dans plusieurs travaux. Des travaux sur cultures cellulaires ont montré leur 

implication dans l’efflux du GSH des cellules pulmonaires (Zaman et al., 1995). Des souris 

KO pour la MRP1, montrent d’importantes perturbations de la concentration intracellulaire en 

GSH. Chez ces souris, tous les organes connus pour exprimer la MRP1 (Ballatori et al., 2009) 
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tels que le cerveau, le cœur et les muscles ont donc des concentrations largement supérieures 

(20-90%) en GSH. En revanche, le foie et l’intestin n’expriment pas ou très peu la MRP1 et 

leur quantité de GSH n’est pas affectée par son absence (Lorico et al., 1997). Le rôle de la 

MRP1 dans l’export du GSH a été confirmé sur culture cellulaire humaine (Marchan et al., 

2008). Pour la MRP2, des travaux sur des souris KO ont montré cette fois une augmentation 

du GSH hépatique, indiquant que le GSH est exporté par le foie vers la bile, plus 

spécifiquement par la MRP2 (Chu et al., 2006). La protéine MRP2 a été détectée 

majoritairement au niveau de la membrane apicale des cellules hépatiques, ainsi qu’au niveau 

intestinal et rénal (Schaub et al., 1999; Mottino et al., 2002). Le rôle de la MRP2 dans 

l’export du GSH par les cellules hépatiques a aussi été montré chez le rat (Ballatori & 

Rebbeor, 1998; Rebbeor et al., 2002). La MRP2 est aussi impliquée dans l’export de 

molécules conjuguées au GSH pour leur détoxification. 

Les MRP effectuent un transport ATP dépendant, or les travaux de Ballatori & 

Dutczak, ont mis en évidence chez le rat un export du GSH hépatique vers la bile ATP 

indépendant (Ballatori & Dutczak, 1994). Ceci laisse donc supposer qu’il existe un autre 

système de transport du GSH. Récemment, la famille des Organic Anion Transporter 

Polypeptides (OATP) et le membre 1A2 en particulier, a été mise en évidence comme ayant 

un rôle dans le transport du GSH indépendant de l’ATP (Li et al., 1998a). Cependant ces 

données n’ont pas été confirmées et il existe de nombreuses isoformes (Hagenbuch & Meier, 

2003). L’étude de certaines isoformes humaines a fourni des résultats opposés, accordant un 

rôle de l’OATP 1B3 dans l’efflux du GSH (Briz et al., 2006; Mahagita et al., 2007). 

Un autre type de transporteur ATP dépendant a été étudié, les ATP-Binding Cassette 

transporteurs (ABC) et l’ABCG2 a montré les mêmes capacités de protection cellulaire contre 

les dommages chimiques (Hardwick et al., 2007). Ce transporteur a été étudié sur des cellules 

humaines et son inhibition/activation est montrée clairement corrélée à 

l’augmentation/diminution du GSH (Brechbuhl et al., 2010). Cette protéine est située au 

niveau de la membrane plasmatique (Hardwick et al., 2007) et permettrait donc chez l’homme 

un efflux du GSH hépatique vers le plasma. 

En ce qui concerne l’import du GSH, il peut entrer entier dans la cellule grâce à des 

transporteurs spécifiques qui ne sont pas présents sur tous les types cellulaires (Obled et al., 

2004). Plusieurs études ont montré que certains tissus présentent des transporteurs sodium 

dépendant ou indépendant (Bachhawat et al., 2013). Au niveau rénal, le rat présente un 

transporteur Na+-dépendant permettant l’absorption du GSH circulant, sans dégradation du 

tripeptide (Lash & Jones, 1983, 1984). Le rein présente un métabolisme particulier concernant 



Figure 34 : Voies métaboliques de la cystéine : synthèse du glutathion, de la taurine et molécules 
soufrées. 

Adapté de: Stipanuk, 2004  
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la Cys et le GSH. En effet, il présente des concentrations très élevées de Cys et une activité 

GCL 10 à 30 fois plus élevée que le foie (Finkelstein et al., 1982; Stipanuk et al., 2002). Le 

turnover du GSH est très élevé dans le rein, il apparait donc probable que la Cys soit surtout 

utilisée pour la synthèse du GSH que pour la synthèse protéique et le catabolisme. 

Au niveau intestinal, des travaux sur culture de cellules humaines ont mis en évidence 

la présence d’un transporteur au GSH permettant l’entrée dans les cellules intestinales du 

GSH circulant (Iantomasi et al., 1997). Au niveau cérébral, des travaux sur culture de cellules 

murines ont montré la présence de transporteurs Na+ dépendants (Kannan et al., 1999).  

Plusieurs travaux ont été effectués afin d’étudier le possible échange inter-organes du 

GSH et de ses métabolites. Les travaux de Garibotto et al., (2003) montrent que les organes 

splanchniques et la jambe libèrent de la cysteinylglycine dans la circulation qui est captée en 

quantité équivalente par les reins. Les reins libèrent de la Cys captée ensuite majoritairement 

par le foie. Dans ces travaux la quantité de cysteinylglycine libérée par la jambe représente 

12-14% du GSH total musculaire. Les travaux de Burk et Hill montrent que chez le rat le 

muscle libère du GSH dans le plasma, en particulier lorsque les GSH plasmatique et hépatique 

sont déplétés (Burk & Hill, 1995). Chez le rat, le foie a aussi un rôle dans la fourniture de 

GSH au niveau plasmatique mais les données ne sont pas claires sur les proportions exactes, 

les chiffres allant de 40% à 83% (Ookhtens & Kaplowitz, 1998). Chez l’homme, le foie 

semble être un contributeur moins important à la fourniture du GSH au niveau plasmatique et 

les reins contribuent en proportion beaucoup plus restreinte à sa dégradation (Purucker & 

Wernze, 1990). Peu de données sont disponibles quant à la relation entre GSH plasmatique et 

érythrocytaire. Les travaux de Giustarini et al., (2008) montrent que les érythrocytes humains 

sont capables de libérer du GSH et seraient donc une source de GSH pour le plasma, mais ces 

résultats n’ont été obtenus qu’in vitro et avec une carence totale de GSH plasmatique 

b. OXYDATION	DE	LA	CYS	:	SYNTHESE	DE	TAURINE,	PYRUVATE	ET	SULFITE
La Cys a deux voies cataboliques principales, l’une indépendante et l’autre dépendante 

du cystéinesulfinate (CSA). La voie indépendante conduit à la dessulfuration de la Cys et la 

dépendante à son oxydation. Le CSA est formé par oxydation du groupe soufré avant sa 

séparation de la chaîne carbonée ou sa décarboxylation pour former l’hypotaurine (Htau ; 

Figure 34). C’est la Cys dioxygénase (CDO) qui est responsable de l’oxydation du 

groupement thiol de la Cys par ajout d’oxygène (Yamaguchi et al., 1978; Bagley et al., 1995; 

Stipanuk et al., 2004b; Stipanuk & Ueki, 2011). Cette enzyme a une forte affinité pour la Cys 

et est très exprimée dans le foie (Hirschberger et al., 2001; Bella et al., 2002). La CDO n’est 
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pas présente dans tous les tissus, on la trouve cependant dans les reins, les poumons et le 

cerveau ainsi que dans le tissu adipeux chez le rat (Tsuboyama et al., 1996; Hirschberger et 

al., 2001; Stipanuk et al., 2002; Ide et al., 2002; Stipanuk & Ueki, 2011).  

Le CSA a deux devenirs possibles : la formation de Tau ou de pyruvate et sulfate 

(Figure 34). La synthèse de la taurine nécessite la cystéinesulfinate decarboxylase (CSD) qui 

est présente en forte concentration dans le foie et permet la conversion du CSA en Htau par 

élimination de CO2 (Bella et al., 2002; Stipanuk & Ueki, 2011). L’Htau est ensuite oxydée en 

Tau par un mécanisme non élucidé. La synthèse de Tau hépatique a bien été mise en évidence 

(Bagley & Stipanuk, 1995; Bella & Stipanuk, 1995; Bella et al., 1996) et des mesures de 

différence artério-veineuse confirment ces résultats (Garcia & Stipanuk, 1992). 

Le CSA peut aussi être transaminé par l’aspartate aminotransférase (AST) (Yagi et al., 

1979; Weinstein & Griffith, 1988; Stipanuk & Ueki, 2011), il en résulte du 3-Sulfinylpyruvate 

qui se dissocie spontanément en pyruvate et dioxyde de sulfate (SO2). Ce SO2 est hydraté en 

sulfite qui sera lui-même rapidement oxydé en sulfate par les sulfites oxydases.  

La taurine et le sulfate sont deux composés terminaux du catabolisme de la Cys ayant 

un rôle dans les réactions de conjugaison et présentant des fonctions physiologiques 

essentielles avant d’être un produit catabolique d’excrétion (Stipanuk, 2004). 

c. DESULFURATION	DE	LA	CYSTEINE	:	SYNTHESE	DE	PYRUVATE	ET	SULFURE	D’HYDROGENE
La voie non oxydative de la Cys conduit au catabolisme de la Cys par dessulfuration, 

son sulfure est clivé avant qu’il ne soit oxydé (Stipanuk & Beck, 1982). Cette voie passe par 

une transamination (AST ou autre) de la Cys en 3-Mercaptopyruvate. Cependant la Cys est un 

faible donneur pour les transaminases, par conséquent, cette réaction bien qu’ayant lieu in 

vivo, ne représente pas une voie quantitativement importante du catabolisme de la Cys 

(Stipanuk, 2004). La mercaptopyruvate sulfurtransférase métabolise le 3-Mercaptopyruvate 

en pyruvate et sulfide (SH-). La CySS peut elle aussi être dessulfurée par cette voie et 

conduire aux mêmes métabolites plus de la Cys (Figure 34).  

La CSE, dont la fonction majeure est le clivage de la Cysta en Cys, peut aussi 

catalyser la formation d’H2S et serine depuis la Cys et une molécule d’eau (Stipanuk & Ueki, 

2011). Les travaux de Chiku et al., (Chiku et al., 2009) montrent qu’en situation 

physiologique, environ 70% de la production d’H2S serait générée par cette voie chez 

l’homme. La forme CSE présente chez le rat pourrait catalyser la dessulfuration de la CySS ce 

qui libère du pyruvate et de l’ammoniac et conduit à la formation de thiocystéine (CySSH). 



Figure 35 : Voies métaboliques de la cystéine conduisant à la formation d�H2S et sa conversion 
mitochondriale en SO4

2-. 

AST : Aspartate aminotransférase ; CBS : Cystathionine-β-Synthase ; CDO : Cystéine dioxygénase ; 
CSE : Cystathionine-γ-liase ; GCL : Glutamate cystéine ligase ; GS : Glutathione synthétase ; TR : 
Thiosulfate reductase ; TST : Thiosulfate sulfur transférase 

Adapté de: Olson et al., 2013
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La CySSH est ensuite dissociée en Cys et SH- ou peut réagir avec la Cys pour former de la 

CySS et de l’H2S (Stipanuk, 2004; Stipanuk & Ueki, 2011). 

La CBS peut aussi catalyser la substitution du groupement thiol de la Cys pour former 

divers thioethers (Stipanuk & Beck, 1982; Stipanuk, 1986). 

Toutes ces voies de désulfuration conduisent potentiellement à la production d’H2S, et 

la régulation de son taux présente de nombreux rôles. L’H2S aurait un rôle au niveau cérébral 

et son taux serait modifié lors de la maladie d’Alzeihmer. Il aurait aussi un rôle dans la 

relaxation des muscles lisses, en particulier au niveau des parois aortiques et de l’utérus (pour 

revue voir Szabó, 2007). Ce métabolite peut aussi entrer dans la mitochondrie où il peut être 

converti en thiosulfate (Stipanuk, 2004; Stipanuk & Ueki, 2011). L’oxydation de l’ H2S en 

thiosulfate puis sulfate a été initialement montrée dans les travaux de Koj et al., (1967) et 

Szczepkowski (1961). La première réaction est catalysée par trois enzymes qui catalysent la 

formation de thiosulfate (Figure 35). Le thiosulfate peut ensuite être métabolisé par deux 

voies (Stipanuk & Ueki, 2011):  

- une dépendante du GSH catalysée par la thiosulfate reductase qui produit du sulfite et 

de l’H2S en oxydant le GSH en GSSG 

- une indépendante du GSH catalysée par la thiosulfate sulfurtransférase qui conduit à la 

formation de sulfite 

Dans une dernière étape, la sulfite oxydase mitochondriale convertit les sulfites en 

sulfates (Feng et al., 2007). 

La synthèse protéique est une voie majeure d�utilisation de la Cys mais l�autre voie 

primordiale est la synthèse de GSH dont elle constitue l�AA limitant. Les travaux concernant 

le GSH sont nombreux, cependant il n�y a toujours pas de consensus admis sur son efflux 

cellulaire vers le plasma et son rôle dans l�homéostasie inter-organe. La synthèse endogène 

de Tau et sulfate est aussi d�une grande importance et repose sur la disponibilité en Cys. Cet 

AAS a donc de nombreux rôles importants et des perturbations de son homéostasie peuvent 

avoir des conséquences majeures sur l�organisme.  

5. ACIDES AMINES SOUFRES ET DETOXIFICATION HEPATIQUE

Les AAS interviennent de deux façons importantes dans les mécanismes de 

détoxification de l’organisme : via le GSH et le sulfate dans les réactions de conjugaisons, 
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respectivement dites de phase II et I. Ces réactions de conjugaison impliquent une 

consommation de Cys et conduisent in fine à l’excrétion urinaire de composés soufrés.  

a. ROLE	DU	GLUTATHION	DANS	LA	DETOXIFICATION
La détoxification des xénobiotiques et de leurs métabolites est une fonction majeure 

assurée par le GSH. Ces composés forment des conjugués avec le GSH, soit spontanément, 

soit enzymatiquement grâce à la Glutathion-S-Transférase (GST) (Meister, 1988). Dans les 

hépatocytes, ces composés sont généralement excrétés dans la bile par les transporteurs MRP. 

Ces composés conjugués au GSH subissent plusieurs réactions enzymatiques qui ont lieu dans 

la bile, l’intestin ou les reins. Ces réactions conduisent à la libération du glutamate, puis de la 

glycine du GSH. Il en résulte un adduit Cys fixé sur le composé qui peut être N-acétylé, au 

niveau rénal uniquement, afin de donner un acide mercapturique (DeLeve & Kaplowitz, 1990; 

Lu, 2009). Le composé ainsi conjugué à la Cys est éliminé par les urines et le GSH consommé 

est irréversiblement perdu (Lu, 2009). 

b. ROLE	DU	SULFATE	DANS	LA	DETOXIFICATION
Le catabolisme de la Cys conduit systématiquement à la formation de pyruvate avec sa 

chaîne carbonée et de sulfate avec son groupement soufre, à l’exception de la Tau qui 

conserve les deux. Le groupement amine est libéré sous forme d’ammoniac ou transféré sur 

un céto acide. Dans le cas de la Tau, seul un carbone est décarboxylé et relargué sous forme 

de CO2. Ainsi, mis à part la synthèse de Tau, toutes les voies du catabolisme de la Cys 

conduisent à la formation de SO3
2- (voie du CSA), de SH- (voie du mercaptopyruvate) ou de 

H2S (par action de la CBS ou de la CSE). Le SH- est rapidement converti en H2S et le SO3
2- en 

SO4
2- (sulfate). Le H2S est converti enzymatiquement dans la mitochondrie lui aussi en SO4

2-

(voir 4.c p43). Une partie de cette conversion nécessite du GSH et les travaux de Huang et al., 

(1998) ont mis en évidence l’importance de cette réaction. En effet, la déplétion du GSH 

hépatique conduit à une diminution importante de la formation du SO4
2- et une accumulation 

du thiosulfate. Ainsi le GSH en plus de son utilisation propre dans les réactions de 

conjugaisons hépatiques est aussi oxydé pour permettre la formation du SO4
2- et donc de 

maintenir la sulfatation.  

Avant de servir aux réactions de conjugaison, le SO4
2- devra être « activé » en 3’-

phosphoadénosine 5’-phosphosulfate (PAPS). Le PAPS est le donneur de sulfate 

indispensable pour la sulfatation des xénobiotiques au niveau hépatique (réaction de 

conjugaison de phase II). Il est synthétisé par une réaction en deux étapes couplées (Mulder, 
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1990), via l’ATP sulfurylase et l’APS kinase, depuis l’ATP et le sulfate inorganique selon la 

formule suivante :  

ATP + SO4 ↔ APS + PPi 

ATP + APS ↔ PAPS + ADP 

La première réaction est catalysée par l’ATP sulfurylase qui produit de l’adénosine 

phosphosulfate (APS) qui sera transformé en PAPS par l’APS kinase. La concentration 

hépatique en PAPS est de l’ordre de 30-70 nmol.g-1 mais lorsqu’il est utilisé son taux de 

synthèse peut atteindre 100 nmol.min-1.g-1 (Mulder, 1990). Le PAPS est inhibiteur de sa 

propre synthèse, ainsi sa consommation va stimuler sa production par levée d’inhibition 

(Klaassen & Boles, 1997). 

6. REGULATIONS & ALTERATIONS DU METABOLISME DES ACIDES AMINES SOUFRES

a. EFFET	DU	STRESS	OXYDANT	(INFLAMMATION	ET	SEPSIS)	
i. SUR	LE	METABOLISME	DE	LA	METHIONINE

Les statuts redox et inflammatoires sont des régulateurs de la CBS (Hcy → Cysta). En 

effet, le TNFα, connu pour augmenter la production d’EROs, dans un contexte pro-oxydant 

va augmenter l’activité de la CBS (Zou & Banerjee, 2003). Cette régulation permet d’engager 

le métabolisme vers la transsulfuration et donc d’augmenter la concentration en Cys. Des 

travaux sur culture de cellules humaines ont montré que 50% du GSH synthétisé en cas de 

stress oxydant venait de la transsulfuration de l’Hcy (Mosharov et al., 2000). Ceci indique que 

la Met comme la Cys sont mobilisées. Au contraire, un contexte antioxydant va diminuer son 

activité et donc le flux d’Hcy par la voie de la transsulfuration (Vitvitsky et al., 2003). Ainsi 

en cas de stress oxydant ou inflammatoire, le catabolisme de la Met est favorisé pour 

augmenter la biodisponibilité en Cys et permettre une meilleure réponse de l’organisme. 

ii. SUR	LE	METABOLISME	DE	LA	CYSTEINE

La Cys peut être synthétisée par le métabolisme de la Met et peut donc être considérée 

comme non indispensable. Elle devient cependant conditionnellement indispensable dans des 

situations particulières comme le sepsis et certains états inflammatoires (Breuillé & Obled, 

2000; Malmezat et al., 2000b, 2000a). Dans ces situations, le flux plasmatique de Cys est 

augmenté dû à son utilisation pour la synthèse des protéines de la réponse inflammatoire et 

surtout pour la synthèse du GSH dont le turn-over est fortement augmenté (Malmezat et al., 

1998, 2000a; Grimble & Grimble, 1998). Le métabolisme global des AAS est modifié en 
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conséquence avec une diminution du catabolisme de la Cys associé à une augmentation de la 

transsulfuration de l’Hcy (Malmezat et al., 2000b, 2000a). Ce mécanisme permet 

d’augmenter la disponibilité de la Cys pour la synthèse du GSH.  

Tous ces phénomènes se traduisent par une augmentation du besoin en Cys qui, 

malgré les adaptation métaboliques, ne peut pas être entièrement couvert par la synthèse 

endogène si les apports alimentaires ne sont pas augmentés(Obled et al., 2004; Soeters et al., 

2004; Le Floc’h et al., 2004). 

iii. SUR	LE	METABOLISME	DU	GLUTATHION

De nombreux facteurs peuvent intervenir dans la régulation de la première étape de 

synthèse du GSH. En plus du GSH lui-même (voir chapitre 4.a p37), le niveau d’oxydation 

est un facteur de régulation de la GCL. En effet, les espèces oxydantes sont capables 

d’augmenter la transcription de cette enzyme (Shi et al., 1994; Rahman et al., 1996; Tian et 

al., 1997). De plus, la régulation de la GCL apparait complexe car régulée par de nombreuses 

voies (pour revue voir Zhang & Forman, 2012). Parmi ces différentes voies, il apparait que 

les espèces oxydantes sont capables d’augmenter l’expression de la GCL et la γGT (Shi et al., 

1994; Rahman et al., 1996; Tian et al., 1997; Chikhi et al., 1999). Cette signalisation serait 

médiée par NF-κB (Yang et al., 2001) et Nrf2 (Zhang et al., 2007), ce dernier est aussi un 

régulateur positif de la γGT (Zhang et al., 2006). 

b. EFFET	DE	L’APPORT	ALIMENTAIRE	PROTEIQUE
i. SUR	LE	METABOLISME	DE	LA	METHIONINE

Au niveau hépatique, la CBS est régulée positivement par la SAM ce qui conduit, 

lorsque la disponibilité en SAM et donc en Met est haute, à diriger le surplus d’Hcy vers la 

transsulfuration plutôt que la reméthylation (Oliveriusová et al., 2002). De plus, la SAM 

inhibe la reméthylation de l’Hcy en inhibant la folate réductase (Kutzbach & Stokstad, 1967, 

1971) et la bétaïne Hcys méthyltransférase (Finkelstein & Martin, 1984). Ces régulations 

permettent d’éliminer un excès de Met et l’excès de SAM qui en résulte en dirigeant le 

métabolisme de la Met vers son catabolisme. 

Pour des apports en AAS couvrant le besoin, il a été montré chez le rat que 46% de 

l’Hcy entrait dans la transsulfuration et seulement 34% en cas d’apports protéiques 

insuffisants (3,5%) (Finkelstein & Martin, 1984). Chez l’homme, la part d’Hcy entrant dans la 

transsulfuration diminue de 56-60%, avec des apports protéiques au besoin, à 21% avec un 

régime sans protéines (Storch et al., 1988; Fukagawa et al., 1996; Raguso et al., 2000; 
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MacCoss et al., 2001). Les travaux de Storch et al. (1990), montrent que chez des sujets 

consommant un régime sans AAS, la formation même de l’Hcy par la transméthylation est 

fortement diminuée.  

L’apport excessif en protéines/AAS modifie aussi l’activité des enzymes du 

métabolisme des AAS. Les expériences réalisées chez le rat montrent une augmentation des 

activités de la MAT, des méthyltransférases ainsi que de la CBS et la CSE, associées à une 

diminution de l’activité Met synthétase (Finkelstein, 1967; Finkelstein & Martin, 1986; 

Sugiyama et al., 1987; Kim et al., 2003b, 2003a). Ceci se traduit par une augmentation de la 

part d’Hcy entrant dans la transsulfuration, aux environs de 89% chez le rat nourri avec un 

apport excessif de protéines (Finkelstein & Martin, 1984). Ces adaptations conduisent à une 

augmentation de la biodisponibilité en Cys, dont les voies métaboliques sont elles aussi 

régulées par l’alimentation (voir point suivant). L’organisme ne possédant pas de forme de 

stockage des AA en excès, ceci permet de maintenir un niveau physiologique d’AA malgré un 

apport excessif. 

Les hormones ont aussi un rôle régulateur sur la CBS. Le glucagon et les 

glucocorticoïdes par exemple vont augmenter l’activité de la CBS et donc le catabolisme de la 

Met vers l’α-cétobutyrate, un substrat néoglucogénique. En revanche, l’insuline va l’inhiber, 

préservant la Met pour la synthèse protéique à l’état nourri (pour revue voir Stipanuk 2004). 

ii. SUR	LE	METABOLISME	DE	LA	CYSTEINE

Comme vu dans les paragraphes précédents, la Cys, en plus de servir de précurseur 

pour la synthèse protéique, est un précurseur pour de nombreuses autres molécules 

essentielles telles que le GSH et la Tau. Lorsque les apports alimentaires couvrent le besoin, 

la majorité de la Cys est utilisée pour la synthèse des protéines et du GSH (Stipanuk, 2004). 

Des travaux sur cultures d’hépatocytes et sur animal ont montré que la synthèse du GSH est 

favorisée lorsque la disponibilité en Cys est faible, alors que lorsqu’elle est élevée, la synthèse 

de la Tau et du sulfate est également augmentée (Stipanuk et al., 1992; Bella et al., 1999b, 

1999a; Cresenzi et al., 2003; Lee et al., 2004). Cependant, lors d’une carence en AAS, la 

concentration en GSH diminue tout de même mais sa synthèse reste prioritaire sur les voies 

cataboliques de la Cys. Ceci permet de maintenir un niveau minimal de GSH. Le métabolisme 

de cet AAS est donc fortement modulé par l’alimentation, en particulier les apports 

protéiques/AAS dont va dépendre sa disponibilité. Ces régulations sont mises en place au 

niveau de la CDO (Cys → CSA). En effet, dans le foie, elle est régulée par l’alimentation 

puisqu’un régime à forte teneur en AAS ou hyperprotéique conduit à une augmentation de son 
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activité (Kohashi et al., 1978; Bagley & Stipanuk, 1994, 1995; Bella et al., 1999b, 1999a; 

Kwon & Stipanuk, 2001). A l’inverse, un régime pauvre en protéines/AAS conduit à une 

polyubiquitination et dégradation rapide de la CDO, conduisant à une baisse importante de 

son niveau (Bella et al., 2000; Stipanuk et al., 2004a). La Cys elle-même est un inhibiteur de 

cette dégradation par l’UPS, ainsi cette régulation de la CDO au niveau hépatique permet une 

régulation fine en réponse aux changements d’apports alimentaires (Lee et al., 2004; Stipanuk 

et al., 2004a). En revanche, dans les tissus autres que le foie, la CDO n’est pas régulée par les 

apports alimentaires. Une explication serait que le foie étant servi en premier par la veine 

porte, il régulerait et tamponnerait l’afflux périphérique en AAS (Stipanuk et al., 2002). 

La régulation se fait aussi en aval puisqu’une alimentation riche en protéines ou AAS 

conduit à une forte diminution de la concentration hépatique de CSD (CSA → Htau), allant 

jusqu’à 80%. Cependant dans ces conditions la production hépatique et les niveaux tissulaires 

et urinaires de Tau sont quand même augmentés (Daniels & Stipanuk, 1982; Bagley & 

Stipanuk, 1995; Bella et al., 1999b, 1999a; Stipanuk et al., 2002). Cette augmentation est 

vraisemblablement due à une élévation de l’activité CSD (Bagley & Stipanuk, 1994, 1995; 

Bella & Stipanuk, 1995). Cette élévation est elle-même due à l’augmentation de la teneur en 

CAS, malgré la baisse des activités enzymatiques CDO et CSD, l’apport en Cys étant plus 

élevé, il y aura plus de substrat pour ces enzymes. 

La majorité des travaux ont été effectués chez le rat et peu de données sont disponibles 

chez l’homme. Les travaux disponibles montrent une capacité de synthèse de la Tau chez 

l’homme (Rana & Sanders, 1986; Laidlaw et al., 1988) similaire à celle observée chez le rat 

(Bella & Stipanuk, 1995). 

iii. SUR	LE	METABOLISME	DU	GLUTATHION

La disponibilité en Cys est le déterminant majeur de la concentration tissulaire en 

GSH (Deneke & Fanburg, 1989; White et al., 1994; Taylor et al., 1996). Comme décrit 

précédemment, le GSH est synthétisé en deux étapes depuis la Cys qui représente l’AA 

limitant de sa synthèse (Meister, 1991). Dans des conditions physiologiques normales, le taux 

de synthèse du GSH est déterminé par deux facteurs : la disponibilité en Cys et l’activité de la 

GCL (Cys→γ-Glu-Cys). De plus, le GSH agit lui-même comme inhibiteur de la GCL 

(Richman & Meister, 1975; Huang et al., 1993). Chez l’adulte, lors de la consommation d’un 

régime hypo-protéique ou dépourvu d’AAS, la synthèse du GSH est diminuée (Lyons et al., 

2000; Jackson et al., 2004). Quand le GSH est dépleté, le rétrocontrôle qu’il exerce sur la 

GCL est perdu, son activité est alors augmentée et c’est uniquement la disponibilité en Cys 
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qui va réguler cette synthèse (Wang & Ballatori, 1998). Le jeûne provoque une déplétion du 

GSH hépatique, intestinal et musculaire chez le rat et la réalimentation permet de corriger ces 

effets (Cho et al., 1981). De même, lorsque les apports protéiques ne sont pas suffisants, la 

concentration en GSH diminue dans le foie et le plasma (Hum et al., 1992).  

A l’inverse, un régime hyperprotéique ou très riche en AAS, conduit à une inhibition 

de la GCL favorisant ainsi l’oxydation de la Cys plus que la synthèse du GSH qui sera élevée 

de par la forte disponibilité en Cys (Bella et al., 1999b, 1999a; Lee et al., 2004). Cependant, 

un régime hyperprotéique ne permet pas d’augmenter le GSH au-delà d’une valeur seuil 

maximale (Hum et al., 1992). 

c. EFFETS	DU	VIEILLISSEMENT	
i. EFFETS	DU	VIEILLISSEMENT	SUR	LE	METABOLISME	DES	ACIDES	AMINES	SOUFRES

Le vieillissement s’accompagne d’un grand nombre de perturbations des processus 

physiologiques de l’organisme (voir chapitre I.2 p12) qui perturbent le métabolisme des AAS. 

Ainsi, l’augmentation du stress oxydant favorise la formation de Cys depuis la Met, pouvant 

conduire à une moindre biodisponibilité de la Met pour la synthèse protéique et les tissus 

périphériques. La baisse de sensibilité à l’insuline, ou insulino-résistance liée à l’âge, lève 

l’inhibition de la transformation de la Met, augmentant ainsi sa baisse de biodisponibilité.  

Les flux métaboliques de la Met ont été montrés modifiés avec l’âge, la proportion de 

Met entrant dans la transsulfuration étant plus élevée chez la personne âgée (Mercier et al., 

2006). Ceci suggère une augmentation du besoin en Cys pour la fourniture en GSH dont les 

taux et le renouvellement sont altérés avec le vieillissement (voir point suivant).  

ii. SUR	LA	CONCENTRATION	& L’EQUILIBRE	REDOX	DU	GLUTATHION

Une diminution âge-dépendante de la concentration cellulaire en GSH a été montrée 

dans plusieurs tissus chez le rat et la souris dont les reins, le foie et le sang (Chen et al., 1989, 

1990, 2000; Arivazhagan et al., 2001). Les travaux de Liu et al. (2004) ont montré une baisse 

du niveau de GSH dans tous les tissus, correspondant à une diminution de l’expression de la 

GCL et la GS. La γGT, la GR et la disponibilité en Cys ainsi que le taux de GSSG n’étaient 

pas affectés dans ces travaux (Wang et al., 2003; Liu et al., 2004). Ceci traduit une altération 

de la synthèse du GSH en elle-même et non indirectement par une baisse des apports en Cys. 

Chez l’homme, le GSH est fortement associé aux pathologies âge-dépendantes (Samiec et al., 

1998). Le ratio forme réduite/forme oxydée des différents couples redox soufrés subit un 

basculement avec l’avancée en âge. Ce changement de statut redox a été montré pour le GSH 
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dans le sang, (érythrocytes principalement) (Samiec et al., 1998; Erden-İnal et al., 2002) et les 

lymphocytes (Lenton et al., 2000; Hernanz et al., 2000). Les niveaux de GSH érythrocytaire 

et plasmatique ont été montrés diminués (Lang et al., 1992; Nuttall et al., 1998; Samiec et al., 

1998) et associés à une baisse du rapport réduit/oxydé de plusieurs couples redox (Rothschild 

et al., 1988; Halliwell & Gutteridge, 1990; Jones et al., 2000; Dröge, 2002a, 2002b). Les 

mécanismes exacts mis en jeux ne sont pas certains mais des travaux ont montré que dans les 

yeux les activités de la GCL et GS seraient diminuées (Sethna et al., 1982) ainsi que celles de 

la CSE (Sastre et al., 2005) et de la GR (Holleschau & Rathbun, 1994; Katakura et al., 2004).  

La capacité d’induction des systèmes antioxydants par une stimulation exogène est 

elle aussi diminuée avec l’âge (Lang et al., 1992; Rikans & Hornbrook, 1997; Knight, 2000; 

Viveros et al., 2007). Ces altérations sont liées à l’augmentation du stress-oxydant induite par 

le vieillissement (voir point X ; pour revue voir (Dröge, 2005). Cette diminution est associée à 

l’augmentation de la prévalence des maladies chroniques (Lang et al., 2000).  

Les maladies chroniques présentent une prévalence élevée chez les personnes âgées et 

sont systématiquement associées à médication. Le vieillissement en lui-même s’accompagne 

fréquemment de prise de médicaments, que ça soit pour cause de maladie ou de douleurs 

chroniques dues aux nombreuses altérations ostéo-musculaires (arthrose, ostéoporose…). 

Or, comme évoqué dans cette partie, un grand nombre de xénobiotiques dont certains 

médicaments sont détoxifiés au niveau hépatique par conjugaison au sulfate et/ou au GSH, 

tous deux produits depuis la Cys. Avec le vieillissement, la médication pourrait donc 

représenter un facteur venant s’ajouter aux perturbations déjà en place (stress-oxydant et 

l’inflammation) du métabolisme des AAS, en augmentant le catabolisme de la Cys. Dans la 

population générale, et en particulier chez les personnes âgées, l’antidouleur le plus prescrit et 

consommé est le paracétamol. Les quantités nécessaires pour obtenir un effet de cet 

antalgiques sont élevées pour un médicament puisqu’elles sont de l’ordre du gramme et son 

élimination corporelle a lieu via une métabolisation hépatique. 



Figure 36 : Structure chimique du paracétamol et des deux anilines dont il dérive : l�acetanilide 
et la phénacétine. 

D�après: Benista & Nowak, 2014  
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Chapitre III: Vieillissement & médication : cas du 
paracétamol 

Le paracétamol (acétaminophène aux USA) est une amine aromatique comportant un 

cycle phénolique de formule C6H7N (Figure 36). C’est un métabolite actif de deux anilines, 

l’acétanilide et la phénacétine. Il a été synthétisé pour la première fois en 1852 et son effet 

antipyrétique a été découvert par Chan et Hepp (1886). Il a été commercialisé pour la 

première fois aux États-Unis en 1950 puis, son utilisation a fortement augmenté au milieu des 

années 1960 (Sneader, 2005). Il est aujourd’hui l’antipyrétique et l’analgésique le plus 

prescrit et utilisé en France et aux Etats-Unis (Kaufman DW et al., 2002; ANSM, 2014). A 

titre d’exemple, rien qu’aux États-Unis en 2008, il s’est vendu plus de 24,6 milliards de doses 

(Krenzelok, 2009). En France d’après les rapports annuels de l’ANSM, depuis leur 1ère 

édition (2006) et jusqu’à aujourd’hui, il s’agit de la substance active la plus vendue. Les 3 

médicaments les plus vendus, en valeurs et parts de marché, ne contiennent que du 

paracétamol (Afssaps, 2006, 2007, 2008, 2009, 2010, 2011; ANSM, 2012, 2013, 2014) et la 

vente du paracétamol est en augmentation ces trois dernières années (ANSM, 2014). 

Le paracétamol est considéré comme ayant un bon rapport bénéfice/risque car 

majoritairement éliminé par voie urinaire (Forrest et al., 1982). Seuls environ 5% de la dose 

sont éliminés sans modification via les urines. Les 95% restants étant métabolisés via deux 

classes d’enzymes hépatiques : les enzymes de phase I et de phase II, ces aspects seront 

détaillés dans le paragraphe 3.p57. 

1. PRESCRIPTION ET RECOMMENDATIONS

a. PRESCRIPTION
Le paracétamol est utilisé pour traiter des douleurs variées telles que le mal de tête, les 

douleurs musculaires, ainsi que des douleurs chroniques comme les lombalgies et l’arthrite 

(Airaksinen et al., 2006 ; http://www.drugs.com/acetaminophen.html,2014). A dose 

thérapeutique, il est considéré comme sûr et il s’agit du médicament recommandé en première 

intention comme traitement des douleurs chroniques, en particulier chez les personnes âgées. 

Il est également utilisé pour le soulagement de diverses douleurs post-opératives (Klotz, 2012; 

Abdulla et al., 2013). 
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b. POSOLOGIE
Le paracétamol est un médicament en vente libre sans ordonnance dans les 

pharmacies. La dose orale chez l’adulte pour le traitement de la douleur et/ou fièvre est de 650 

- 1 000 mg toutes les 4h, l’effet analgésique n’étant pas augmenté pour des prises supérieures 

à 1 000 mg (Skoglund et al., 1991). La dose maximale à ne pas dépasser étant de 4g /24h chez 

l’adulte sans insuffisance hépatique ou rénale ni alcoolisme. 

c. CONTROVERSE	SUR	LA	DOSE	MAXIMALE	AUTORISEE
Le paracétamol est depuis longtemps, et encore aujourd’hui, reconnu comme étant 

l’antipyrétique et analgésique présentant le meilleur rapport bénéfice/risque sur le marché 

(Bertolini et al., 2006; Klotz, 2012). Cependant, de plus en plus de travaux remettent en 

question l’innocuité du paracétamol, en particulier lorsqu’il est utilisé en chronique à la dose 

maximale de 4g /24h (Zarowitz, 2012; Moore et al., 2013; Richette, 2014). La pertinence de 

ces observations reste encore à démontrer de façon certaine car elles reposent souvent sur des 

études de cas. La plus part des revues de synthèse récentes insistent néanmoins sur la sécurité 

du paracétamol à la dose de 4g /24h (Bertolini et al., 2006; Klotz, 2012). Malgré tout, une 

revue très récente insiste sur le risque potentiel d’effets secondaires lorsque le paracétamol est 

pris à la dose maximale et (Brooks & Day, 1991) sur une longue période (Benista & Nowak, 

2014). La Food and Drug Administration (FDA) n’a pour le moment pas modifié les 

recommandations thérapeutiques concernant la dose maximale de paracétamol autorisée par 

jour. En revanche, elle a diminué les doses autorisées dans les médicaments où le paracétamol 

est présent en combinaison avec un autre principe actif afin de diminuer le risque d’overdose 

accidentelle. En effet, les patients sont souvent peu conscients que ces médicaments 

contiennent du paracétamol, le plus grand risque concernant l’usage du paracétamol repose 

sur des overdoses accidentelles dues à cette méconnaissance. 

En résumé, les données actuelles s�accordent pour dire que sans contre-indications 

(insuffisance hépatique ou rénale, alcoolisme�) la prise occasionnelle d�au maximum 1g de 

paracétamol toutes les 4 à 6h, sans dépasser 4 prises par jour, est sans conséquence pour la 

santé. En revanche, la question est aujourd�hui moins claire pour ce qui est de la prise 

chronique à la dose maximale et entre autres pour des populations fragilisées, ce qui pourrait 

donc concerner les personnes âgées. 



Figure 37 : Synthèse des prostaglandines depuis l�acide arachidonique. 

La Prostaglandine H2 synthétase (PGHS) est l�enzyme responsable du métabolisme de l�acide 
arachidonique en PGH2.  Cette action est permise par les deux sites catalytiques de l�enzyme : une 
activité cyclooxygénase (COX) et une activité peroxidase (POX). 

NSAIDs: anti-inflammatoires non-stéroïdiens; PGH2: Prostaglandine H2 ; PGE2: Prostaglandine E2;  
PGF2α : Prostaglandine F2α; PGI2: Prostaglandine I2; PGG2 Prostaglandine G2; TXA2: Thromboxane 
A2 

D�après: Anderson, 2008  
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2. MÉCANISMES D’ACTION DU PARACÉTAMOL

Bien que le paracétamol ait été découvert il y a plus de 100 ans, commercialisé depuis 

plus de 60 ans, son mécanisme d’action n’est toujours pas clairement élucidé et est encore 

aujourd’hui très controversé. Beaucoup de travaux ont été menés dans le sens d’un 

mécanisme d’action commun entre le paracétamol et les anti-inflammatoires non stéroïdiens 

(AINS). Le mécanisme d’action des AINS passe par l’inhibition de l’activité endoperoxyde 

synthétase des prostaglandines (PG) ou des cyclooxygénases (COX) (Brooks & Day, 1991). 

Cependant, le paracétamol ne possède pas d’activité anti-inflammatoire reconnue, 

contrairement aux AINS, mais supprime lui aussi la production des PG (pour revue sur ces 

mécanismes voir Bertolini et al., 2006; Anderson, 2008; Benista & Nowak, 2014). 

a. MODE	D’ACTION	DU	PARACETAMOL	:	EFFET	ANTALGIQUE
i. INHIBITIONS	DES	CYCLOOXYGENASES

Les COX sont responsables de la synthèse des PG depuis l’acide arachidonique 

(Figure 37). Il a longtemps été supposé que le paracétamol, au même titre que les AINS, 

devait ses effets antipyrétique et analgésique à son action inhibitrice sur les COX 1 et 2. Les 

nombreux travaux réalisés vont en faveur du fait que le paracétamol exerce bien un effet 

inhibiteur préférentiellement sur la COX-2. Cet effet dépendrait majoritairement du statut 

redox de la cellule et de la concentration en acide arachidonique. En effet, l’effet inhibiteur du 

paracétamol ne serait possible qu’en présence d’une faible concentration de peroxydes et 

d’acide arachidonique (pour revue voir Bertolini et al., 2006; Graham et al., 2013; Benista & 

Nowak, 2014). Le paracétamol aurait également un effet sur la COX-1, ceci étant démontré 

chez la souris KO pour la COX-1. Cet effet serait, au même titre que pour la COX-2, 

dépendant du niveau de peroxydes (Graham et al., 2013). Cependant l’effet secondaire majeur 

des AINS est leur toxicité au niveau gastro-intestinale due à leur action sur la COX-1. Les 

inhibiteurs spécifiques de la COX-2 ne présentent pas ces effets et le paracétamol ne 

présentant pas non plus de toxicité gastro-intestinale, il s’agit de l’argument majeur remettant 

en doute son action sur la COX-1. D’autres auteurs ont émis l’hypothèse que le paracétamol 

n’aurait pas d’affinité pour le site actif des COX mais exercerait son action inhibitrice en 

bloquant la conversion de leur forme inactive en forme active (forme oxydée) (Ouellet & 

Percival, 2001; Lucas et al., 2005). Ceci expliquerait son manque d’efficacité dans un 

contexte pro-oxydant.  



Figure 38 : Synthèse de l�acide gras N-arachidonoylphénolamine (AM404) depuis le paracétamol 
(Acétaminophène). 

Le paracétamol est déacétylé en p-aminophénol dans le foie. Ce métabolite est ensuite conjugué 
au niveau central à l�acide arachidonique par la Fatty Acid Amine Hydrolase (FAAH), pour former 
l�acide gras N-arachidonoylphenolamine (AM404). 

Adapté de: Shaw, 2013 
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L’existence d’une COX-3 au niveau cérébral, sensible à l’inhibition par le 

paracétamol, a été démontrée chez le chien (Chandrasekharan et al., 2002). Cependant, 

l’isoforme humaine de cette COX-3 présente une séquence en acides aminés très éloignée des 

COX-1 et 2 et n’a pas d’activité COX (pour revue voir Kis et al., 2005; Anderson, 2008). Son 

implication dans l’action antalgique du paracétamol chez l’homme serait donc très peu 

probable.  

Une preuve claire de l’implication du rôle inhibiteur du paracétamol au niveau des 

COX-1 ou 2 est toujours manquante aujourd’hui, mais l’ensemble de ces travaux vont 

nettement en faveur de son implication. 

ii. VOIES	SEROTONINERGIQUES

Dans les années 1990, des travaux ont montré que l’effet anti-nociceptif du 

paracétamol passe par les voies sérotoninergiques spinales descendantes (Pini et al., 1996). 

Ces résultats ont été confirmés par des travaux montrant la perte de l’effet analgésique lors de 

la co-administration d’un antagoniste du récepteur sérotoninergique 5-HT3 (Alloui et al., 

2002; Mallet et al., 2008). Ce mécanisme d’action n’exclut pas le précédent, les PG modulent 

de nombreuses voies physiologiques et pourraient agir sur la nociception en influençant le 

système sérotoninergique descendant (Nakamura et al., 2001). 

iii. SYSTEME	DES	ENDOCANABINOÏDES

Les travaux récents de Hogestatt (2005) et Ottani et al. (2006) ont démontré 

l’importance d’un métabolite actif du paracétamol généré au niveau cérébral. En plus de son 

métabolisme de détoxification (voir paragraphe 3. p56), le paracétamol est déacétylé dans le 

foie en p-aminophénol. Ce métabolite est ensuite conjugué au niveau central à l’acide 

arachidonique par la Fatty Acid Amine Hydrolase (FAAH), pour former l’acide gras N-

arachidonoylphenolamine (AM404) (Figure 38). Ce métabolite va indirectement agir sur le 

récepteur aux canabinoïde CB1, engendrant un effet analgésique (Zygmunt et al., 2000; 

Hogestatt, 2005; Ottani et al., 2006). Ceci a été confirmé par les travaux de Mallet et al.

(2008) et de Barriere et al. (2013) qui montrent que l’inhibition de l’enzyme de conversion du 

paracétamol en AM404, supprime l’effet antalgique de même que le blocage du CB1. Ces 

données sont en accord avec les propositions précédentes. En effet, l’effet antalgique médié 

par le récepteur CB1 implique des voies spinales ascendantes inhibitrices, au même titre que 

les récepteurs sérotoninergiques. De plus, l’AM404 serait un inhibiteur des COX-1 et 2 

(Zygmunt et al., 2000; Bertolini et al., 2006). Cependant, il n’est pas prouvé à l’heure actuelle 
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que les concentrations cérébrales d’AM404 nécessaires à cette inhibition puissent être 

atteintes in-vivo.  

iv. OXYDE	D’AZOTE

Un mécanisme alternatif expliquant l’effet analgésique du paracétamol pourrait être 

l’inhibition de l’oxyde d’azote (NO). Le NO joue sur les voies nociceptives spinales 

(Björkman et al., 1994; Bujalska, 2004), cependant son rôle dans la nociception reste flou. 

b. MODE	D’ACTION	DU	PARACETAMOL	:	EFFET	ANTIPYRETIQUE
Les agents pyrogènes responsables de l’augmentation de la température interne 

agissent par augmentation des PGE2 au niveau du fluide cérébrospinal (Ivanov & 

Romanovsky, 2004). C’est cette augmentation qui est bloquée par le paracétamol, son effet 

antipyrétique serait donc comme pour l’antalgie, médié par la COX-2. En effet, il disparait 

chez des souris KO pour la COX-2 et certains inhibiteurs des COX-2 ont une action 

antipyrétique (pour revue voir Graham et al., 2013). 

Les mécanismes d�action du paracétamol ont fait l�objet de nombreux travaux mais pour 

le moment aucun consensus n�est admis. Il apparait que plusieurs voies d�action sont mises 

en jeu et que sa métabolisation en AM404 aurait un rôle important tout comme son action sur 

les COX 1 et 2. 

3. MÉTABOLISME DE DÉTOXIFICATION DU PARACÉTAMOL

Après ingestion, la molécule de paracétamol est rapidement absorbée au niveau 

intestinal par diffusion passive via des voies trans- et para-cellulaires, et est distribuée 

uniformément dans les tissus (Lu et al., 1992).  

La concentration plasmatique de paracétamol, après une dose thérapeutique, varie de 8 

à 32 µg/ml, le pic variant d’environ 20-30µg/ml (130-200 µM) après une prise de 1g 

(Bertolini et al., 2006; Graham et al., 2013). Sa demi-vie varie de 1h30 à 3h pour une dose 

unique (Hodgman & Garrard, 2012; McGill & Jaeschke, 2013), avec un pic maximal autour 

de 60-90min. Ces valeurs sont influencées par l’état nourri ou à jeun et par la dose ingérée 

(Stillings et al., 2000). Le paracétamol subit un faible métabolisme intestinal et un important 

métabolisme hépatique, suivi par une élimination rénale des métabolites formés. 



Figure 39 : Métabolisme hépatique complet du paracétamol. 

Adapté de: Bertolini et al., 2006  

Figure 40 : Structure de l�adénosine 3′-phosphate 5′-phosphosulfate (PAPS ou �sulfate activé�).  
Le sulfure entouré en jaune sera transféré sur le paracétamol lors de la sulfatation. 

Adapté de: Mulder, 1990 
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a. METABOLISME	HEPATIQUE	DE	DETOXIFICATION	

La majeure partie (~90%) de la conjugaison est assurée par les enzymes de phase II 

qui réalisent la sulfatation et la glucuronidation du paracétamol. Le reste (~10%) est 

métabolisé par les enzymes de phase I (Prescott, 1980; Forrest et al., 1982; Hodgman & 

Garrard, 2012) (Figure 39). 

i. SULFATATION

La sulfatation est importante dans la biotransformation des xénobiotiques ainsi que de 

nombreux composés endogènes et joue un rôle régulateur important. Dans le cas du 

paracétamol, la sulfatation représente 25 à 30% du métabolisme d’une dose thérapeutique. 

Elle consiste en l’ajout d’un groupement sulfure (SO3
2-) qui permet une élimination rénale 

rapide du paracétamol-sulfate formé. La sulfatation est catalysée par les sulfotransférases dont 

le co-substrat, ou donneur de sulfate, nécessaire est l’adenosine 3′-phosphate 5′-

phosphosulfate (PAPS ou « sulfate activé ») (Figure 40). Le PAPS est présent en très faible 

quantité dans les hépatocytes, bien que le foie présente la plus haute concentration de 

l’organisme (Mulder, 1990). Cependant, le PAPS peut être synthétisé très rapidement par une 

réaction en deux étapes couplées (Figure 41) (voir chapitre II paragraphe 5.b p 46). Il existe 

au minimum 13 isoformes de sulfotransférases chez l’homme, divisées en 4 familles (Lindsay 

et al., 2008). Les isoformes responsables de la sulfatation du paracétamol seraient les 

sulfatases SULT1A1, 1A3/4 et 1E1 (Reiter & Weinshilboum, 1982; Adjei et al., 2008; 

McGill & Jaeschke, 2013). Cependant seules les SULT1A1 et 1E1 sont retrouvées dans le 

foie chez l’adulte, la 1A3/4 semble spécifique du foie fœtal (Lindsay et al., 2008).  

Au niveau hépatique, la sulfatation est une réaction de forte affinité et faible capacité 

qui sera donc très réactive, mais rapidement saturée et limitée (Mulder, 1990). Chez le rat, 

dans le cas du paracétamol, la sulfatation est saturée dès 1 mmol/kg soit environ 151 mg/ kg 

de paracétamol (Klaassen & Boles, 1997). Les raisons de cette limitation sont espèce 

dépendantes, chez la souris c’est l’enzyme de synthèse du cofacteur qui est limitante, chez 

l’homme et le rat c’est le sulfate inorganique qui est limitant (Liu & Klaassen, 1996).  

ii. GLUCURONIDATION

La glucuronidation est une voie métabolique majeure pour un grand nombre de 

médicaments et autres molécules chimiques. Elle permet l’élimination de xénobiotiques et 

autres composés endogènes (Miners & Mackenzie, 1991). C’est la voie majoritaire du 

métabolisme du paracétamol puisqu’elle compte pour 50 à 70% du métabolisme à dose 



Figure 41 : Réaction de synthèse de l�adénosine 3′-phosphate 5′-phosphosulfate (PAPS ou 
�sulfate activé�) et de sulfatation du paracétamol. 

La synthèse du PAPS est une réaction couplée en deux étapes nécessitant deux molécules d�ATP. 
La sulfotransférase permet d�adduire le groupement sulfate uniquement à la molécule de 
paracétamol. 1) ATP sulfurylase ; 2) APS kinase 

D�après: Klaassen & Boles, 1997 

Figure 42 : Structure de l�acide UDP-glucuronique (UDPGA).  

L�acide glucuronique entouré en rouge est le groupement qui sera transféré sur le paracétamol 
lors de la sulfatation. 

Adapté de: Mulder, 1990. 
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thérapeutique. Cette réaction est catalysée par la superfamille des UDP-

glucurunosyltransferases (UGT). Ces enzymes utilisent comme co-facteur l’acide UDP-

glucuronique (UDPGA) (Miners & Mackenzie, 1991) afin de transférer l’acide glucuronique 

(Figure 42) sur le substrat. L’UDPGA est hautement soluble et rend ainsi les composés plus 

solubles et leur élimination rapide dans les urines. Dix-neuf enzymes, présentant des 

spécificités de substrat différentes, ont été caractérisées chez l’homme. Elles ont été classées 

en 3 sous familles (1A, 2A et 2B), basées sur leurs séquences en acides aminés (Mackenzie et 

al., 2005; Kaivosaari et al., 2011). Les UGT 1A1, 1A6, 1A9 et 2B15 seraient les enzymes 

responsables de la détoxification du paracétamol via la voie glucuronide (Mutlib et al., 2006; 

Miners et al., 2011; McGill & Jaeschke, 2013). De plus, il s’agit de 4 des 11 isoformes les 

plus exprimées dans le foie (Nakamura et al., 2008 ; pour revue voir Kaivosaari et al., 2011).  

L’UGT1A6 est très conservée entre les espèces, dont l’homme et le rat (Mackenzie et 

al., 2005), et les 1A1 et 1A6 et 1A9 joueraient le plus grand rôle. La glucuronidation, à 

l’inverse de la sulfatation, est une réaction de faible affinité et forte capacité. Ainsi, à faible 

dose la sulfatation est dominante, alors qu’à haute dose, la glucuronidation est majoritaire. Ce 

basculement est dû à deux phénomènes : la déplétion du PAPS et du sulfate inorganique, 

précurseurs indispensables à la sulfatation, ainsi qu’à la différence de Km sulfatation-

glucuronidation (Mulder, 1990). Lorsque la sulfatation est saturée, ce sont à la fois les voies 

de glucuronidation et du cytochrome P450 qui vont prendre le relais, et augmenter 

proportionnellement avec l’augmentation de la dose.  

iii. METABOLISME VIA	LE	CYTOCHROME	P450	

Les cytochromes P450 (CYP) sont issus d’une famille multigénique et sont 

responsables d’environ 75% du métabolisme hépatique de phase I. Cette métabolisation 

concerne un large panel de produits chimiques et constituants alimentaires, ainsi que de 

composés endogènes. Les CYP sont divisés en trois groupes majeurs : les CYP1-3 

responsables d’environ 80% du métabolisme des médicaments via la phase I, les CYP4 qui 

ont un rôle principalement dans le métabolisme des acides gras et les CYP5-51 qui 

interviennent principalement pour les substances endogènes (Ingelman-Sundberg, 2004). 

Dans le cas du paracétamol, c’est principalement le CYP2E1 qui va l’oxyder, ainsi que 

minoritairement les CYP1A2, 3A4 et 2A6 (Bertolini et al., 2006; McGill & Jaeschke, 2013). 

Cette voie métabolique conduit à la formation d’un intermédiaire hautement réactif : le N-

acetyl-p-benzoquinoneimine (NAPQI) (Corcoran et al., 1980). Cet intermédiaire toxique est 

rapidement conjugué à la cystéine du glutathion (GSH), pour partie spontanément et pour 



Figure 43 : Voie de détoxification du paracétamol conduisant à la formation du N-acétyl-p-
benzoquinoneimine (NAPQI) puis d�acide mercapturique. 

D�après: Hodgman & Garrard, 2012 
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partie enzymatiquement, par le biais des Glutathione-S-Transférases (GST) (Coles et al., 

1988; Sheweita, 2000). Il est ainsi converti en conjugués cystéine et mercapturates non 

toxiques, par la suite éliminés dans les urines (Figure 43). Il existe plusieurs GST, dans le cas 

du paracétamol la GST-Pi serait la forme majoritairement impliquée (Coles et al., 1988). 

Cette gluthationylation est une réaction dite de phase II, mais dans le cas du paracétamol elle 

ne se produit qu’après formation du NAPQI, donc après une réaction de phase I.  

La voie des CYP450 représente une part minoritaire du métabolisme du paracétamol, à 

dose thérapeutique elle représente environ 5 à 10% de la dose administrée. Plus la dose 

augmente, plus la part conduisant au NAPQI augmente en proportion. Lorsque le NAPQI 

outre passe les défenses en GSH, c’est-à-dire lorsque le pool de GSH est diminué de 70% et 

plus, le NAPQI en excès se lie aux protéines cellulaires et génère une cascade d’évènements 

conduisant à l’hépatotoxicité (voir paragraphe 4 p60). 

b. REGULATION	DU	METABOLISME	HEPATIQUE	DE	DETOXIFICATION
i. SULFATATION

Comme abordé précédemment, la sulfatation est rapidement saturable ceci étant dû à 

la faible quantité de PAPS présent dans les hépatocytes. Chez l’homme et le rat, la sulfatation 

va donc dépendre de la biodisponibilité en PAPS (Kim et al., 1992; Liu & Klaassen, 1996). 

En effet, le pool hépatique de PAPS peut être consommé à la vitesse de 60%/min (Hjelle & 

Klaassen, 1984). C’est la concentration de sulfate inorganique qui détermine la synthèse du 

PAPS, sans sulfate inorganique la sulfatation est presque totalement supprimée. En effet, 

lorsque le sulfate contenu dans le sérum est déplété, une perfusion de sulfate inorganique 

permet de restaurer rapidement le taux de sulfatation (Galinsky & Levy, 1981). In vitro

comme in vivo, les précurseurs du sulfate inorganique sont les acides aminés soufrés (AAS), 

cystéine (Cys) et méthionine (Met), via leur sulfoxydation (Glazenburg et al., 1984; Klaassen 

& Boles, 1997). Ainsi, la sulfatation du paracétamol requière un apport en sulfate (Kim et al., 

1995) qui sera fourni majoritairement par le métabolisme des AAS (Stipanuk, 1986; Saito et 

al., 2010). Le maintien de la sulfatation nécessite donc un apport constant en AAS (voir 

chapitre II paragraphe 5b. p45). 

ii. GLUCURONIDATION

L’UDPGA est un composé stable formé en 2 étapes depuis le glucose-1-phosphate. La 

première étape conduit à la formation de l’UDP-glucose qui est ensuite oxydé en UDPGA. La 

glucuronidation peut être modifiée par divers facteurs tels que l’âge, le tabagisme, certaines 



Figure 44 : Les différents transporteurs des conjugués du paracétamol. 

Les transporteurs Mrp3 & 4 de la membrane baso-latérale sont impliqués dans l�excrétion vers le 
sang alors que Mrp2 et Bcrp de la membrane canaliculaire sont impliqués dans l�excrétion 
biliaire. Les facteurs de transcription et récepteurs nucléaires potentiellement impliqués dans 
leur expression paracétamol-dépendante sont indiqués avec un « ? ». 

Bcrp :Breast cancer resistance protein ; CAR: androxane receptor; FXR: farnesoid X receptor; 
LXR: liver X receptor; Mrp : Multidrug resistance associated protein; PPARα: peroxisome 
proliferator-activated receptor alpha; PXR: pregnane X receptor; RXRα: retinoid receptor alpha 

D�après: McGill & Jaeschke, 2013 
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maladies ou encore l’alimentation (Miners & Mackenzie, 1991). Le jeûne va lui aussi affecter 

la glucuronidation, dans cette situation un traitement au paracétamol peut provoquer une 

baisse de cette voie métabolique d’environ 40% (Price et al., 1987).  

Cette diminution conduit à une augmentation de la proportion détoxifiée par les 

CYP450. Un apport en glucose ou en substrats néoglucogéniques ne permet pas de restaurer 

le taux de glucuronidation. Ceci suggère que l’effet du jeûne serait dû à un effet au niveau de 

la synthèse de l’UDPGA lui-même et non au manque de glucose (Price & Jollow, 1989). La 

baisse de la glucuronidation, associée à la baisse du GSH hépatique liée au jeûne, concourent 

à une augmentation de la toxicité (Price & Jollow, 1988; Miners & Mackenzie, 1991). 

Cependant en état nourri et à dose thérapeutique, la voie glucuronide n’est pas saturée. Les 

travaux de Hjelle & Klaassen ont montré que le pool d’UDPGA serait consommé à la vitesse 

de 45-50%/min pour des doses 3 à 4 fois supérieures à celles de la saturation de la sulfatation 

et qui correspondent à des doses au-delà du seuil de toxicité (Hjelle & Klaassen, 1984). 

c. METABOLISME	DE	DETOXIFICATION	EXTRA-HEPATIQUE
Le paracétamol est très largement métabolisé par voie hépatique comme décrit 

précédemment cependant une très faible partie est métabolisée au niveau intestinal (6%, 

(Goon & Klaassen, 1990). Contrairement au métabolisme hépatique, c’est la glucuronidation 

qui est prédominante et sera rapidement saturée avec l’augmentation de la dose, avec par 

conséquent, une augmentation proportionnelle de la sulfatation (Goon & Klaassen, 1990).  

Seules certaines isoformes des UGTs sont fortement exprimées dans l’intestin, dont 

l’UGT2B15 (Ohno & Nakajin, 2009), ceci expliquant la possible glucuronidation du 

paracétamol ici. L’intestin est dépourvu des enzymes de phase I et peut donc uniquement 

glucuronider et sulfater.  

d. TRANSPORT	ET	ELIMINATION	RENALE
Le paracétamol peut diffuser seul au niveau périphérique, en revanche, ses métabolites 

requièrent des transporteurs transmembranaires. Chaque type de métabolite requiert un type 

de transporteur particulier, qui est induit par l’administration de paracétamol (Figure 44). Ces 

transporteurs permettent l’excrétion des différents métabolites dans le sang et la bile (McGill 

& Jaeschke, 2013). Les conjugués glucuronide et sulfate sont ensuite éliminés dans les urines. 

En revanche, le paracetamol-GSH est excrété dans la bile et dans le sang où il est dégradé 

dans d’autres organes dont les reins (Fischer et al., 1985; Newton et al., 1986). Le 
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paracétamol-GSH excrété dans la bile est réabsorbé au niveau intestinal et dégradé en 

mercapturate et paracétamol-cystéine qui sont éliminés dans les urines (Wong et al., 1981). 

Ainsi, après conjugaison et transport, les différents métabolites ainsi que le paracétamol non 

modifié vont être présents dans la circulation puis captés par les reins et totalement éliminés 

par voie urinaire. 

Le métabolisme de détoxification du paracétamol à dose thérapeutique est donc très 

largement effectué au niveau hépatique. Il conduit majoritairement à la formation de 

paracétamol-glucuronide ainsi que de paracétamol-sulfate. Dans une faible proportion, il 

passe par la formation de NAPQI, rendu inoffensif par conjugaison au GSH. Ainsi, à dose 

thérapeutique l�élimination du paracétamol se fait par utilisation de l�UDP-glucose, du 

sulfate et du GSH présents au niveau hépatique. 

4. TOXICITÉ & AUTRES EFFETS DU PARACÉTAMOL

a. DOSE	TOXIQUE
A partir de 7,5g chez l’adulte la dose est considérée comme toxique (Rumack et al., 

1981; Prescott, 1983; Bertolini et al., 2006; James et al., 2009; Hodgman & Garrard, 2012). A 

cette dose est associé un risque d’insuffisance et de lésions hépatiques, mais à priori le risque 

de conséquences sévères est faible en dessous de 10g. En cas d’overdose et sans prise en 

charge médicale, l’insuffisance hépatique conduit à une insuffisance d’organes généralisée 

conduisant au décès. 

b. MECANISMES	DE	LA	TOXICITE

i. TOXICITE	HEPATIQUE

Les mécanismes conduisant à la toxicité hépatique sont connus aujourd’hui et reposent 

sur la formation, via réaction de phase I, du métabolite toxique NAPQI. Le NAPQI est un 

composé hautement réactif pouvant se lier aux résidus cystéine des protéines (Hoffmann et 

al., 1985). Après une overdose, le GSH hépatique est déplété par plusieurs mécanismes. Le 

taux et la quantité de NAPQI produit provoquent une perte nette de GSH qui, une fois 

conjugué, est éliminé et donc perdu. De même, la sulfatation va fortement dépléter le pool de 

PAPS, conduisant là aussi à une perte nette de sulfate, et donc indirectement de Cys, par voie 

urinaire. Ainsi, la Cys est mobilisée pour la synthèse à la fois du GSH et du PAPS. Cependant 



Figure 45 : Mécanismes conduisant à l�hépatotoxicité liée au paracétamol. 

AIF : Apoptosis-Inducing Factor ; ASK1 : Apoptosis Signal-regulating Kinase 1 ; EndoG: 
Endonuclease G; JNK : c-Jun N-terminal Kinase ; MLK3 : Mixed Lineage Kinase 3 ; MPT : 
mitochondrial membrane permeability transition ; ROS : Reactive Oxygen Species 

Une dose toxique de paracétamol conduit à la formation d�adduits protéiques générant la perte 
du potentiel de membrane mitochondrial (MPT). Le stress oxydant serait le facteur déclenchant 
de cette MPT, de même il rend actifs ASK1 et MLK3. Ces deux kinases vont permettre la 
phosphorylation de JNK, la rendant ainsi active. JNK va alors entrer dans la mitochondrie et 
amplifier le stress oxydant. La translocation de Bax concomitante à la MPT conduit à la libération 
des facteurs apoptotiques (AIF et EndoG) responsables de la fragmentation de l�ADN. 

Adapté de: McGill, 2013 

Cys 
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la déplétion du GSH va bloquer en partie la synthèse du sulfate dont une part nécessite le 

GSH (voir chapitre II paragraphe 5.b p45). Ainsi, le manque de GSH bloque cette synthèse 

au thiosulfate, la Cys utilisée ne pourra ni donner le sulfate ni le GSH. Le pool de Cys est 

donc diminué et la part restante est mobilisée pour compenser les pertes de GSH. Cependant 

ceci sera insuffisant pour compenser les pertes. L’ensemble de ces mécanismes conduisent à 

la déplétion du GSH cellulaire. A partir d’environ 70% de déplétion, les défenses anti-

oxydantes sont insuffisantes. Le NAPQI génère alors des dommages cellulaires conduisant à 

une insuffisance hépatique par lyse des cellules pouvant être fatale (Jaeschke et al., 2012).  

Les mécanismes fins de la toxicité cellulaire du paracétamol reposent sur deux 

évènements clefs : la formation d’adduits protéiques et l’apparition de dommages 

mitochondriaux. Lorsque le GSH est insuffisant, le NAPQI se lie aux protéines, en particulier 

les protéines mitochondriales. Il génère ainsi la production d’espèces réactives de l’oxygène 

(EROs). Par une cascade réactionnelle ces EROs activent la voie des Mitogen-Activated 

Protein Kinase (MAPK) et conduisent à la lyse des mitochondries. Les protéines 

mitochondriales sont relarguées et les endonucléases transloquées au niveau nucléaire, 

conduisent à la fragmentation de l’ADN. L’ensemble de cette cascade conduit à la nécrose des 

hépatocytes et à l’hépatotoxicité (Figure 45 pour revue voir McGill & Jaeschke, 2013).  

ii. TOXICITE	RENALE

Le deuxième organe le plus touché par la toxicité liée au paracétamol est le rein. En 

effet, des dysfonctions rénales sont observées dans 25% des cas de toxicité hépatique et 50% 

des cas d’insuffisance hépatique. Ces effets toxiques seraient liés à une formation locale de 

NAPQI, ce métabolite étant très réactif, il n’est en effet pas transporté tel quel depuis le foie 

puisqu’il s’adduit très rapidement aux protéines environnantes (voir section suivante). Le 

NAPQI serait bien formé in-situ au niveau rénal (Breen et al., 1982; Bertolini et al., 2006) 

lors de surdoage de paracétamol, alors que physiologiquement, les reins ne participent pas au 

métabolisme du paracétamol. Ceci est confirmé par la présence de certaines CYP, en 

particulier la CYP2E1 au niveau rénal (Nishimura et al., 2003; Renaud et al., 2011). Deux 

études de cas ont montré une association entre la prise chronique de paracétamol et le risque 

de survenue d’insuffisance rénale (Perneger et al., 1994; Fored et al., 2001). Ce sont les 

seules études qui montrent un effet d’un traitement chronique au paracétamol sur les reins. 

Cependant, les auteurs reconnaissent un possible biais induit par des prédispositions dans la 

population étudiée, étant donné qu’il s’agit d’études sur des populations présentant des 

pathologies rénales. Une étude d’Evans et al. (2009) montre l’absence d’aggravation de la 
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fonction rénale avec le paracétamol chez des patients atteints de maladie rénale. Il est 

cependant reconnu que le paracétamol présente une éventuelle toxicité rénale, moindre que les 

autres antalgiques de type Anti-Inflammatoire Non Stéroïdien (AINS) (Graham et al., 2013). 

c. MARQUEURS	DE	TOXICITE

i. TRANSAMINASES

Les marqueurs de toxicité hépatique les plus couramment utilisés sont les 

transaminases hépatiques : aspartate aminotransférase (AST) et alanine aminotransférase 

(ALT). Ces enzymes se trouvent dans le cytosol des hépatocytes et sont libérées dans la 

circulation sanguine lors de la lyse des cellules hépatiques induite par la toxicité. L’élévation 

de ces enzymes est un marqueur de toxicité hépatique, quelle qu’en soit la source (Giannini, 

2005). Toutefois des élévations asymptomatiques sont possibles et la toxicité n’est considérée 

que lorsque le seuil de trois fois la valeur contrôle est atteint (Temple, 2006). 

ii. ADDUITS	PROTEIQUES

Il existe un marqueur spécifique de la toxicité induite par le paracétamol : les adduits 

protéiques. Ils sont formés par la liaison du NAPQI aux groupements cystéine des protéines 

hépatiques, sous forme d’adduits 3-(cystein-S-yl)-APAP (Streeter et al., 1984; Hoffmann et 

al., 1985). Les premiers travaux ont montré qu’une déplétion d’environ 70% du GSH 

hépatique était nécessaire pour que les adduits se forment, donc uniquement à dose toxique 

(Mitchell et al., 1973). Ces adduits ont été découverts dans le foie (Roberts et al., 1987), puis 

Pumford et al. (1990) les ont mesurés au niveau plasmatique après hépatotoxicité. Leur 

élévation étant très bien corrélée à celle des transaminases (Muldrew et al., 2002), il a 

longtemps été considéré qu’ils n’étaient libérés dans la circulation que lors de la nécrose des 

hépatocytes, comme les transaminases.  

Les adduits ont alors été proposés comme des marqueurs d’une overdose au 

paracétamol (Davern et al., 2006). La demi-vie des adduits au niveau plasmatique est de 

l’ordre de 1 à 2 jours après une overdose (James et al., 2009), ce qui permet de les doser bien 

après élimination du paracétamol. Cependant, des travaux récents utilisant des techniques plus 

sensibles, ont montré que des concentrations faibles de ces adduits pouvaient être détectées 

chez l’homme dans le plasma, suite à des doses thérapeutiques de paracétamol, sans élévation 

des transaminases (Heard et al., 2011). Des travaux sur culture de cellules humaines ont 

montré une production d’adduits avant déplétion du GSH (McGill et al., 2011). Les adduits 



Figure 46 : Rôle de la N-acétylcystéine dans la prévention de l�hépatotoxicité due à une overdose 
de paracétamol. 

En cas d�overdose au paracétamol, le GSH est déplété, si l�ampleur de la déplétion dépasse ~70%, 
une cascade réactionnelle conduisant à la mort cellulaire par nécrose se met en place. La N-
Acétylcystéine permet de prévenir les adduits et la mort cellulaire en augmentant la 
biodisponibilté de la cystéine pour la synthèse du GSH et du sulfate pour la sulfatation. 

Adapté de: Heard, 2008 
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seraient formés et libérés à des doses thérapeutiques, donc en absence de nécrose, ceci sous-

entend qu’il s’agirait d’adduits formés sur des protéines exportées par le foie.  

Des travaux récents de McGill et al. (2013) ont comparé la production d’adduits en 

culture cellulaire, dans les cellules et dans le milieu, en présence ou absence de sérum dans le 

milieu. Les résultats montrent qu’en l’absence de sérum, la quantité d’adduits dans le milieu 

de culture est inférieure à celle en présence de sérum. En revanche, dans les cellules, la 

quantité d’adduits est diminuée en présence de sérum. La présence d’adduits dans le milieu en 

l’absence de sérum montre une sécrétion des adduits. La baisse de la quantité intracellulaire 

d’adduits associée à une augmentation extracellulaire en présence de sérum, sous-entend une 

possible diffusion du NAPQI qui se lierait directement aux protéines circulantes (McGill et 

al., 2013). Ces deux hypothèses seraient en accord avec des données ayant montré la présence 

d’adduits sur les érythrocytes (Axworthy et al., 1988) et sur l’albumine (Switzar et al., 2013). 

Ainsi, afin d’utiliser les adduits comme marqueur de toxicité, il est nécessaire de 

prendre en compte l’élévation associée des transaminases et d’établir une courbe dose-réponse 

ainsi qu’un seuil de toxicité. James et al. (2009) ont proposé un seuil d’adduits ≥ 1,1 nmol/ml 

sérum combiné à un taux d’AST ≥ 1000 U/L. Les travaux de Heard et McGill confirment 

cette proposition (Heard et al., 2011; McGill et al., 2013; McGill & Jaeschke, 2013). 

d. ANTIDOTE
En cas d’intoxication au paracétamol, l’antidote reconnu et utilisé depuis longtemps 

est la N-Acétylcystéine (NAC). La NAC permet de réduire la toxicité hépatique liée au 

NAPQI grâce à sa capacité à servir de précurseur du GSH et ainsi à restaurer et maintenir le 

pool de GSH hépatique (Lauterburg et al., 1983; Hodgman & Garrard, 2012) ainsi qu’à  

augmenter la sulfatation (Slattery et al., 1987; Hodgman & Garrard, 2012; pour revue voir 

Bertolini et al., 2006). L’action de la NAC est due à sa fourniture rapide de Cys pour le foie 

(Figure 46). Une étude réalisée chez l’homme a montré que, donnée lors d’un traitement à 

dose thérapeutique (3g), la NAC permet d’augmenter la sulfatation ainsi que la 

glutathionylation (Slattery et al., 1987). Ceci sous-entend une déplétion, déjà en place à cette 

dose, des pools de GSH et PAPS hépatiques. Des réserves sont cependant à émettre 

concernant ces résultats. En effet, les 3g sont donnés en une seule prise après un jeûne de 12h, 

ce qui est relativement éloigné de la prise thérapeutique consistant à ne pas dépasser 1g toutes 

les 4h, de préférence près d’un repas. L’effet du jeûne est connu pour augmenter la toxicité du 

paracétamol. De nombreuses supplémentations, autres que la NAC ont été testées, dont la 

plupart à base de dérivés de cystéine, mais aucune ne s’est révélée plus efficace que la NAC. 
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e. EFFET	ANTI-INFLAMMATOIRE	DU	PARACETAMOL
Le paracétamol est reconnu comme n’ayant pas d’effets anti-inflammatoire, ceci étant 

entre autres démontré dans le cas de l’arthrite rhumatoïde (Boardman & Hart, 1967; Ring et 

al., 1974). Cependant, des travaux suggèrent que le paracétamol pourrait avoir un effet sur 

l’inflammation à bas bruit, via son action inhibitrice sur la synthèse des prostaglandines (pour 

revue voir Graham et al., 2013). Cette action serait médiée par la voie des COX et ne serait 

possible qu’en présence d’un faible niveau d’acide arachidonique et/ou de peroxydes (voir 

paragraphe 2.a.i p55). Il est à noter que Merryl & Goldberg ont publié des travaux sur les 

propriétés anti-oxydantes et cardio-protectrices du paracétamol, suite à l’ischémie cardiaque 

induite sur organe isolé (Merrill & Goldberg, 2001). Cependant, les concentrations de 

paracétamol utilisées sont de 50 µg/ml plasmatique, ce qui est bien supérieur à la valeur 

observée après la prise d’une dose thérapeutique (1g) qui est de l’ordre de 20µg/ml (voir 

paragraphe 3. p57). 

Ainsi, les éventuels effets anti-inflammatoires observés ne sont pas transposables en 

thérapeutique car l’utilisation d’une dose supra-thérapeutique risque de générer un stress 

oxydant au niveau hépatique qui annulera et/ou outrepassera les bénéfices cardiaques. De 

plus, le paracétamol ayant un métabolisme central et hépatique ainsi qu’une action centrale et 

périphérique, tous ces aspects ne sont pas pris en compte dans ce modèle, il est donc difficile 

de conclure sur la relevance biologique de ces travaux. 

5. PARACETAMOL & VIEILLISSEMENT

Le paracétamol est reconnu comme étant sûr à tous les stades de la vie et est prescrit 

aussi bien chez les enfants, que les adultes et les personnes âgées. La population cible du 

travail de cette thèse étant la personne âgée, le choix a donc été fait de développer 

principalement les particularités et les travaux portants sur cette population. 

Le traitement des douleurs chroniques chez la personne âgée est de première 

importance. En effet, leur non prise en charge peut avoir des répercussions en termes de santé 

et bien-être avec un risque accru de dépression, une activité physique et un sommeil altérés, 

une augmentation des chutes et de la malnutrition et donc une qualité de vie diminuée (Perrot, 

2006; Ayres et al., 2012). 

a. PREVALENCE	&	CHRONICITE	DES	DOULEURS
Les personnes âgées, institutionnalisées ou non, sont une classe de population 

présentant une forte prévalence de douleurs, dont des douleurs chroniques. En regroupant les 



Tableau 4 : Prévalence des douleurs chroniques chez les personnes âgées (France, Europe, USA)  

Extrait de: Abdulla et al., 2013 
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données de différents pays, la prévalence de la douleur serait de 25-40% chez les personnes 

âgées à domicile, et 28-93% chez celles institutionnalisées (Tableau 4, Abdulla et al., 2013). 

Des études réalisées aux Etats-Unis ont montré qu’au moins 50% des personnes âgées vivant 

à domicile connaissent des douleurs chroniques, définies par des douleurs quasi quotidiennes 

durant au moins 3 mois consécutifs (Cavalieri, 2005; Ferrell et al., 2009). Chez les personnes 

institutionnalisées, cette prévalence est accrue s’élevant à 49-84% en moyenne (Won et al., 

2004; Cavalieri, 2005; Maxwell et al., 2008). Malgré l’importance de cette prévalence, la 

douleur chronique resterait encore sous-évaluée et sous traitée (Ayres et al., 2012).  

Les zones corporelles les plus associées aux douleurs dans cette population sont le dos, 

les jambes et les genoux (Abdulla et al., 2013). Ceci s’explique par le fait que l’une des 

causes les plus communes de douleurs chroniques, chez les personnes âgées, est l’arthrite dont 

la prévalence est de 35 à 57% chez les plus de 65 ans (Lawrence et al., 1998; Helmick et al., 

2008) ainsi que les lombalgies qui lui sont associées présentant une prévalence de 49% dans 

cette même population ((Lawrence et al., 1998; Leveille et al., 2002). Cependant, malgré une 

dégradation des qualités de l’os et du muscle avec l’avancée en âge, les fibres nerveuses 

sensitives qui les innervent sont très bien préservées. Les personnes âgées ont donc une même 

transduction de la douleur que les adultes (Jimenez-Andrade et al., 2012) et leurs douleurs 

chroniques sont dues aux altérations musculo-squelettiques et non à une hypersensibilisation. 

Les douleurs musculo-squelettiques contribuent à la perte de mobilité, l’altération du statut 

fonctionnel et de la qualité de vie globale et ainsi à l’augmentation de la mortalité et de la 

morbidité (Woolf & Pfleger, 2003; Brooks, 2006). 

b. RECOMMANDATIONS	POUR	LA	PRISE	EN	CHARGE	DE	LA	DOULEUR
i. RECOMMANDATIONS

Les douleurs musculo-squelettiques chroniques des personnes âgées sont 

majoritairement de type légères à modérées. La première recommandation pour leur prise en 

charge est la médication. Parmi les différents types de médication, le paracétamol est 

l’antalgique recommandé en première intention chez les personnes âgées (Bertin et al., 2004; 

Cavalieri, 2005; Perrot, 2006; Fine, 2012). Ces recommandations sont données par les grands 

organismes référents tels que l’OMS, la FDA ou encore l’American Geriatrics Society (Ferrell 

et al., 2009; Fine, 2012), l’OsteoArthrisis Research Society International (Zhang et al., 2008), 

l’EUropean League Against Rheumatism (Jordan et al., 2003; Zhang et al., 2005), et le 

National Institute for Health and Clinical Excellence (NICE, 2014) (pour revue voir Abdulla 

et al., 2013). 



Paracétamol & masse musculaire 

67

Etant donné la forte prévalence de ces types de douleurs chroniques chez les personnes 

âgées, le nombre d’individu prenant quotidiennement du paracétamol représente une part non 

négligeable de cette population. 

ii. PREVALENCE	DES	TRAITEMENTS AU PARACETAMOL

Diverses études montrent que le paracétamol est bien l’analgésique le plus 

prescrit/consommé par les personnes âgées aussi bien à domicile, qu’institutionnalisées (Won 

et al., 2004). En institut, il représente à lui seul 37-39% des analgésiques consommés (Won et 

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

iii. ETUDES	SUR	LES	CONSEQUENCES	DU	PARACETAMOL	CHEZ	LE	SUJET	AGE

Peu d’études ont été réalisées sur l’administration chronique de paracétamol chez 

l’homme. La plupart des études réalisées portent sur le suivi de l’absence d’hépato ou nephro-

toxicité ou l’efficacité de l’effet analgésique (pour exemples Temple et al., 2006; Altman et 

al., 2007) et ne prennent pas en considération l’aspect besoin nutritionnel et/ou maintien de la 

masse musculaire.  

Une étude a été réalisée au laboratoire portant sur la prise de 1g de paracétamol trois 

fois par jour pendant 14j consécutifs chez des personnes âgées à domicile (Pujos-Guillot et 

al., 2012). Cette étude a montré une augmentation de la consommation de protéines, donc de 

l’apport en AAS, à la fin des 14j, laissant supposer une augmentation du besoin en AAS chez 

les personnes traitées chroniquement au paracétamol. Quelques travaux chez l’animal ont 

porté sur l’effet du paracétamol sur les AAS et sur le muscle, ces points sont traités dans les 

paragraphes suivants. 

6. PARACETAMOL & MASSE MUSCULAIRE

Trappe et al. ont réalisé des travaux chez l’homme portant sur les effets de la prise 

répétée de paracétamol associée à l’exercice sur le volume et la force musculaire développés 

(Trappe et al., 2002, 2011, 2013). Les mesures ont été effectuées chez l’adulte, après une 

séance unique d’exercice, au moment de laquelle débutait la prise de 4g/j de paracétamol. Les 

résultats montrent que l’exercice induit une augmentation du taux de synthèse fractionnaire 

(FSR) musculaire, ainsi que des PG (E2 et F2α), dans les 24h post-exercice (Trappe et al., 

2002). La prise de paracétamol dès le début de l’exercice, induit une suppression de ces effets 

de l’exercice. Les auteurs ont effectué une expérience similaire chez des personnes âgées qui 

ont effectué 3 séances d’exercice par semaine pendant 12 semaines avec prise de 4 g/j de 
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paracétamol (Trappe et al., 2011). Le FSR n’a cette fois pas été mesuré, mais les résultats 

montrent une potentialisation du gain de volume musculaire induit par l’exercice, ainsi que de 

la force associée pour les muscles exercés. Ces résultats vont dans le sens d’une amélioration 

de l’effet de l’exercice au niveau volume et fonctionnalité musculaire avec la prise 

quotidienne de paracétamol. Ces résultats sont surprenants et vont à l’encontre des attentes et 

des 1ers résultats des auteurs, ainsi qu’à des travaux montrant l’effet négatif des inhibiteurs de 

la COX-2 sur l’hypertrophie musculaire (Novak et al., 2009). Une explication possible aux 

deux effets contradictoires obtenus est que lors de la 1ère expérience les sujets ont reçu 

uniquement une alimentation préparée sur place et calibrée en apports protéiques. En 

revanche, lors de la seconde étude, l’apport alimentaire n’a pas été contrôlé hormis le jour 

avant la biopsie. Or, l’étude réalisée au laboratoire a montré que le paracétamol, administré de 

façon répété chez des personnes âgées à domicile, conduisait à une augmentation spontanée 

des apports protéiques chez ces personnes (Pujos-Guillot et al., 2012).  

Il est donc possible que le même phénomène se soit produit ici, l’apport protéique 

influençant fortement le gain de masse musculaire (voir chapitre 1 paragraphe 3. p20) il est 

possible que l’effet positif de la prise de paracétamol sur la masse musculaire observé par 

Trappe et al. (2011) soit en fait lié à une modification de l’alimentation. Ceci expliquerait 

pourquoi cet effet n’est pas observé sur les muscles non exercés, pour lesquels la synthèse 

protéique est moins stimulée. De plus l’effet observé n’est observé que pour le muscle exercé, 

il s’agit d’un effet combiné exercice-paracétamol. 

Peu d’études portent sur l’impact du paracétamol sur le muscle. Les travaux de Wu et 

al. (2009, 2010) ont été réalisés chez le rat très âgé (33 mois), traité en chronique pendant 6 

mois. Ces travaux portent sur des doses très faibles (30 mg/j) bien en dessous des doses 

nécessaires à l’effet antalgique, le seuil minimal d’inhibition de la douleur chez le rat étant 

aux alentours de 200 mg/j (Muth-Selbach et al., 1999; Choi et al., 2001). Les auteurs 

observent une amélioration du statut glycémique et du signaling protéique musculaire grâce 

au paracétamol (Wu et al., 2009, 2010). L’hypothèse des auteurs est que le paracétamol 

génèrerait un effet antioxydant, les voies MAPK/Glut4 étudiées par ces auteurs étant régulées 

par les EROs. 

Les études chez l’animal avec des administrations chroniques de paracétamol, à des 

doses thérapeutiques ou supra-thérapeutique, concernent essentiellement les aspects de sa 

toxicité (Sun et al., 2008; Kim et al., 2009; Polaniak et al., 2011). Peu de travaux se sont 

intéressés à l’effet sur la masse musculaire, ou à l’interaction avec l’apport en protéines et 

AAS alimentaires Une série d’études a porté sur l’impact d’un traitement chronique à dose 
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thérapeutique sur la croissance, mettant en lien le métabolisme du paracétamol avec le besoin 

en AAS élevé durant la croissance (Reicks & Hathcock, 1989; Mclean et al., 1989). Il s’agit 

des premiers travaux ayant suggéré une compétition entre détoxification du paracétamol et 

besoin de l’organisme en AAS. 

7. PARACETAMOL & ACIDES AMINES SOUFRES

Le lien entre métabolisme des AAS et métabolisme du paracétamol a été mis en 

évidence chez la souris et le rat en croissance. Les travaux de Reicks & Hathcock et de 

McLean ont montré qu’une administration chronique de paracétamol à hauteur de 1% du 

régime conduit à une inhibition de la croissance (Reicks & Hathcock, 1989; Mclean et al., 

1989). Cette inhibition est restaurée par ajout de Cys ou Met à hauteur de 0,5% du régime, 

suggérant une compétition entre la détoxification du paracétamol et la croissance pour 

l’utilisation des AAS, au dépend de la croissance. Ces travaux mettent en évidence une 

diminution de la synthèse des protéines hépatiques accompagnée d’une baisse du GSH 

hépatique suite à la prise de paracétamol (Reicks & Hathcock 1989). Le lien direct entre 

métabolisme du paracétamol et AAS a été mis en évidence au niveau hépatique par les 

travaux de Lauterburg & Mitchell, (1987) qui montrent une augmentation du turn-over de la 

Cys et du GSH suite à l’administration de doses thérapeutiques. Dans les travaux chez le 

rongeur, la dose de 1% du régime est considérée comme un équivalent thérapeutique puisque 

chez l’homme, l’ingéré total en matière sèche est de l’ordre de 400 g/j. Ainsi, les 4 g/j de 

paracétamol en représentent 1% (Mclean et al., 1989).  

Price & Jollow (1989) ont montré qu’un régime carencé en AAS chez le rat conduisait 

à une baisse du niveau de sulfate inorganique. Ces animaux ont une sulfatation du 

paracétamol diminuée associée à une augmentation de la voie NAPQI, se traduisant par une 

toxicité augmentée. Des travaux réalisés chez l’adulte ont montré une oxydation du GSH 

plasmatique suite à l’administration de paracétamol avec un régime dépourvu d’AAS en 

comparaison à son administration avec AAS (Mannery et al., 2010). D’autres études réalisées 

chez l’animal ont mis en évidence des perturbations du métabolisme des AAS suite à la prise 

de paracétamol et particulièrement chez l’âgé. Les travaux de Chen et al. (1990), ont montré 

que les souris âgées ont une concentration en GSH hépatique plus faible que les jeunes et les 

adultes. Chez ces souris, l’administration de paracétamol génère une déplétion du GSH 

hépatique qui n’est pas récupéré 24h après traitement, contrairement aux jeunes et aux adultes 

qui ont récupérés 94% et 66% de leur GSH hépatique, respectivement. La diminution du GSH 

hépatique conduit à une diminution de la formation de PAPS (Huang et al., 1998) conduisant 
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à une moindre sulfatation (Gregus et al., 1988), qui se traduit par une augmentation de la voie 

NAPQI qui va entretenir et aggraver la déplétion du GSH hépatique. De plus chez le rat âgé, 

la réabsorption rénale du sulfate est diminuée ce qui contribue à une perte augmentée du 

sulfate dans les urines et donc une moindre disponibilité du sulfate pour la synthèse du PAPS 

(Klaassen & Boles, 1997). De plus, l’administration de paracétamol conduit à une diminution 

du sulfate non seulement hépatique (lieu de conjugaison du paracétamol au sulfate) mais aussi 

rénal et plasmatique (Kim et al., 1992). 

Au regard de ces différents travaux il est donc évident que le paracétamol génère des 

perturbations du métabolisme des AAS et en particulier du GSH et ce, même à dose 

thérapeutique. Le métabolisme des AAS étant perturbé chez les sujets âgés et en particulier le 

statut en GSH, la population âgée pourrait s�avérer plus sensible aux perturbations liées à la 

prise chronique de paracétamol. De plus, une part non négligeable de cette population est 

chroniquement soumise à la prise de paracétamol.  

Cependant, les données actuelles sur le lien entre paracétamol et masse musculaire sont 

peu nombreuses et vont plutôt en faveur d�une amélioration de la masse musculaire avec le 

traitement. Il est cependant d�importance de noter que ces effets ne sont observés qu�avec 

prise d�une dose infra-thérapeutique, donc sans action antalgique, ou associée à de l�exercice 

physique trois fois par semaine. Or, la première cause de prescription du paracétamol chez 

les personnes âgées est le soulagement des douleurs musculo-squelettiques, ce qui n�est pas 

compatible avec des doses infra-thérapeutiques ni avec un entraînement physique 3 fois par 

semaine, et il doit être pris sur le long terme. Il reste donc aujourd�hui un manque de données 

reliant le métabolisme du paracétamol à celui des AAS en lien avec le métabolisme 

musculaire. De plus, il serait important d�étudier l�effet de doses thérapeutiques sur la masse 

musculaire, sans intervention sportive, en tenant compte de l�apport protéique afin 

d�appréhender les conséquences du paracétamol seul. 
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Conclusion générale 

L’analyse bibliographique montre qu’avec le vieillissement de nombreuses voies 

physiologiques sont modifiées. Ces modifications génèrent, entre autre, une augmentation du 

stress oxydant, l’apparition d’une inflammation à bas bruit et une moindre sensibilité 

musculaire aux signaux anaboliques. Ces perturbations conduisent à une altération de la 

masse, de la quantité de protéines, de la force et de la fonctionnalité musculaire : la 

sarcopénie. La sarcopénie est un phénomène complexe et multifactoriel, cependant il apparait 

que l’apport protéique est un des facteurs clefs impliqué dans sa pathogénèse. Le stress 

oxydant à lui aussi un rôle important par les potentielles pertes qu’il génère, pertes qui ne sont 

que peu ou pas récupérées chez le sujet âgé conduisant à une aggravation de la sarcopénie 

d’après le « catabolic crisis model ».  

Les acides aminés soufrés ont un rôle essentiel dans la défense anti-oxydante 

principalement via la synthèse du glutathion dont la cystéine est le précurseur direct. Or, le 

stress oxydant et l’inflammation à bas bruit présents au cours du vieillissement contribuent à 

augmenter l’utilisation de la cystéine et diminuer le niveau de glutathion. De plus, la cystéine 

présente un rôle important au niveau hépatique, dans les mécanismes de détoxification des 

xénobiotiques, comme de nombreux médicaments, dont le paracétamol.  

La médication est fortement présente chez les personnes âgées, en particulier pour 

soulager les douleurs chroniques dont la prévalence atteint jusqu’à 93% des personnes 

institutionnalisées. Le paracétamol est le médicament le plus recommandé pour le 

soulagement de ces douleurs, et il est depuis plusieurs années l’antalgique le plus vendu et 

consommé en France. L’élimination du paracétamol à dose thérapeutique passe par sa 

conjugaison au sulfate et au glutathion, engendrant une perte indirecte de cystéine dans les 

urines. Des travaux réalisés chez l’animal montrent des altérations de la croissance, de 

l’homéostasie du sulfate et du glutathion, suite à la prise de paracétamol à dose thérapeutique. 

Ces travaux montrent que chez l’animal âgé, la baisse du glutathion conséquente à la prise de 

paracétamol n’est pas restaurée 24h après la prise. Ainsi, le paracétamol génère à la fois une 

diminution du statut en glutathion et une perte indirecte de cystéine par les urines. Pris sur le 

long terme, le paracétamol pourrait donc générer une carence en acides aminés soufrés 

couplée à une élévation du stress oxydant, susceptibles d’aggraver la sarcopénie. 

 Il apparait donc nécessaire d’étudier les potentiels effets du paracétamol chez le sujet 

âgé traité de façon répétée au paracétamol, en particulier sur la masse musculaire notamment 

si les apports protéiques sont diminués. 
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OBJECTIF ET STRATEGIE 

EXPERIMENTALE DE LA THESE



Figure 47 : Schéma récapitulatif des expériences de la thèse
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L�objectif du travail de cette thèse est d�étudier les conséquences d�un traitement 

chronique au paracétamol sur la masse musculaire du sujet âgé et la mise en évidence 

du lien entre sarcopénie et utilisation hépatique des acides aminés soufrés pour la 

détoxification du paracétamol. 

  Pour répondre à cet objectif, la première étape a été de mettre au point un modèle 

animal permettant d’étudier les altérations musculaires et le métabolisme du paracétamol. Le 

modèle animal choisi a été le rat, déjà validé comme modèle permettant de reproduire une 

perte musculaire similaire à celle observée chez l’homme lors du vieillissement (Mosoni et 

al., 1995, 2004; Rieu et al., 2003).  

La première expérience (Figure 47) réalisée chez le rat adulte a permis de mettre au 

point la dose et le mode d’administration du paracétamol. Cette étude a aussi permis d’étudier 

sa détoxification hépatique de façon dose-dépendante. Les données obtenues nous ont permis 

de mettre en relation la détoxification hépatique du paracétamol avec l’homéostasie du 

glutathion et la masse musculaire, en fonction de la dose administrée (Publication n°1). Une 

méthode de spectrométrie de masse a été développée afin d’étudier la survenue d’altérations 

des protéines hépatiques suite au traitement chronique au paracétamol et la relation dose-effet 

(Publication n°2, soumise).  

Cette première étude a donc permis de valider l’administration de 1% de paracétamol 

par supplémentation dans le régime. Le paracétamol a été administré directement dans la 

nourriture afin de se rapprocher de la situation chez l’homme, où le médicament est en 

majorité pris par voie orale. La dose de 1% du régime est un équivalent de la dose maximale 

thérapeutique administrée chez l’homme (4g/j). En effet, lorsqu’elle est rapportée à la quantité 

de matière sèche ingérée, qui est d’environ 400 g/j chez l’homme (Dubuisson et al., 2010), 4 

g/j en représentent 1%. En ce qui concerne la détoxification, les profils urinaires des 

métabolistes du paracétamol sont en adéquation avec ceux retrouvés chez l’homme.  

Le modèle animal et le mode d’administration du paracétamol ayant été validés, le lien 

entre paracétamol et muscle été mis en évidence, les travaux ont été poursuivis chez un 

modèle âgé afin de répondre à la question de l’impact du paracétamol sur la sarcopénie. Pour 

cette seconde expérimentation, le modèle a été modifié afin de reproduire la prise chronique et 

récurrente de paracétamol chez la personne âgée (Figure 47). Les animaux ont donc reçu le 

paracétamol sous forme de cures, c’est-à-dire qu’ils ont reçu le paracétamol durant 2 semaines 

suivies de 2 semaines sans paracétamol. Ce schéma a été répété deux fois puis les animaux 

ont été sacrifiés au terme de la 3ème cure. L’objectif de cette expérimentation était double, 1) 

Objectif et Stratégie expérimentale de la thèse 
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étudier l’impact de la prise chronique de paracétamol sur la masse musculaire chez l’âgé, 2) 

étudier ces effets en fonction de l’apport protéique alimentaire. Pour ce faire, quatre lots 

d’animaux ont été mis en place. Deux lots ont reçu un régime à taux protéique normal (16%), 

dont un recevant le paracétamol par cures. Deux autres lots ont suivi le même schéma 

expérimental mais ont reçu des régimes à faible taux protéique (8%). Un 5ème lot a été utilisé 

comme T0 de l’expérience. Les résultats de cette étude nous ont permis de mettre en évidence 

un lien entre prises répétées de paracétamol chez l’animal âgé et sarcopénie. Ces travaux ont 

permis d’approfondir l’effet du traitement sur les métabolismes protéiques hépatique et 

musculaire et de les mettre en relation avec les acides aminés soufrés et leur métabolisme 

(Publication n°3, en préparation). En revanche, cette étude n’a pas permis d’étudier ces 

effets en fonction de l’apport protéique. En effet, un apport protéique faible couplé au 

paracétamol a engendré un refus important du régime. Ce point constitue une des limites de 

notre modèle expérimental (Données complémentaires). 

 Suite au comportement de refus des rats âgés devant le régime à 8% supplémenté à 

1% de paracétamol, nous avons souhaité étudier plus en détails cet effet du paracétamol 

dépendant du taux protéique du régime. Le but de cette 3ème étude a donc été d’étudier 

l’adaptation de l’apport protéique par les rats adultes et âgés en fonction de la présence de 

paracétamol (Figure 47). Cette expérience s’est déroulée en trois phases durant lesquelles les 

animaux ont toujours eu le choix entre les deux taux protéiques (8% et 16%). Lors de la 

première phase les régimes étaient dépourvu de paracétamol afin d’étudier le choix des 

animaux face au régime à 8% en absence de paracétamol. Dans la seconde phase, les animaux 

ont reçu les régimes supplémentés en paracétamol, afin d’étudier l’évolution de leur 

comportement alimentaire suite à l’ajout du paracétamol. Enfin, dans la troisième phase, les 

animaux ont à nouveau reçu les régimes sans paracétamol afin d’étudier l’évolution post 

traitement de leur comportement alimentaire (Données complémentaires). Cette expérience a 

permis de mettre en évidence un changement de comportement alimentaire spécifique à la 

présence de paracétamol dans le régime. 

L’ensemble des résultats obtenus au terme de ces trois expériences allait dans le sens 

de notre hypothèse de départ, et des données de la littérature, mettant en évidence un lien 

entre paracétamol et métabolisme des acides aminés soufrés. Suite à ces résultats, la 4ème et 

dernière expérience de cette thèse a eu pour objectif d’étudier l’intérêt de la nutrition dans la 

prévention des altérations induites par l’administration répétée de paracétamol. L’hypothèse 

de départ étant que le paracétamol pouvait induire une perte de masse musculaire à cause de 

la perte nette de cystéine et de glutathion qu’il générait, c’est une supplémentation en cystéine 

Objectif et Stratégie expérimentale de la thèse 
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qui a été choisie. La dose de cette supplémentation a été calculée pour couvrir uniquement le 

besoin supplémentaire généré par le traitement. Le schéma expérimental utilisé a été 

exactement le même que lors de la deuxième expérimentation (Figure 47), uniquement avec 

un régime à 16% de protéines. Trois lots d’animaux ont été mis en place, un lot a reçu le 

paracétamol seul, un lot a reçu le régime avec paracétamol et cystéine et un lot témoin qui a 

reçu le même régime sans paracétamol ni cystéine (Publication n°4, en préparation). 

Objectif et Stratégie expérimentale de la thèse 
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Expérience 1 : 

IMPACT D�UN TRAITEMENT CHRONIQUE AU PARACETAMOL CHEZ 

LE RAT ADULTE EN FONCTION DE LA DOSE. 

- PUBLICATION	 N°1: Skeletal muscle wasting occurs in adult rats under chronic 

treatment with paracetamol (acetaminophen) when glutathione-dependent 

detoxification is highly activated.

C. Mast, C. Joly, I. Savary-Auzeloux, D. Rémond, D. Dardevet, I. Papet 

Journal of Physiology and Pharmacology (October 2014, Vol. 65, No 5)

- PUBLICATION	N°2: Assessment of protein alterations in liver of rats under chronic 

treatment with paracetamol (acetaminophen) using two complementary mass 

spectrometry-based metabolomic approaches

C. Mast, B. Lyan, C. Joly, D. Centeno, F. Giacomoni, J-F. Martin, L. Mosoni, D. 

Dardevet, E. Pujos-Guillot, I. Papet 

En préparation pour soumission à Journal of Proteomics 



78

PUBLICATION	N°1	

Objectif : Le but de cette étude était de voir si la détoxification du paracétamol sur le long 

terme interférait avec le métabolisme des acides aminés soufrés au niveau corporel et quelles 

en étaient les conséquences chez l�adulte. La cible était le tissu musculaire et les perturbations 

induites sur la masse musculaire ainsi que l�homéostasie du GSH, en lien avec la perte 

urinaire de cystéine générée par le métabolisme de détoxification hépatique du paracétamol. 

Méthodes : La stratégie a été d�administrer le paracétamol directement dans le régime afin de 

se rapprocher de la situation chez l�homme, où le médicament est généralement pris par voie 

orale, proche des repas. Deux doses de paracétamol ont été testées, une (0,5%)  où 

l�utilisation du GSH pour la détoxification du paracétamol est quasi nulle. Une plus élevée 

(1%) où elle intervient, afin d�étudier les répercussions musculaires de l�impact du 

métabolisme hépatique de détoxification dans les potentiels effets. De plus, la dose de 1% est 

considérée comme équivalente des 4g/j chez l�homme. Les animaux ont reçu le traitement 

pendant 17 jours afin de mimer un traitement long et ont été placés dans des cages 

métaboliques les 6 derniers jours afin de quantifier les pertes soufrées urinaires dues à 

l�élimination du paracétamol, ainsi que le bilan azoté. 

Principaux résultats : Les proportions respectives des différents métabolites urinaires 

montrent que la dose de 1% de paracétamol est, comme attendue, proche de ce qui a pu être 

observé chez l�homme. En comparaison aux animaux témoins, le régime à 1% de paracétamol 

induit une baisse du GSH total hépatique (63%), intestinal (19%) et musculaire (26%). Il 

induit aussi une baisse de la quantité de protéines musculaire (7%) et de la masse du 

gastrocnemius (8%), de l�EDL (13%) et de la somme des 4 muscles étudiés (8%). 

Conclusion: Le traitement chronique correspondant à la dose thérapeutique maximale chez 

l�homme entraine une altération du statut en GSH corporel ainsi qu�une baisse de la masse 

musculaire. Cette perte de masse peut être consécutive à la baisse du GSH qui induit un stress 

oxydant connu pour altérer le renouvellement protéique. La biodisponibilité en cystéine est 

aussi réduite par la baisse du GSH pouvant être utilisé par le muscle comme source de 

cystéine. Il apparait donc important d�étudier l�ampleur de ces phénomènes chez un modèle 

âgé dont l�altération des défenses anti-oxydantes et de la masse musculaire auraient 

d�importantes conséquences dont l�aggravation de la sarcopénie.  



INTRODUCTION

The function of skeletal muscle is to ensure posture and
locomotion, and this tissue is the main reservoir of body
proteins. This reservoir is mobilized in case of disease,
providing amino acids to tissues involved in the physiological
defense necessary for recovery (1, 2). Muscle wasting is known
to occur in a wide range of conditions like chronic and
inflammatory diseases, renal failure, cachexia or cancer as well
as physical inactivity or old age. When advanced, muscle loss
potentiates morbidity and increases mortality (3-6).
Consequently, preserving and maintaining muscle mass is an
important challenge, especially when ensuring optimal defense
in case of disease.

Diseases are often associated with acute or chronic pain and
fever and the first-line treatment recommended for pain
management is paracetamol (acetaminophen, APAP) (7, 8).
APAP is therefore the analgesic and antipyretic drug the most
commonly used in Europe/USA (9-11) and is considered as safe
(7). APAP metabolism in the liver consists mainly in phase II
detoxification (up to 90%) by direct sulfate or glucuronide
conjugation of APAP. In phase I metabolism (up to 10%) APAP

is converted by cytochrome P450 in the highly reactive
compound N-acetyl-p-benzoquinone imine (NAPQI) which is
readily detoxified by conjugation with glutathione (GSH) then
converted to cysteine (Cys) and mercapturate conjugates (12, 13).
Cys loss is therefore expected to increase with APAP
consumption as its metabolism is associated with irreversible
utilization of Cys. Cys is a sulfur amino acid (SAA) which can be
synthesized from methionine and serine. Cys is mainly used for
proteins and GSH synthesis and is also the precursor of taurine
and sulfate (14). Up to 40% of APAP intake can be metabolized
as sulfur containing compounds at therapeutic dosage (13).

Physiological disruptions due to APAP have been shown in
growing rats or mice (15-17). In the liver, where APAP
detoxification mainly occurs, reductions of hepatic protein
synthesis and GSH concentration have been observed in
growing mice fed a 0.6% APAP diet (w/w)(16). These data
support the idea that competition occurs in the liver between the
use of Cys for detoxification of chronic administration of APAP
and the other uses of Cys. Splanchnic or gastrointestinal first-
pass extractions of dietary Cys represent 40�60% of the dietary
intake (18, 19). Hepatic Cys use for APAP detoxification would
increase the already important splanchnic first-pass extraction

JOURNAL OF PHYSIOLOGY AND PHARMACOLOGY 2014, 65, 5, 623-631
www.jpp.krakow.pl

C. MAST1,2, C. JOLY3, I. SAVARY-AUZELOUX1,2, D. REMOND1,2, D. DARDEVET1,2, I. PAPET1,2

SKELETAL MUSCLE WASTING OCCURS IN ADULT RATS UNDER CHRONIC
TREATMENT WITH PARACETAMOL WHEN GLUTATHIONE-DEPENDENT

DETOXIFICATION IS HIGHLY ACTIVATED

1Clermont Universite, Universite d'Auvergne, Unite de Nutrition Humaine, Clermont-Ferrand, France; 2INRA, UMR 1019, UNH,
CRNH Auvergne, Clermont-Ferrand, France; 3Plateforme d'Exploration du Metabolisme, INRA, Centre Clermont-Ferrand - Theix,
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The use of glutathione (GSH) and sulfate for the detoxification of paracetamol (acetaminophen, APAP) could occur at the
expense of the physiological uses of cysteine (Cys). Indeed GSH and sulfate both originate from Cys. Significant APAP-
induced Cys loss could generate alterations in GSH and protein metabolisms leading to muscle wasting. The study aimed
to investigate the effects of chronic treatment with APAP on whole-body and tissue homeostasis (mass, GSH, proteins,
and nitrogen balance) in relation to sulfur losses through APAP-detoxification pathways. Adult male Wistar rats were fed
0% APAP, 0.5% APAP or 1% APAP diets for 17 days. APAP doses were respectively around and largely above the
threshold of sulfation saturation for rats. During the last days, the rats were placed in metabolic cages in order to quantify
N balance and urinary APAP metabolites. Gastrocnemius muscle mass, protein and GSH contents, N balance and plasma
free cyst(e)ine were 8% (P=0.02), 7% (P=0.03), 26% (P=0.01), 37% (P=0.01), and 33% ( =0.003) lower in the 1% APAP
group than in the 0% APAP group, respectively. There was no significant difference in these parameters between the 0.5%
APAP group and the 0% APAP group. Muscle wasting occurred when the detoxification of APAP through the GSH-
dependent pathway was highly activated. Muscle protein synthesis could have been reduced due to a shortage in Cys
and/or an increase in protein degradation in response to intra-muscular oxidative stress. Hence, without dietary sulfur
amino acid increase, peripheral bioavailability of Cys and muscle GSH are potential players in the control of muscle mass
under chronic treatment with APAP, an analgesic medication of widespread use, especially in the elderly.

K e y  w o r d s : cysteine, glutathione, proteins, nitrogen balance, exercise, analgesia, detoxification, urinary metabolites



and lead to a decrease in peripheral Cys availability for muscle
protein synthesis. Liver GSH is known to be exported and is
considered as a significant supplier of GSH and Cys to other
tissues (20-22). Therefore, indirectly, APAP-induced depletion
of hepatic GSH would worsen the decrease in peripheral Cys
availability.

Effects of chronic treatment with APAP at whole body level
have been shown in growing rats or mice fed APAP-containing
diets for 2�3 weeks. Studies using diets supplemented with 0.8%
or 1% of APAP showed that rodents failed to grow (15, 16).
Furthermore, a decrease in the nutritional utilization of dietary
proteins has been reported in growing rats submitted to long-
term APAP treatment (17). It was hypothesized that in the
presence of APAP, Cys became conditionally indispensable in
young growing rats for which the Cys requirement for tissue
growth was elevated.

However, it is questionable as to whether such negative
effects of chronic treatment with APAP would also occur in
adults who exhibit milder needs for protein metabolism than
growing rodents. The aim of the study was to provide an
integrative view of the relation between the quantitative
irreversible loss of sulfur for APAP detoxification and APAP-
induced alterations regarding protein and GSH contents in
various organs and tissues in adults. We hypothesized that
increasing APAP in the diet of adult rats would decrease Cys
availability in peripheral tissues inducing muscle loss. In this
study, in addition to muscle mass, GSH and protein contents
were quantified in skeletal muscle, liver and small intestine
being quantitatively important tissues in terms of GSH and
protein metabolisms. In order to analyze how these expected
alterations could be related to the irreversible loss of sulfur,
urinary APAP metabolites were quantified. Arterial plasma Cys
concentration was measured as an index of peripheral Cys
bioavailability. Finally, dietary intake along with feces and urine
collections allowed for N balance, a complementary assessment
of protein homeostasis, to be calculated.

MATERIALS AND METHODS

Animals and experimental design

This study was conducted in 2010 in accordance with the
Directive 2010/63/EU of the European Parliament and the
Council on the Protection of Animals used for Scientific
Purposes. The experimental protocol conformed to the 3R
(replacement, reduction, refinement) rule.

Since APAP-induced metabolic alterations were expected to
be dependent on dosage, two doses were chosen: 0.5% and 1%
w/w of APAP in the diet. These doses were designed to be
respectively around and largely above the saturation of APAP
sulfation (23, 24). Therefore the contribution of the GSH-
dependent detoxification pathway to total APAP detoxification
was expected to be higher with the 1% APAP diet than with the
0.5% APAP diet (24, 25). This would allow to assess if APAP-
induced metabolic alterations were quantitatively linked to
sulfur losses for APAP detoxification purposes. Of note, as the
maximum therapeutic daily dose is 4 g/d for humans and the
mean dry food intake is 430 g/d in the French population (26),
the maximum human dose of APAP corresponds to 0.9% of the
dry food intake. Consistently, the 1% APAP diet has already
been considered as corresponding to the maximum therapeutic
dose for humans (15).

Before APAP treatment, male 4-month-old Wistar rats
(Janvier Labs, Saint Berthevin, France), were acclimatized for 2
weeks in individual cages in standard conditions (22 ± 1°C, 12 h
light/dark cycle) with free access to water and standard

laboratory powder food (A04 from SAFE Scientific Animal
Food and Engineering, Villemoisson-sur-orge, France). The
composition of the diet was 16% proteins, 3% fat, 60%
carbohydrates, 12% water, 4% fiber, 5% vitamins and minerals.
The dietary methionine content was 25.5 µmol/g and Cys 21.6
µmol/g. During the treatment period, APAP (Sigma, L�Isle
d�Abeau, France) was mixed with the powdered A04 diet at 0,
0.5 and 1% on a weight basis.

Rats were randomly divided into three groups, housed in
individual cages, and received 0% APAP (n = 6; body weight
465 ± 10 g), 0.5% APAP (n = 7; body weight 440 ± 8 g) or 1%
APAP (n = 7; body weight 452 ± 12 g) diets. Body weights were
not significantly different between groups. All groups were
allowed free access to water and food during the 17-day
treatment period. Similar treatment lengths had already been
used in growing rats (15, 16). Body weight and food
consumption were recorded 2 to 3 times a week. During the last
6 days of treatment (D12 to D17) the rats were moved into
individual metabolic cages (E5MCENS906, Charles River,
L�Arbresle, France) to allow for separation of feces from urine.
Daily urine and feces recovered in respective collecting tubes on
D15, D16 and D17 were pooled, weighed and stored at �80°C
before analysis. Prior to urine collection, 5 ml of 1 M
hydrochloric acid were put into the collecting tube each
morning. At the end of the experiment, all animals were
euthanized under pentobarbital anesthesia (50 mg/kg,
intraperitoneal injection) by aortic blood sampling. An aliquot of
blood was frozen in liquid nitrogen. Plasma was separated by
centrifugation at 2000 × g for 10 min at 4°C and immediately
frozen in liquid nitrogen. Liver and small intestine (SI) were
immediately removed, saline washed, weighed, and frozen in
liquid nitrogen. Skeletal muscles: gastrocnemius (GM), tibialis
anterior (TA), soleus (SOL) and extensor digitorum longus
(EDL) were carefully dissected from the left posterior leg,
weighed, and then GM was frozen in liquid nitrogen. All the
samples frozen in liquid nitrogen were subsequently kept at
�80°C before analysis. The remains of each rat (i.e. carcass)
were frozen and kept at �20°C until analysis. Frozen tissues
were finely pulverized in liquid nitrogen using a ball mill
(Dangoumeau, Prolabo, Paris, France) prior to analysis.

Nitrogen balance

Nitrogen (N) was quantified in thawed urine and freeze-
dried feces collected from D15 to D17 and powdered diets using
the Kjeldahl method (Kjeldatherm block digestion system and
Vapodest distillation system, Gerhardt, Les Essarts le Roi,
France). N balance was calculated as: ingested N - (urinary N +
fecal N) and expressed as mg per 3 days (mg/3d).

Glutathione content

Total GSH (reduced plus oxidized) was quantified with a
spectrophotometer using a standard enzymatic recycling
procedure and 5,5�-dithio-bis-2-nitrobenzoic acid (Ellman
reagent) as oxidant as previously described (27). Total GSH was
expressed as µmol per organ or muscle.

Protein content

Protein concentration was quantified after NaOH digestion
of powdered tissue using a bicinchoninic acid assay reagent kit,
as previously described (28). Bovine serum albumin was used as
standard. Total proteins were expressed as g or mg per organ or
muscle. Total whole body proteins were calculated as the
product of body weight and protein concentration of rat remains
and expressed in g.
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Plasma biochemical analyses

Aspartate transaminase (AST) and alanine transaminase
(ALT) activities were quantified in plasma using an ABX Pentra
400 analyzer (Horiba, Montpellier, France) and test kits
A11A01629 and A11A01627 (Horiba), respectively.

Total non-protein cyst(e)ine (Cys plus cystine plus Cys
bound to proteins and to small molecules through disulfide
bridges) was measured with a colorimeter in plasma treated with
dithiothreitol before deproteinization (29, 30). Free cyst(e)ine
(Cys plus cystine plus Cys bound to small molecules) was
quantified with the same method however dithiothreitol
treatment was performed after protein precipitation. Then the
ratio of free cyst(e)ine to total non-protein cyst(e)ine was
calculated and expressed in percent.

Quantification of urinary APAP metabolites

APAP and its metabolites were quantified in 3-day urine
samples using an Agilent 1100 HPLC liquid chromatography
system (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) coupled to
an API 2000 triple-quadrupole mass spectrometer (Applied
Biosystems/MDS Sciex, Foster City, CA, USA), as previously
described (31). Quantification was performed using calibration
curves with external standards. APAP and its sulfate conjugate
(APAP-S) were obtained from Sigma-Aldrich (L�Isle d�Abeau,
France), APAP glucuronide (APAP-G) from Chemos GmBH
(Regenstauf, Germany), N-acetylcysteine-paracetamol (APAP-
NAC) and cysteine-paracetamol (APAP-Cys) from Toronto
Research Chemical (Brisbane Road, Toronto, Canada). Absolute

quantities of urinary APAP and its metabolites were calculated as
the product of their concentrations and the 3-day urine volume
for each rat. They were expressed as µmole or mmole per 3 days
(µmol/3d or mmol/3d, respectively).

Statistical analysis

Results are presented as medians with standard errors of the
median (S.E.) or as box plots. The Mann-Whitney U test was
used to analyze differences between two groups. This non-
parametric test was used since variances were not homogeneous
for some of the variables (F-test, P>0.05) and the number of rats
per group was 6 to 7. Statistical analyses were performed using
the software R 3.0.2. P values <0.05 were considered significant.
The Hodges Lehman estimator related to the Mann-Whitney U
test (which estimates the difference between the medians of the
two groups to be compared) was used to express all the
percentages of increase or decrease in one group with respect to
another (100 times the Hodges Lehman estimate divided by the
median of the relative group (32)).

RESULTS
Food and APAP intakes

There were no significant differences in daily food intakes
between the 0% APAP and 0.5% APAP groups throughout the
treatment (Table 1). On D1-D2, food intake was 33% lower in
the 1% APAP group than the 0% APAP group (P=0.003). This
effect was transient since there were never any significant
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APAP 0%  0.5%  1% 
Median S.E. Median S.E.  Median S.E. 

D1-D2 24.5 0.8  23.0 1.6  16.5* �� 1.3 
D3-D4 21.5 0.5  22.5 3.2  19.0 2.1 
D5-D7 24.0 1.0  24.3 1.2  22.0� 1.6 
D8-D11 27.4 1.3  24.8 1.6  23.5 1.9 
D12�-D14 25.2 1.4  24.7 0.8  23.3 2.4 
D15-D17§ 24.5 1.4  23.7 0.8  24.3 1.5 

* P=0.003 vs. 0% APAP group, Mann-Whitney U test;
�P<0.05, �� P=0.003 vs. 0.5% APAP group, Mann-Whitney U test;
� the rats were housed into metabolic cages from D12 to D17 to allow for separation of feces from urine;
§ period of feces and urine collections.

Table 1. Dose response to chronic treatment with APAP on daily food intake (g/d) in adult rats.

APAP 0%  0.5%  1% 
 Median S.E. Median S.E.  Median S.E. 
Body weight 482 16  456* 14  419* 16 
Liver 15.0 0.4  14.9 0.4  14.3   0.9 
SI‡ 8.29 0.18  7.37 0.48  7.40**   0.41 
GM 3.04 0.07  2.89 0.10  2.70*   0.06 
TA 0.833 0.060  0.785 0.037  0.790   0.064 
EDL 0.228 0.014  0.209 0.012  0.203*   0.006 
SOL 0.217 0.016  0.215 0.021  0.200   0.016 
 Muscles 4.30 0.16  4.04 0.17  3.88*   0.13 

� EDL, extensor digitorum longus muscle; GM, gastrocnemius muscle; TA, tibialis anterior muscle; SI, small intestine; SOL, soleus
muscle; Σ muscles, sum of GM, TA, EDL and SOL masses.
* P<0.05, ** P<0.005 vs. 0% APAP group, Mann-Whitney U test.

Table 2. Dose responses to chronic treatment with APAP on body weight, organ, and skeletal muscle masses (g) in adult rats.



differences in food intakes between the 0% APAP and the 1%
APAP groups from D3 to D17. During the N balance period
(d15-d17), there were no significant differences in food intakes
between the 3 groups. Total ingested APAP during the 17-day
treatment was 0, 2.0 ± 0.1 and 3.7 ± 0.3 g in the 0% APAP, 0.5%
APAP and 1% APAP groups, respectively.

Body weight, organs and skeletal muscles masses

Final body weights of the 0.5% APAP and 1% APAP groups
were respectively 6% (P = 0.04) and 12% (P=0.01) lower than
the 0% APAP group (Table 2). There was no significant
difference in any of the organs and skeletal muscles studied
between the 0% APAP and 0.5% APAP groups, neither between
the 0.5% APAP and 1% APAP groups (Table 2). SI, GM, EDL
masses and the sum of the four muscles studied were 13%
(P=0.004), 8% (P=0.02), 13% (P=0.02), and 8% (P<0.05) lower
in the 1% APAP group than the 0% APAP group.

Body proteins and N balance

There was no significant difference in whole body proteins
and N balance between the 0% APAP and 0.5% APAP groups
(Fig. 1A and B). Whole body proteins and N balance were
respectively 12% (P=0.04) and 37% (P=0.01) lower in the 1%
APAP group than the 0% APAP group. During the 3-day N
balance period rats ingested 0, 2.35 ± 0.07 and 4.83 ± 0.30 mmol
of APAP in the 0% APAP, 0.5% APAP and 1% APAP groups,
respectively. There was no significant difference in the amount
of SAA ingested over the 3-day N balance period between the
three groups (3.47 ± 0.02, 3.35 ± 0.11, 3.44 ± 0.21 mmol of
SAA/3d in 0% APAP, 0.5% APAP and 1% APAP, respectively.

Total glutathione and protein contents in organs and muscles

There was no significant difference in the blood concentration
of total GSH between the 0% APAP group (711 ± 69 µM) and the
0.5% APAP group (747 ± 75 µM). Blood GSH reached 1169 ± 95
µM in the 1% APAP group, being 71% (P=0.003) and 59%
(P=0.004) higher than in the 0% APAP and 0.5% APAP groups,
respectively. There was no significant difference in the total GSH
and protein contents in liver, SI and GM between the 0% APAP
and 0.5% APAP groups (Fig. 2). Liver, SI and GM GSH contents
were 63% (P=0.003), 19% (P=0.003) and 26% (P=0.010) lower in
the 1% APAP group than the 0% APAP group, respectively. They
were also 65% (P=0.002), 12% (P=0.01) and 12% (P=0.02) lower
in the 1% APAP group than the 0.5% APAP group, respectively.
There was no significant difference in the liver, SI and GM
proteins between the 0% APAP and 0.5% APAP groups (Fig. 2).
SI and GM protein contents were 7% (P<0.05 and P=0.03,
respectively) lower in the 1% APAP group than the 0% APAP
group. Liver protein content was 13% (P=0.01) lower in the 1%
APAP group than the 0.5% APAP group.

Urinary APAP metabolites

As expected neither APAP nor APAP metabolites were
detected in the urine from the 0% APAP group. There was no
significant difference in the urinary APAP-S amount between the
0.5% APAP and 1% APAP groups (Fig. 3). Urinary unmodified
APAP, APAP-G, APAP-NAC and APAP-Cys were 158, 4404, 351
and 136% higher in the 1% APAP group than the 0.5% APAP
group (P=0.002). Total urinary recovery of APAP was 2.27 ± 0.13
and 4.38 ± 0.45 mmol/3d in the 0.5% APAP and 1% APAP
groups, respectively. These recoveries represented 98 ± 7% and
92 ± 2% of the amount ingested in the 0.5% APAP and 1% APAP
groups (see above), respectively. Percentages of APAP excreted
as unmodified APAP, APAP-G, APAP-S and through the GSH-
dependent pathway were 3, 2, 91 and 5 in the 0.5% APAP group
and 6, 41, 43 and 11% in the 1% APAP group, respectively. There
was no significant difference in the total urinary sulfur-containing
APAP metabolites between the two groups (2.05 ± 0.20 and 2.31
± 0.21 mmol/3d in the 0.5% APAP and 1% APAP groups,
respectively). The contribution of the GSH-dependent APAP
metabolites (APAP-NAC plus APAP-Cys) to the total sulfur-
containing APAP metabolites increased from 5 ± 1 in the 0.5%
APAP group to 21 ± 1% in the 1% APAP group.

Plasma transaminase activities and cyst(e)ine concentration

There was no significant difference in the AST and ALT
activities between the three groups, expect that ALT was slightly
higher in the 0.5% APAP group than the 0% APAP group (+31%;
P=0.02, Table 3).

Total cyst(e)ine and free cyst(e)ine were 16% (P=0.01)
higher in the 0.5% APAP group than the 0% APAP group as the
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Fig. 1. Dose response to chronic treatment with APAP on the
whole body proteins (A) and nitrogen balance (B) in adult rats.
* P=0.04, ** P=0.01 vs. 0% APAP group, Mann-Whitney U test.
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Fig. 2. Dose response to chronic treatment with APAP on total GSH and protein contents in liver (A), SI (B) and GM (C) from adult
rats. SI, small intestine; GM, gastrocnemius muscle.
* P<0.05, ** P=0.01, *** P=0.003 vs. 0% APAP group, Mann-Whitney U test.
� P<0.02, �� P=0.002 vs. 0.5% APAP group, Mann-Whitney U test.



percentage of free cyst(e)ine was unchanged (Table 3). Absolute
and percent of free cyst(e)ine were respectively 33% (P=0.003)
and 27% (P=0.02) lower in the 1% APAP than the 0% APAP
group. Total cyst(e)ine, absolute and percent of free cyst(e)ine
were 21% (P=0.007), 37% (P=0.003) and 25% (P=0.03) lower in
the 1% APAP group than the 0.5% APAP group, respectively.

DISCUSSION

This study provides new data regarding the effect of APAP
treatment on peripheral tissues, especially skeletal muscle.
Alterations in tissue protein and GSH contents were analyzed

in regards to the quantitative irreversible loss of Cys induced
by chronic treatment with APAP in adult rats. The main result
is that the highest studied dose, i.e. 1% APAP in the diet, which
is indeed above the saturation of APAP sulfation (see below),
induced muscle wasting. To our knowledge, no such effect has
been previously quantified in any physiological state. In adult
rats, muscle wasting was ascertained by decreases in skeletal
muscle mass and protein content, and N balance in the 1%
APAP group compared to the 0% APAP group. Muscle wasting
occurred in the absence of hepatotoxicity as the low increase in
ALT is definitively below the threshold levels usually
considered for hepatotoxicity, i.e. 3 × control values of AST
and ALT (33).
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Fig. 3. Dose response to chronic treatment with APAP on 3-day urinary recovery of APAP and its metabolites in adult rats (� 0.5%
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� P=0.002 vs. 0.5% APAP group, Mann-Whitney U test.

APAP 0%  0.5%  1% 

Median S.E. Median S.E.  Median S.E. 

ALT� (IU/L)

AST (IU/L)

Total cyst(e)ine (µM)

44

69

155

7

17

4

59*

85

182*

3

13

7

 49 

70

145��

5

10

12

Free cyst(e)ine (µM) 98 3  113* 2  74**�� 4 

Free cyst(e)ine (%) 62 5  63 3  49*� 4 

� ALT, alanine aminotransferase; AST, aspartate aminotransferase; IU, international unit;
* P<0.03, ** P=0.003 vs. 0% APAP group, Mann-Whitney U test;
� P<0.04, �� P<0.01 vs. 0.5% APAP group, Mann-Whitney U test.

Table 3. Dose response to chronic treatment with APAP on transaminase activities and cyst(e)ine concentrations in plasma of adult rats.



It is clear that muscle wasting induced by 1% APAP
treatment did not result from an increase in total urinary
excretion of sulfur-containing APAP metabolites, but was
concomitant with the activation of the GSH-dependent
detoxification pathway in the liver. It is important to stress that
the origin of the urinary sulfur loss differed between the two
APAP groups. APAP sulfation, which is a high affinity low-
capacity reaction (34) known to be maximum at the dose of 1�2
mmol of APAP/kg of body weight (23, 24), was already the
maximum in the 0.5% APAP group. Indeed, APAP-S did not
differ between the two groups as the daily intake was 1.7 and 3.4
mmol of APAP/kg of body weight in the 0.5% APAP and 1%
APAP groups, respectively. In the 1% APAP group, sulfation
saturation induced a large increase, not only in APAP-G, but also
in APAP-NAC and APAP-Cys, the two endproducts of the GSH-
dependent detoxification pathway. A therapeutic dose of APAP
has been shown to stimulate the turnover of hepatic GSH in vivo
(35). Along the same lines, the activity of γ-glutamyl-cysteine
synthetase, the limiting step in the GSH synthesis pathway,
increased in liver-derived cells exposed to APAP (36). In the 1%
APAP group, the use of Cy for GSH synthesis (then irreversibly
lost in urine) probably increased and occurred at the expense of
the synthesis of liver proteins. Such an effect has already been
reported in the liver of APAP-treated mice (16). Therefore, a
decrease in liver protein synthesis was probably the major
mechanism by which the liver protein content decreased in the
1% APAP group. The decrease in the liver GSH content, a well-
known effect of APAP (12), resulted from the fact that liver
synthesis of GSH, in spite of its probable increase, was not
sufficient to compensate for its total uses.

Liver GSH plays an important role in the inter-organ
homeostasis of GSH and cyst(e)ine (21). About half of the SAA
taken up by the liver is used for synthesis of GSH for export into
plasma in rats (37). This continuous release of hepatic GSH into
plasma and its extrahepatic hydrolysis (interorgan γ-glutamyl
cycle) is an important mechanism for maintaining steady Cys
availability in peripheral tissues (21, 38, 39). The large decrease
in liver GSH observed in the 1% APAP group would have
compromised its export and therefore the Cys availability for
peripheral tissues. Concomitantly, the decrease in plasma free
cyst(e)ine concentration, consecutive to its enhanced utilization
in the liver from detoxification purposes, would have worsened
peripheral Cys availability. Peripheral shortage of Cys would
have limited both GSH and protein synthesis leading to the low
muscle GSH and protein contents observed in muscle from the
1% APAP group.

Erythrocytes exhibit a much higher GSH concentration than
plasma and seem to lack any cystine and GSH transport
mechanism taking up only Cys (reduced form) for their needs
(21). The mechanism by which blood GSH increased in the 1%
APAP group could be an activation of either Cys (reduced form)
uptake or intracellular GSH synthesis. Whatever the mechanism,
a similar increase in blood GSH, along with a decrease in liver
GSH, have been reported in rats fed a SAA-deficient diet (40).
Blood GSH increase would therefore reinforce SAA deficiency
for peripheral tissues.

At whole body level Cys is a conditional indispensable
amino acid, i.e. it has to be present in the diet when its
endogenous synthesis from methionine and serine cannot cover
the metabolic demand. Cys may be indispensable for tissues
exhibiting low or null activities for enzymes required for the
synthesis of Cys from homocysteine, namely cystathionine
synthase and cystathionase (41). To date mRNA of theses
enzymes were not detected in rat or human skeletal muscle (42-
44) and the activity of cystathionase appeared dramatically low
in rat muscle (44). Endogenous synthesis of Cys would be null
or negligible in muscle. In this study, where SAA intake was not

significantly modified during APAP treatment, the increased
utilization of Cys for APAP detoxification in the liver decreased
the availability of Cys for peripheral tissues, as discussed above.
Considering simultaneous availabilities of all the amino acids
needed for protein synthesis, Cys deficiency may have limited
protein synthesis in muscle, leading to an increase in the
oxidation of the other amino acids, and therefore worsening of
the N balance. The relevance of such a mechanism could be
tested by supplementing the 1% APAP diet with Cys.

Other mechanisms could also have been involved in APAP-
induced muscle wasting. Muscle homeostasis is known to
depend on the equilibrium between protein synthesis and
proteolysis and the equilibrium between regeneration and
apoptosis. These processes are highly regulated through various
signalling pathways (45, 46). Some of these pathways are
sensitive to oxidative stress (47-50). Decreases in muscle GSH,
the major intra-cellular anti-oxidant, and plasma free cyst(e)ine
in the 1% APAP group are in favour of a pro-oxidative
environment. Therefore, it is conceivable that part of the APAP-
induced muscle wasting resulted from oxidative stress-driven
alterations in protein turnover and/or muscle fibre renewal. The
relevance of an oxidative stress-mediated mechanism for APAP-
induced muscle wasting could be tested with any dietary
supplementation aimed reducing oxidative stress. Indeed
polyphenols, exhibiting anti-oxidants properties, have already
been shown to decrease APAP-induced hepatotoxicity (51-53).
In addition to anti-oxidants, new hepato-protective compounds,
such as the pentadecapeptide BPC 157 (54), could also be tested.

The effect of the 1% APAP diet on body weight is consistent
with the work performed in young growing rats fed with a diet
containing 1% of APAP (15). The fact that a chronic treatment
with APAP did not affect body weight in a more recent study
(55) could be due to experimental differences with respect to age
of rats, APAP dosage and length of study. Moreover, in that study
APAP was administered by gavage, leading to absorption of
APAP only at a specific time of the day and not spread
throughout the day as in this study.

As usual, extrapolation of rat results to humans should be
carried out with caution. Firstly, the 1% APAP diet is close to the
maximum dose used daily in humans (4 g/d) and has already
been considered as corresponding to the maximum therapeutic
dose for humans (see Material and Methods). Nevertheless,
interspecies comparisons of doses should take into account body
surface area using adequate formulas (56, 57). According to
these conversion formulas, the APAP dose consumed by the 1%
APAP group was 1.5- to 1.7-fold the maximum dose used daily
in humans. Secondly, recent works evaluated the influence of
acute or chronic treatment with APAP on exercised skeletal
muscle. In the acute study, the 24 h-postexercise-induced
increase in the fractional rate of protein synthesis of exercised
muscle was blunted by APAP treatment (4 g/d) in young adults
(58). The authors suggested that APAP inhibited the anabolic
effect of exercise. The chronic study was performed in
overweight older adults subjected to resistance exercise (3 times
a week) and treated with APAP (4 g/d) for 12 weeks, a
significantly longer period than this study. Unexpectedly, APAP
treatment potentiated the exercise-induced increase in the
volume of exercised muscle (quadriceps femoris muscle) and
maintained muscle protein concentration (vastus lateralis
muscle) (59). This anabolic effect of APAP, mediated through
prostaglandin-dependent mechanisms related to protein
synthesis and protein degradation (60), was limited to exercised
muscle since non-exercised muscles (semimembranosus,
semitendinosus, and biceps femoris muscles) were unaffected by
APAP treatment (59). The occurrence of APAP-induced anabolic
effect in exercised muscle suggests that all amino acids were
available for muscle. Unfortunately the dietary intake of these
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older adults was not reported. It has already been shown that
older adults increased their protein intake when under chronic
treatment with APAP (61). As already discussed in that paper,
APAP-treated persons at high risk of muscle wasting are likely
to be those exhibiting a low protein intake.

In conclusion, in adult rats, sulfur loss through urinary APAP
metabolites was independent of the treatment dose, however, the
contribution of the GSH-dependent detoxification pathway to this
sulfur loss dramatically increased with the 1% APAP treatment
(21 vs. 5%). The extra-utilization of Cys induced by chronic
treatment with 1% APAP affected protein and GSH contents in
the studied tissues. This dose induced muscle wasting. Several
mechanisms could contribute to the APAP-induced muscle
wasting. The major one could be unsufficient bioavailability of
Cys for muscle maintenance due to APAP detoxification in the
liver. Decrease of muscle GSH could also generate a pro-
oxidative environment, a factor known to potentially contribute
to muscle wasting. It would be worthwhile to test whether muscle
wasting and the other metabolic alterations observed with the 1%
APAP diet could be reversed by increasing dietary SAA. This
study suggests that peripheral bioavailability of Cys and muscle
GSH are potential important players in the control of muscle
mass in chronic treatment with APAP, an analgesic medication of
widespread use, especially in the elderly.

Abbreviations: APAP, paracetamol (acetaminophen, N-acetyl-
para-aminophenol, 4-hydroxy-acetanilide); APAP-S, APAP-
sulfate; APAP-G, APAP-glucuronide; APAP-NAC, APAP-N-
acetylcysteine; APAP-Cys, APAP-cysteine; Cys, cysteine; EDL,
extensor digitorum longus; GM, gastrocnemius; GSH, glutathione;
N, nitrogen; NAPQI: N-acetyl-p-benzoquinone imine, SAA: sulfur
amino acid; SI, small intestine; SOL, soleus; TA, tibilais anterior.
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PUBLICATION	N°2	

Introduction & objectif : La formation d�adduits protéiques de paracétamol suite à une dose 

toxique a été bien décrite dans la littérature. Ces adduits se forment lorsque le NAPQI, produit 

par la phase I de détoxification du paracétamol, se lie au groupement thiol d�un résidu Cys 

d�une protéine, plutôt qu�à celui du GSH. Peu de travaux se sont portés sur la détection de ces 

adduits à dose thérapeutique. Ils ont cependant permis de les mettre en évidence en faible 

proportion suite à une dose unique. Des résidus protéiques oxydés peuvent être également 

détectés à dose thérapeutique en prise aigue. La présente étude a été réalisée sur des rats 

adultes traités à 0,5% ou 1% de paracétamol dans le régime (Expérience 1) durant 17 jours. 

L�objectif était de quantifier la formation des adduits et l�apparition d�oxydation des protéines 

suite à une prise chronique de paracétamol. Le but était de disposer d�un outil permettant 

d�évaluer les altérations des protéines hépatiques, ceci permettant par la suite de mettre en lien 

l�apparition de ces altérations avec l�altération de la masse musculaire.  

Méthodes : Les travaux ont été réalisés sur les foies des rats adultes traités (expérience 1) et 

les témoins. La préparation des échantillons est basée sur la technique préalablement publiée 

par Muldrew et al., (2002) avec quelques modifications. La validation de la méthode est 

présentée. Deux types d�approche ont été utilisés : une approche de métabolomique ciblée 

afin de quantifier les adduits du paracétamol aux protéines et une approche ouverte visant à 

identifier les molécules discriminantes, en particulier les acides aminés soufrés oxydés, 

supposés être plus sensibles au stress oxydant induit par le paracétamol. 

Principaux résultats : Les deux méthodes utilisées ont été validées et ont permis de détecter 

de faibles niveaux d�adduits et d�oxydation protéique. Les adduits paracétamol sont détectés 

dès la plus faible dose (0,5% du régime, soit un équivalent de 2g/j chez l�homme) alors que le 

GSH hépatique n�est pas déplété. La quantité d�adduits augmente avec la plus forte dose qui 

engendre une déplétion du GSH hépatique. La métabolomique ouverte montre une baisse des 

molécules soufrées fixées sur les protéines et une hausse des résidus oxydés comme 

l�hydroxy-tryptophane, avec la dose à 1%. 
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Conclusion : Bien que le traitement chronique n�ait conduit à aucune hépatotoxicité (mesure 

des transaminases hépatiques), quelle que soit la dose, les adduits paracétamol ont été 

détectés. En revanche, les autres modifications des protéines hépatiques surviennent 

principalement à la dose de 1%. Ces résultats montrent que même une dose faible, équivalente 

à 2 g/j chez l�homme conduit à des modifications des protéines au niveau hépatique. Sur le 

long terme, ces modifications pourraient avoir des répercussions sur le métabolisme protéique 

hépatique. 
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Highlights 

 APAP-protein adducts were quantified by a targeted metabolomics method 

  Untargeted metabolomics can be used to assess a wide range of protein modifications 

 APAP-protein adducts occurred without glutathione depletion and hepatotoxicity 

 Many other post-translational modifications occurred when glutathione was very low 
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ABSTRACT 

Liver protein can be altered under paracetamol (APAP) treatment. APAP-protein adducts and 

other protein modifications (oxidation/nitration, expression) play a role in hepatotoxicity 

induced by acute overdoses, but it is unknown whether liver protein modifications occur 

during long term treatment with non-toxic doses of APAP. We quantified APAP-protein 

adducts and assessed other protein modifications in the liver from rats under chronic (17d) 

treatment with two APAP doses (0.5% or 1% of APAP in the diet w/w). A targeted 

metabolomic method was validated and used to quantify APAP-protein adducts as APAP-

cysteine adducts following proteolytic hydrolysis. Its limit of detection was found to be 7 ng 

APAP-cysteine/mL hydrolysate i.e. an APAP-Cys to tyrosine ratio of 0.016 ‰. Other protein 

modifications  were assessed on the same protein hydrolysate by untargeted metabolomics 

including a new strategy to process the data and identify discriminant molecules. These two 

complementary mass spectrometry (MS)-based metabolic approaches allowed assessing a 

wide range of protein modifications induced by chronic treatment with APAP.  

Biological significance  

APAP-protein adducts were detected even in the absence of glutathione depletion and 

hepatotoxicity, i.e. in the 0.5% APAP group, and increased by 218 % in the 1% APAP group 

compared to the 0.5% APAP group. At the same time, the untargeted metabolomics method 

revealed a decrease in the binding of cysteine, cysteinyl-glycine and GSH to thiol groups of 

protein cysteine residues, an increase in the oxidation of tryptophan and proline residues and a 

modification in protein expression. This wide range of modifications in liver proteins 

occurred in rats under chronic treatment with APAP that did not induce hepatotoxicity. 

Keywords Chronic treatment � mass spectrometry � metabolomics � paracetamol � post-

translational modification � oxidized residue 



1. Introduction

Paracetamol also called acetaminophen or 4-hydroxy-acetanilide or N-acetyl-para-

aminophenol (APAP) is the most widely used drug for treating low to moderate pain around 

the world [1]. APAP is eliminated progressively from the body with an half-live of 2 h [2], 

and its metabolism occurs within the liver to generate molecular forms that are excreted in the 

urine (for a review see [3]). Briefly, APAP metabolism consists mainly in phase II 

detoxification (up to 90%) by direct conjugation with sulfate (sulfation pathway) or 

glucuronide. In phase I, APAP is converted by cytochrome P450 into the strong oxidizer N-

acetyl-p-benzoquinone imine (NAPQI), the toxic APAP’s metabolite. NAPQI formation 

dramatically increases when the sulfation pathway is saturated. NAPQI binds to thiol group of 

cysteine (Cys) residues from glutathione (GSH) or from proteins, forming APAP-GSH and 

APAP-protein adducts [4,5]. APAP-GSH is rapidly converted to Cys and mercapturate 

conjugates and excreted into urine[6]. Thus, NAPQI formation leads to decreased hepatic 

GSH [7] and protein thiols [8]. The extent of theses alterations should depend on APAP dose 

and treatment length. Significant decrease in liver GSH content leads to oxidative stress [9]. 

The loss of protein thiols has been reported to be much higher than the loss expected from 

covalent binding of APAP to liver proteins, at least in one study [8]; suggesting an additional 

oxidation of Cys residue. Moreover, the formation of mitochondrial APAP-protein adducts 

has been related to the development of acute hepatotoxicity. Indeed, these adducts induce 

mitochondrial peroxynitrite formation and mitochondrial permeability 

transition[10][10][10][10][10] [10], which amplifies the oxidative stress [11,12]. In an 

ultimate state, the APAP-induced oxidative stress will conduct to nitration of tyrosine [13-16] 

and tryptophan [17] residues of liver proteins, and leads eventually to necrotic cell death 

[12,18,19]. However, the physiological relevance of these adverse effects of APAP 



metabolism in chronic therapeutic treatments remains to be evaluated as most of the literature 

concerning APAP-induced protein alterations is based from single administrations of 

hepatotoxic doses of APAP (for reviews see [20,21]). APAP-protein adducts could 

accumulate over time since they are more persistent than APAP metabolites. APAP-protein 

adduct half-live was evaluated at 1-2 days in human plasma after acute overdoses of APAP 

[22,23] but is still unknown in liver. To our knowledge, APAP-protein adducts and other 

protein modifications have never been deeply investigated in the liver after chronic treatments 

with non-toxic doses of APAP.  

The aim of the present study was to quantify APAP-protein adducts in the liver from rats 

under chronic treatment with APAP and to analyze a wide range of the other APAP-inducible 

protein modifications. Two complementary mass spectrometry (MS)-based metabolomic 

analyses were performed on the same protein hydrolysate obtained by enzymatic digestion. 

The first metabolomic method consisted in a targeted quantification of APAP-Cys using 

liquid chromatography (LC) coupled to a triple quadrupole mass spectrometer. The second 

untargeted metabolomic analysis was performed with an Ultra Performance Liquid 

Chromatography (UPLC) coupled to a high resolution mass spectrometer aimed to assess a 

wide range of protein alterations. The originality of this untargeted method resides in the 

strategy used to process the data and identify the discriminant molecules among modified 

amino acids and peptides contained in protein hydrolysates. An in silico database was built up 

with all theoretical possible di- and tri-peptides including all oxidized forms of methionine 

and Cys. Indeed, theses residues are known to be particularly sensitive to oxidative stress [24-

26] and thiol proteins were expected to be affected by chronic treatment with APAP [8].  



2. Materials and methods  

2.1. Chemicals and reagents

Methanol, acetonitrile and L-tyrosine were purchased from Sigma-Aldrich (Saint Quentin 

Fallavier, France), ultrapure water (18.2 MΩ) from Millipore (Molsheim, France) and formic 

acid from Fluka (Saint Quentin Fallavier, France). The chemicals used were of analytical 

grade. APAP-Cys (3-(cystein-S-yl)acetaminophen) was purchased from Toronto Research 

Chemical (Brisbane Road, Toronto, Canada).  

Leucine-enkephaline (Sigma-Aldrich) was used as reference for mass measurements.  

Standard quality control (SQC) samples for untargeted metabolomics were prepared at a 

concentration of 10 µg/mL in water/acetonitrile (50/50, v/v) containing 0.1% formic acid. 

They are a mixture of L-tryptophan, L-phenylalanine, creatinine, colchicine, 2-

aminoanthracene (96%) (Sigma-Aldrich).  

2.2. Animal experiment 

Animal experiment was conducted in agreement with the Directive 2010/63/EU of the 

European Parliament and of the Council on the Protection of Animals used for Scientific 

Purposes. The protocol complied with the 3R (Replacement, Reduction, Refinement) rule and 

has already been described in Mast et al. (2014). 

Briefly, male 4-month-old Wistar rats (450 g, Janvier Labs, Saint Berthevin, France) were 

randomly divided into three groups and housed in individual cages with standard conditions 

(22 ± 1°C, 12h light/dark cycle).  The control group (0% APAP, n = 6) received a powdered 



standard laboratory food (A04 from SAFE, Villemoisson-sur-Orge, France) and two groups 

received APAP at the dose of either 0.5% w/w (0.5% APAP group, n = 7) or 1% w/w (1% 

APAP, n=7) in the standard diet during 17 days. At the end of the experiment, all animals 

were euthanized under pentobarbital anaesthesia (50 mg/kg, injected intra peritoneally) by 

aortic blood withdrawal. Liver was immediately removed, washed with saline, frozen in 

liquid nitrogen, and stored at -80°C until analyses. 

The two selected APAP doses (0.5% and 1%) were designed to be non-hepatotoxic, and 

respectively around or largely above the saturation threshold of APAP sulfation [27,28]. The 

cumulative APAP ingestion of 2.0 ± 0.1 and 3.7 ± 0.3 g/17 d in 0.5% APAP group and 1% 

APAP group respectively was not hepatotoxic according to plasma transaminase activities 

[29]. As expected, the GSH-dependent detoxication pathway was highly activated in 1% 

APAP group and liver GSH content was strongly depleted in the 1% APAP group but 

unchanged in the 0.5% APAP group compared to the control group. Liver samples from this 

study were suitable to study APAP-induced protein alterations in the liver under chronic 

treatment that was not hepatotoxic.  

2.3. Biological sample preparation for metabolomic analysis 

2.3.1. Sample preparation 

Frozen liver were powdered in liquid nitrogen in a ball mill (Dangoumeau, Prolabo, Paris, 

France). Aliquots of frozen liver powders (150 mg) were homogenized in 1.2 ml of 10 mM 

sodium acetate, pH 6.5, and then sonicated for 10 s. Liver homogenates were centrifuged 10 

min at 16 000 x g and the resulting supernatants were dialyzed (3,500 kDa molecular mass 

cut-off, Slide-A-Lyzer Dialysis cassette, Thermo Scientific, Courtaboeuf, France) against 4 L 



of 10 mM sodium acetate buffer, pH 6.5, in order to eliminate APAP-Cys, amino acids and 

peptides. Dialysis buffer was replaced at 8 and 20 h and dialysis ended at 30 h. 

2.3.2. Protease digestion 

Protease digestion was performed according to Muldrew et al. [30] with modifications.  

Briefly, a solution of protease (8 U/ml, protease type XIV from Streptomyces griseus, Sigma-

Aldrich) was dialyzed as described above to remove contaminating amino acids. Dialyzed 

proteins samples and dialyzed protease were mixed (1V/1V) then incubated at 50°C for 18 h. 

After protease digestion, the samples were ultra-filtered through Amicon bioseparation 

Centrikon filter tubes (MWCO 3 000 kDa, Millipore) for 2 h at 6 000 x g. Ultra-filtrates were 

submitted to targeted and untargeted metabolomics approaches. A pooled quality control 

sample (PQC) was prepared by mixing 10 µL from each of the experimental hydrolysates. 

2.4. Targeted metabolomic approach 

APAP-Cys and tyrosine were quantified using a liquid chromatography (LC) Agilent 1100 

HPLC system (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) coupled to a triple quadrupole 

mass spectrometer (MS) API 2000 (Applied Biosystems/MDS Sciex, Foster City, CA, USA), 

equipped with an electrospray ionization source interface operating in the positive mode. MS 

parameters were optimized by direct infusion of standard solutions of APAP-Cys and tyrosine 

at 10 µmol/mL in water. Optimum analytical conditions were as follows:  the capillary 

voltage at 5000V, the source temperature at 450 °C, and GS1 and GS2 at 40 and 60, 

respectively.  Each standard was optimized one by one to choose the product ions providing 

the best sensitivity. 



Chromatographic separation was performed on an 150 x 2.1 mm Atlantis dC18 column 

(Waters, Saint Quentin en Yvelines, France), with particle size of 5 µm at a flow rate of : 200 

µL/min from 0 to 5 min; 300µL/min from 5 to 15 min; 200 µL/min from 15 to 23 min. 

Samples were eluted from the LC column using the following gradient: 0 to 5 min: 90% A; 5 

to 15 min: 10 to 100% B, 15 to 23 min: 90 % A. Solvent A was water containing 10 mM 

ammonium formate, and solvent B was methanol containing 10 mM ammonium formiate. 

Ultra-filtrates were 20-fold diluted in mobile phase A with 0.24 µg/mL of 4-4 amido phenyl 

aminothiazole as internal standard. Injection volume was set at 10 µL and samples were 

injected in triplicates.  

Quantification was achieved by measuring product ions (multiple reaction monitoring 

(MRM)) from the fragmentation of the protonated [M + H]+ molecules. The collision energy 

potential and the collision exit potential were then adjusted to optimize the signal for the most 

abundant product (daughter) ions (m/z 271>140 for the APAP-Cys m/z 234>192 for the 

internal standard, m/z 182>136 for the tyrosine) using nitrogen as the collision gas at a 

pressure of 10–3 mbar. Quantification was performed using calibration curves with external 

standards of APAP-Cys and tyrosine in blank matrix (supplemental Table). Kuskal & Wallis 

test was performed on tyrosine data to analyze the effect of the main factor (0%, 0.5% and 1% 

APAP dose) and Mann-Whitney-Wilcoxon tests were performed on APAP-Cys and APAP-

Cys/tyrosine data to analyze differences between 0.5% APAP and 1%APAP groups using the 

software R (version 3.1.0). False discovery rate was applied for both tests and P value < 0.05 

was considered as significant. 



2.5. Untargeted metabolomic approach 

2.5.1. Liquid chromatography  

The samples were analyzed on a Waters Acquity UPLC module (Saint Quentin en Yvelines, 

France) used for chromatographic separations. Separations were carried out at 30°C using a 

2.1 x 50 mm Acquity UPLC HSS T3 column (Waters), with a particle size of 1.8 µm at a flow 

rate of 0.4 mL/min. Samples were eluted from the LC column using the following gradient: 0 

to 2 min: 100% A; 2 to 15 min: 0 to 100% B; 15 to 22 min: 100% B. Solvent A was water and 

solvent B was acetonitrile, both solvents containing 0.1% formic acid. Injection volume was 

set to 6 µL.  

2.5.2. Mass spectrometry  

MS experiments were carried out on a Quadrupole - Time of Flight (QToF) mass 

spectrometer (QTofmicro from Waters, Saint Quentin en Yvelines, France), equipped with an 

electrospray ionization (ESI) source. Capillary voltage was set to 3 kV and cone voltage was 

optimized at 30 V. The scan time and the dwell time were fixed at 1 and 0.1 s, respectively. 

ESI needle and drying gas temperatures were set at 120 and 330°C, respectively. The drying 

and nebulizing gas flows (nitrogen) were set to 40 and 650 L/h, respectively. Data were 

acquired in positive ion mode, with a scan range from 70 to 1,000 m/z. 

All analyses were acquired by using the lockspray with a frequency of 5 s to ensure 

accuracy. Leucine-enkephalin was used as a lock mass compound. To avoid possible 

differences between sample batches, a Latin square [31] was carried out to obtain randomized 

analytical sequences. Each day, the repeatability of the injection was monitored using SQC 



samples injected three times at the beginning of the sequence and after three blank injections. 

The stability of the analytical system was monitored using PQC samples injected one time 

after the SQC samples and then after each set of ten samples. 

2.5.3. Data extraction and analysis 

All LC–MS data were processed using XCMS [32] to yield a data matrix containing retention 

times, accurate masses and normalized peak intensities. Raw data files were converted to 

NetCDF format using the Waters DataBridge software.  

Kruskal &Wallis tests were performed on all extracted ions to assess the effect of the main 

factor (APAP dose) as described above.  

Multivariate analyses were further carried out using SIMCA-P v11 software (Umetrics, 

Umeå, Sweden). Principal Component Analysis (PCA) was performed with the NIPALS 

algorithm on the log transformed data with Pareto scaling. Partial least square-based 

discriminant analysis (PLS-DA) was also performed on the log transformed data with Pareto 

scaling. The overall quality of the models was assessed by the cumulative R2 (R2Ycum) 

criterion, the fraction of the sum of squares explained by all the components, and by the 

cumulative Q2 (Q2cum) criterion, the fraction of the total variance of the matrix that can be 

predicted by all the components, as estimated by cross-validation. Predictive discrimination 

ability by cumulative Q2 (Q2cum) extracted was obtained according to the 7 fold cross-

validation default method of SIMCA-P software. Q2cum is a ratio of predicted residual sum 

of square (PRESS) vs residual sum of square (RSS). To verify that PLS components could not 

lead to classifications by chance, a permutation test was carried out (n = 100). For each test, 

samples were randomly assigned to each group. A PLS model was carried out and R2Y and 

Q2cum were computed. Results of this test are displayed on validation plots. These plots show 



on the X axis the correlation coefficient with the original non permuted sample (value 1) and 

R2Y and Q2cum values on the Y axis. Logically, permuted samples must lead to poor 

predictive models with low Q2cum values and therefore the regression line of Q2cum values 

must have a negative intercept. Variable importance on projection (VIP) values were obtained 

as indicators of importance of each ion in the PLS-DA model. 

2.5.4. Metabolite identification 

Mass spectra were annotated for each discriminant ion (P < 0.05 and VIP > 1.5) to identify 

the parent ion, adducts and isotopes, as well as the in-source fragments likely to provide 

structural information.  

To obtain accurate masses and molecular formulae, a small number of samples were 

analyzed using an ultra-high resolution Thermo Scientific LTQ Orbitrap Velos hybrid mass 

spectrometer operating in full scan mode (m/z 70−1,000) at 30,000 resolving power. Several 

online chemical databases were queried by molecular formula or accurate mass to search for 

hypotheses of chemical structures: KEGG (http://www.genome.jp/kegg/), the Human 

Metabolome Database (HMDB; www.hmdb.ca). In addition, a customized in-house database 

on peptides was built. It comprised all peptides reported in HMDB and in BIOPEP database 

(BIOPEP [33] www.uwm.edu.pl/biochemia), as well as all possible di- and tri-peptides. 

Furthermore, the most likely forms of peptides oxidized on Cys and methionine residues were 

predicted in silico and their monoisotopic masses were included in the in-house database by 

adding 15.994915 Da for Cys sulfenic acid (Cys-SOH or C(SOH)) and methionine sulfoxyde 

(Met-SO), 31.98983 Da for Cys sulfinic acid (Cys-SO2H) and methionine sulfone (Met-SO2), 

and 47.984745 Da for Cys sulfonic acid (Cys-SO3H) to monoisotopic masses of all peptides 

containing Cys or methionine residues.  



2.6. Method validations 

2.6.1. Targeted metabolomics approach 

The validation of the quantitative targeted method was performed by the evaluation of inter-

day calibrations, linearity of the calibration curve, limits of detection and quantification, and 

accuracy. 

The calibration curves were obtained by plotting the peak area against concentration using 

a linear regression model. For APAP-Cys and tyrosine, a series of 5-7 different concentration 

levels were prepared (as described in Supplemental Table 1) and each solution was injected 3 

times, and repeated 3 days, to determine precision and accuracy. Integration of the LC-

MS/MS SRM peaks was performed using the AB-Sciex Analyst processing software (Applied 

Biosystems/MDS Sciex, Framingham, MA).  

The achieved limits of detection and quantification were respectively calculated as the 

amount of analyte able to produce a signal three- and ten-times higher than the noise of the 

baseline in a chromatogram of an blank matrix sample after estimating the original amount in 

a given matrix.  

2.6.2. Untargeted metabolomics approach 

In untargeted metabolomics, there is often a large variability in the samples due to sample 

collection, storage and pretreatment, and intra/inter-individual variations [34], compared to 

the changes of interest induced by the experimental intervention. So, it is very important to 



quantify the analytical variability. This validation is focused on the study on the instrument 

stability in terms of retention times, masses and peak intensities. 

2.7. Glutathione quantification 

Frozen liver was finely pulverized in liquid nitrogen using a ball mill (Dangoumeau, 

Prolabo, Paris, France). Total GSH (reduced plus oxidized) was quantified with a 

spectrometer using a standard enzymatic recycling procedure and 5,5'-dithio-bis-2-

nitrobenzoic acid (Ellman�s reagent) as oxidant as previously described [35]. Kruskal 

&Wallis test was performed to assess the effect of the main factor (APAP dose) as described 

for ions extracted from the untargeted metabolomics analysis (see above).  

3. Results  

3.1. Liver APAP-protein adducts quantified by targeted metabolomic 

3.1.1. Methodological aspects 

Linear calibration curves were obtained by plotting the peak area ratios of the tyrosine or 

APAP-Cys and the internal standard, against the corresponding analyte concentrations. MRM 

transitions, linear ranges, limits of quantitation and detection are shown in Table 1. Analytical 

inter-assay variability of quality controls was lower than 20% and bias lower than 10% for 

both tyrosine and APAP-Cys (Table 1 and supplemental Table). Calculation of APAP-Cys to 

tyrosine molar ratio has the advantage to avoid the quantification of the quantity of protein 



submitted to hydrolysis for standardization. The limit of quantification of 7 ng APAP-Cys/ml 

of hydrolysate corresponded to an APAP-Cys to tyrosine ratio of 0.016 �. The individual 

ratio ranged from 0.17 to 5.35 � in present rat liver protein hydrolysates.  Six h after a single 

injection of a toxic dose of APAP (1 g/kg body weight) in overnight-fasted 8-12-week-old 

rats, APAP-protein adducts were 0.4 nmol/mg of liver proteins [36] with a method derived 

from Muldrew et al. [30]. Assuming a tyrosine content of 200 µmol/g of protein [37], such a 

value of 0.4 nmol/mg would translate into an APAP-Cys to tyrosine ratio of 2 �, a value 

being within the range presently obtained. Thus, the present targeted method gave precise 

data that were consistent with previously reported values of APAP-protein adducts in rat liver.  

3.1.2. Dose response to chronic treatment with APAP on APAP-protein adducts in rat liver

This is the first report of APAP-protein adducts in liver of rats under chronic treatment with 

APAP. Liver APAP-protein adducts already formed in the 0.5% APAP group. It further 

increased by 218 % in the 1% APAP group compared to the 0.5% APAP group (Table 2).  

3.2. Screening of proteins alterations by untargeted metabolomics approach 

3.2.1. Methodological aspects 

As usual, criteria used for validation was the reproducibility of i) retention times and accurate 

masses, essential for data alignment ii) peak intensities, essential to detect variations in post-

translational modifications in amino acid residues apart from the amino acid composition of 

proteins that is not expected to change. 



For the compounds in SQC samples, retention time variability was found to be very low, 

with all coefficients of variation (CV) values lower than 0.88%. CVs for masses were below 

0.003% during the full batch analysis. 

The evaluation of the variability of peak intensities in PQC samples throughout the 4 d are 

presented in Figure 1A. Low intensity ions showed the greatest variability. These results 

indicate that repeatability was related to signal intensity, as observed in previous studies [38], 

because of analytical reasons but also of problems in peak picking during data processing. 

Figure 1B represents PCA (normalized pareto scaled) of 60 injected samples (20 in 

triplicates) and 7 injected PQC, in positive ion mode, carried out on all extracted ions. This 

figure illustrates that the variability between the individual biological samples was higher than 

the variability of PQC samples. The main source of variability can be attributed to biological 

variation and not variations in the analytical system, which demonstrated the suitability of the 

developed method.  

In addition, the fact that tyrosine, quantified in hydrolysates by the targeted method, was 

not significantly different between the three experimental groups (Table 2), eliminated the 

need to normalize the untargeted metabolomics results. 

3.2.2. Metabolic profiles of liver protein hydrolysate  

In positive ESI, a total of 961 ions were extracted. PLS-DA (Figure 2) was able to clearly 

discriminate APAP doses with a good quality of the model (R2Y=0.987, Q2cum=0.785). 

These results support that the amounts of some compounds were highly modified by the 

chronic treatment with both 0.5% and 1% APAP diets. Ions significantly affected by APAP 

dose were subjected to identification.  



3.2.3. Identification of markers of protein alterations induced in liver by APAP treatment 

Out of the 69 significant ions (P < 0.05, VIP value > 1.5) including redundant information 

(i.e. isotopes, adducts, and in-source fragmentation), parent ions were filtered in order to be 

used in databases for queries. Fifteen metabolites were successfully identified or annotated 

using high resolution MS analyses (exact masses and mass spectra) and 2 putative molecules 

were characterized among the significant features (Table 3), following the MSI 

(Metabolomics Standards Initiative) recommendations [39].  

The molecule with the highest VIP value, i.e. APAP-Cys, was the sole molecule detected 

only in protein hydrolysates from APAP-treated groups (not present in the 0% APAP group, 

Table 3). Four VIP compounds were metabolically related to Cys: cystinyl-glycine; cysteinyl-

glutathione disulfide ; cystine resulting respectively from the binding of cysteinyl-glycine, 

GSH and Cys (small thiol molecules) to the thiol group of Cys residues of liver proteins ; and 

lastly a tri-peptide including one Cys sulfenic acid residue (EC(SOH)C). These VIP 

compounds were not significantly affected in the 0.5% APAP group but strongly decreased in 

the 1% APAP group compared to the two other groups. The irreversible oxidation of 

tryptophan (W) residues of liver proteins was affected by APAP treatment since a peptide 

containing an oxidized tryptophan residue (W(O2)) and free hydroxy-tryptophan were higher 

in the 1% APAP group than in the two other groups. W(O2) could be either the N-

formylkynurenine or dioxindolylalanine  residues, which have already been described as 

oxidized tryptophan residues in peptides or proteins [40,41]. Pyro-glutamyl-glutamine was 

also found higher in the 1% APAP group than in the two other groups. Pyro-glutamyl is also 

called oxo-proline since it is an oxidized form of proline residue of proteins [42,43]. Pyro-

glutamyl is produced during one of the common post-translational modifications, and may be 

formed naturally by an enzymatic synthesis from N-terminal glutamine under mild acid 



conditions or as an artifact from N-terminal glutamic acid under very acid conditions in 

proteins or peptides (Zheng 2011). Taking into account our experimental conditions, pyro-

glutamyl would not be an artifact but most likely result from proline oxidation. Finally, 

several peptides differed between the three groups, especially between the 1% APAP group 

and the other two groups (Table 3). 

4. Discussion 

This is the first report of liver protein alterations induced by chronic treatment with APAP 

using an original approach based on two complementary MS-based metabolomics methods 

run on the same protease hydrolysates. The targeted metabolomics approach allowed reliable 

quantification of APAP-protein adducts, whereas the untargeted metabolomics approach 

provided a wide (semi-quantitative) view of protein alterations including APAP-protein 

adduct formation and changes in i) post-translational modifications of cysteine residues, ii) 

oxidation of other residues, iii) protein expression. Two major results were obtained. APAP-

protein adducts formed even in the absence of GSH depletion.  Post-translational modification 

of cysteine residues, oxidation of tryptophan and proline residues, and protein expression 

were markedly altered when GSH was strongly depleted with the highest studied dose (1% 

APAP in the diet), although no hepatotoxicity was observed (see graphical summary). 

 The fact that liver APAP-protein adducts occurred in the absence of hepatotoxicity 

reinforces recent observations that APAP-protein adducts were present in serum from patients 

who received the maximal daily therapeutic dose of APAP for human, 4 g/d, for 10 d [44] and 

in liver 1 h after a single injection of a very low dose of APAP (15 mg/kg) in overnight fasted 

mice [45]. In that human study as well as in the present rat study there was no significant 

relationship between serum or liver APAP-protein adducts and transaminase activities. 



APAP-protein adducts were observed without depletion in GSH ruling out the paradigm of 

APAP metabolism, which is that APAP-protein adduct occurs when GSH depletion reached 

about 70% [46]. This paradigm has recently been questioned [21]. Actually, NAPQI bound 

simultaneously to proteins and to GSH. Binding of NAPQI to GSH in the liver can be 

assessed by the quantitative daily excretion of the corresponding end-products i.e. Cys- and 

mercapturate-APAP conjugates in the urines. The urinary excretion of theses end-products 

increased by 346% in the 1% APAP group compared to the 0.5% APAP group due to 

saturation of the sulfation pathway [29].  The magnitude of this increase (corresponding to the 

increase in daily NAPQI binding to GSH) was higher than the increase in APAP-protein 

adducts measured in liver after 17 d of treatment (218%). So, NAPQI binds preferentially to 

GSH rather than to protein thiols. Actually, GSH is the most efficient intra-cellular anti-

oxidant compound, despite the fact that protein thiols are more abundant than GSH in tissues 

(for review see [47]). 

As expected, the first VIP revealed by the untargeted metabolomics analyses was APAP-

Cys that strongly increased with APAP dose. Unfortunately, the magnitude of this increase 

could not objectively be compared to the variation calculated from quantitative 

measurements, since untargeted metabolomics provides only semi quantitative levels. 

Untargeted metabolomics did not reveal any APAP adducts with amino acids other than Cys, 

ruling out that, under chronic treatment with non-hepatotoxic APAP doses, APAP-protein 

adducts form on amino acid residues other than Cys [48], in particular on lysine residues of 

specific proteins [49]. Major other post-translational modifications sensitive to APAP dose 

were various cysteine disulfides and Cys sulfenic acid residues. Their levels decreased with 

the increase in APAP-protein adducts suggesting that the extensive NAPQI binding to protein 

Cys residues reduced the availability of protein thiols for binding of small thiol molecules and 

for mild oxidation to sulfenic acid. The formation of APAP-protein adducts was likely 



favored over physiological disulfide formation because NAPQI is a highly reactive alkylating 

molecule. The decrease in physiological protein disulfides observed in the 1% APAP group 

could also result from a decrease in the concentration of small thiol molecules. Indeed, the 

strong decrease in liver GSH observed in the 1% APAP group (Table 2) could contribute to 

the decreased glutathionylation in that group compared to the two other groups. Present 

alteration in glutathionylation was consistent with the already reported role of such 

modification in hepatotoxicity in mice [50]. But, knowing that present chronic 1% APAP 

treatment did not induce any hepatotoxicity, metabolic consequences, if any, of 

glutathionylation alterations in the 1% APAP group are unknown. A decrease in cysteinyl-

glycine was expected in the 1% APAP group since it is the direct catabolite of GSH and could 

explain that cystinyl-glycine almost disappeared in the 1% APAP group. The peptide 

EC(SOH)C decreased in the 1% APAP group despite an increase in the oxidation of some 

amino acid residues of proteins other than sulfur amino acid residues (see below). Protein 

sulfenic acids are widespread physiologically relevant reversible post-translational oxidative 

modifications that can be detected at basal levels in healthy tissue [51]. The possible 

metabolic consequences of decreased EC(SOH)C needs to be further studied. No form of 

oxidized methionine residues discriminated the three groups suggesting that the activity of the 

methionine sulfoxide reductase was high enough to maintain the physiological level of 

methionine sulfoxide  [52] and that the oxidative stress was not strong enough to generate the 

irreversible methionine sulfonic residue in liver proteins under our experimental conditions . 

Post-translational oxidative modifications of tryptophan such as hydroxyl-tryptophan, N-

formylkynurenine and dioxindolylalanine increased with APAP dose but not nitrated 

tryptophan. Nitration of tryptophan residues in liver proteins has already been reported after 

hepatotoxic acute administration of APAP in mice [17]. Nitration of tryptophan and tyrosine 

play a role in APAP-induced  necrotic cell death [12]. Consistently with the absence of 



hepatotoxicity in the 1% APAP group, none of the discriminating compounds was nitrated in 

the present study.  

Post-translational oxidation of proline seemed also increased with APAP dose. Rats fed 

with 1% APAP in a 15% casein diet for 10 days exhibited oxoprolinurea due to alterations in 

the glutathione metabolic cycle, and this was reversed by adding 0.5% of methionine in the 

1% APAP diet [53]. Whether the oxidation of proline residues of liver proteins induced by the 

1% APAP diet can significantly contribute to the reported oxoprolinuria would deserve 

further investigation.  

In addition to discriminating post-translational modifications, the untargeted metabolomics 

method also revealed changes in the composition of liver proteins likely due to differential 

protein expression. Indeed, peptides were present in protein hydrolysates despite the extensive 

degradation by the protease type XIV from Streptomyces griseus resulting from the mixture 

of at least three caseinolytic activities and one aminopeptidase activity (Sigma-Aldrich). 

Discriminating peptides revealed modifications in the composition of liver proteins likely 

resulting from the cellular response to 1% APAP treatment, notably to the strong depletion of 

GSH. This is supported by the fact that a large number of liver proteins were already 

described as differentially expressed in mice after acute administration of APAP, even at 

subtoxic dose [54]. Few changes have also been reported in the rat serum proteome in the 

absence of liver injury after acute subtoxic dose of APAP [55]. 

The diet containing 1% of APAP has previously been considered as an equivalent of the 

dose of 4 g/d for human [56], which is the maximum prescribed therapeutic dose, at least in 

Europe. Interspecies comparison of present APAP doses has already been discussed, APAP 

dose of the 1% APAP group would correspond to 1.5 to 1.7 fold the maximum therapeutic 

human dose [29]. However; rats fed the 1% APAP diet did not shown any sign of 

hepatotoxicity and the pattern of metabolites excreted in the urine from theses rats were close 



to APAP metabolites excretion in human [29]. So, it is reasonable to think that present results 

are relevant for human under long term treatment with non-hepatotoxic dose of APAP.  

5. Conclusion

The two complementary MS-based metabolomic approaches allowed the description of 

APAP-induced modifications in liver proteins using the same hydrolysate. The comparison of 

two chronic treatments with non-hepatotoxic doses clearly showed that APAP-protein adducts 

can be formed even in the absence of significant GSH depletion and hepatotoxicity. The 

highest APAP dose studied, which strongly decreased liver GSH, increased APAP-protein 

adducts, oxidized tryptophan and proline residues, decreased the physiological binding of 

small thiol molecules (GSH, Cys and cysteinyl-glycine), and also modified protein 

expression. GSH and at a lower extent protein thiols exerted a protective effect against 

NAPQI toxicity. Moreover, differential protein expression revealed that liver set up an 

adaptive response to the chronic treatment with the highest APAP dose studied. Knowing the 

potential deleterious effect of post-translational modifications on protein functions, it would 

be interesting to set up nutritional interventions to prevent such modifications. 

Acknowledgments 

This work was supported by Institut National de la Recherche Agronomique (INRA), France. 

The authors would like to acknowledge Philippe Lhoste and Philippe Denis from the 

Installation Expérimentale de Nutrition for animal care.  

Conflict of interest 

All authors declare that they have no conflict of interest. 



Compliance with Ethical Requirements  

Animal experiment was conducted in agreement with the Directive 2010/63/EU of the 

European Parliament and of the Council on the Protection of Animals used for Scientific 

Purposes. The protocol complied with the 3R (Replacement, Reduction, Refinement) rule.

REFERENCES  

[1] Prescott L. Oral or intravenous N-acetylcysteine for acetaminophen poisoning? Ann 

Emerg Med. 2005;45(4):409-13. 

[2] Nelson E, Morioka T. Kinetics of the metabolism of acetaminophen by humans. J Pharm 

Sci. 1963;52:864-8. 

[3] Prescott LF. Kinetics and metabolism of paracetamol and phenacetin. Br J Clin 

Pharmacol. 1980;10:S291-S8. 

[4] Jollow DJ, Mitchell JR, Potter WZ, Davis DC, Gillette JR, Brodie BB. Acetaminophen-

induced hepatic necrosis. II. Role of covalent binding in vivo. J Pharmacol Exp Ther. 

1973;187(1):195-202. 

[5] Streeter AJ, Dahlin DC, Nelson SD, Baillie TA. The covalent binding of acetaminophen to 

protein. Evidence for cysteine residues as major sites of arylation in vitro. Chem Biol 

Interact. 1984;48(3):349-66. 

[6] Jagenburg R, Nagy A, Rodjer S. Separation of p-acetamidophenol metabolites by gel 

filtration on Sephadex G 10. Scand J Clin Lab Invest. 1968;22(1):11-6. 

[7] Buttar HS, Chow AYK, Downie RH. Glutathione alterations in rat-liver after acute and 

subacute oral-administration of paracetamol. Clin Exp Pharmacol Physiol. 1977;4(1):1-6. 



[8] Tirmenstein MA, Nelson SD. Acetaminophen-induced oxidation of protein thiols - 

Contribution of impaired thiol-metabolizing enzymes and the breakdown of adenine-

nucleotides. J Biol Chem. 1990;265(6):3059-65. 

[9] Wu GY, Fang YZ, Yang S, Lupton JR, Turner ND. Glutathione metabolism and its 

implications for health. J Nutr. 2004;134(3):489-92. 

[10] Tirmenstein MA, Nelson SD. Subcellular binding and effects on calcium homeostasis 

produced by acetaminophen and a nonhepatotoxic regioisomer, 3'-hydroxyacetanilide, in 

mouse liver. J Biol Chem. 1989;264(17):9814-9. 

[11] Reid AB, Kurten RC, McCullough SS, Brock RW, Hinson JA. Mechanisms of 

acetaminophen-induced hepatotoxicity: role of oxidative stress and mitochondrial 

permeability transition in freshly isolated mouse hepatocytes. J Pharmacol Exp Ther. 

2005;312(2):509-16. 

[12] Jaeschke H, McGill MR, Williams CD, Ramachandran A. Current issues with 

acetaminophen hepatotoxicity--a clinically relevant model to test the efficacy of natural 

products. Life Sci. 2011;88(17-18):737-45. 

[13] Hinson JA, Pike SL, Pumford NR, Mayeux PR. Nitrotyrosine-protein adducts in hepatic 

centrilobular areas following toxic doses of acetaminophen in mice. Chem Res Toxicol. 

1998;11(6):604-7. 

[14] Hinson JA, Michael SL, Ault SG, Pumford NR. Western blot analysis for nitrotyrosine 

protein adducts in livers of saline-treated and acetaminophen-treated mice. Toxicol Sci. 

2000;53(2):467-73. 

[15] Cover C, Mansouri A, Knight TR, Bajt ML, Lemasters JJ, Pessayre D, et al. 

Peroxynitrite-induced mitochondrial and endonuclease-mediated nuclear DNA damage in 

acetaminophen hepatotoxicity. J Pharmacol Exp Ther. 2005;315(2):879-87. 



[16] Ishii Y, Iijima M, Umemura T, Nishikawa A, Iwasaki Y, Ito R, et al. Determination of 

nitrotyrosine and tyrosine by high-performance liquid chromatography with tandem mass 

spectrometry and immunohistochemical analysis in livers of mice administered 

acetaminophen. J Pharm Biomed Anal. 2006;41(4):1325-31. 

[17] Ishii Y, Ogara A, Katsumata T, Umemura T, Nishikawa A, Iwasaki Y, et al. 

Quantification of nitrated tryptophan in proteins and tissues by high-performance liquid 

chromatography with electrospray ionization tandem mass spectrometry. J Pharm 

Biomed Anal. 2007;44(1):150-9. 

[18] Jaeschke H, Gores GJ, Cederbaum AI, Hinson JA, Pessayre D, Lemasters JJ. 

Mechanisms of hepatotoxicity. Toxicol Sci. 2002;65(2):166-76. 

[19] James LP, Mayeux PR, Hinson JA. Acetaminophen-induced hepatotoxicity. Drug Metab 

and Dispos. 2003;31(12):1499-506. 

[20] Bond GR. Acetaminophen protein adducts: a review. Clin Toxicol. 2009;47(1):2-7. 

[21] McGill MR, Jaeschke H. Metabolism and Disposition of Acetaminophen: Recent 

Advances in Relation to Hepatotoxicity and Diagnosis. Pharm Res. 2013;30(9):2174-87. 

[22] Davern TJ, 2nd, James LP, Hinson JA, Polson J, Larson AM, Fontana RJ, et al. 

Measurement of serum acetaminophen-protein adducts in patients with acute liver failure. 

Gastroenterology. 2006;130(3):687-94. 

[23] James LP, Letzig L, Simpson PM, Capparelli E, Roberts DW, Hinson JA, et al. 

Pharmacokinetics of Acetaminophen-Protein Adducts in Adults with Acetaminophen 

Overdose and Acute Liver Failure. Drug Metab and Dispos. 2009;37(8):1779-84. 

[24] Stadtman ER. Oxidation of free amino acids and amino acid residues in proteins by 

radiolysis and by metal-catalyzed reactions. Annu Rev Biochem. 1993;62:797-821. 

[25] Levine RL, Mosoni L, Berlett BS, Stadtman ER. Methionine residues as endogenous 

antioxidants in proteins. Proc Natl Acad Sci U S A. 1996;93(26):15036-40. 



[26] Wojdyla K, Williamson J, Roepstorff P, Rogowska-Wrzesinska A. The SNO/SOH TMT 

strategy for combinatorial analysis of reversible cysteine oxidations. J Proteomics. 

2015;113(0):415-34. 

[27] Liu L, Klaassen CD. Different mechanism of saturation of acetaminophen sulfate 

conjugation in mice and rats. Toxicol Appl Pharmacol. 1996;139(1):128-34. 

[28] Klaassen CD, Boles JW. Sulfation and sulfotransferases .5. The importance of 3'-

phosphoadenosine 5'-phosphosulfate (PAPS) in the regulation of sulfation. FASEB J. 

1997;11(6):404-18. 

[29] Mast C, Joly C, Savary-Auzloux I, Remond D, Dardevet D, Papet I. Skeletal muscle 

wasting occurs in adult rats under chronic treatment with paracetamol when glutathione-

dependent detoxification is highly activated. J Physiol Pharmacol. 2014;65(5):623-31. 

[30] Muldrew KL, James LP, Coop L, McCullough SS, Hendrickson HP, Hinson JA, et al. 

Determination of acetaminophen-protein adducts in mouse liver and serum and human 

serum after hepatotoxic doses of acetaminophen using high-performance liquid 

chromatography with electrochemical detection. Drug Metab and Dispos. 

2002;30(4):446-51. 

[31] Williams E. Experimental Designs Balanced for the Estimation of Residual Effects of 

Treatments. Aust J Chem. 1949;2(2):149-68. 

[32] Smith CA, Want EJ, O'Maille G, Abagyan R, Siuzdak G. XCMS: Processing mass 

spectrometry data for metabolite profiling using Nonlinear peak alignment, matching, and 

identification. Anal Chem. 2006;78(3):779-87. 

[33] Minkiewicz P, Dziuba J, Iwaniak A, Dziuba M, Darewicz M. BIOPEP database and 

other programs for processing bioactive peptide sequences. J AOAC Int. 2008;91(4):965-

80. 



[34] Scalbert A, Brennan L, Fiehn O, Hankemeier T, Kristal BS, van Ommen B, et al. Mass-

spectrometry-based metabolomics: limitations and recommendations for future progress 

with particular focus on nutrition research. Metabolomics. 2009;5(4):435-58. 

[35] Malmezat T, Breuille D, Pouyet C, Mirand PP, Obled C. Metabolism of cysteine is 

modified during the acute phase of sepsis in rats. J Nutr. 1998;128(1):97-105. 

[36] McGill MR, Williams CD, Xie Y, Ramachandran A, Jaeschke H. Acetaminophen-

induced liver injury in rats and mice: comparison of protein adducts, mitochondrial 

dysfunction, and oxidative stress in the mechanism of toxicity. Toxicol Appl Pharmacol. 

2012;264(3):387-94. 

[37] Obled C, Arnal M. Age-related changes in whole-body amino acid kinetics and protein 

turnover in rats. J Nutr. 1991;121(12):1990-8. 

[38] Gika HG, Theodoridis GA, Wilson ID. Liquid chromatography and ultra-performance 

liquid chromatography-mass spectrometry fingerprinting of human urine: sample stability 

under different handling and storage conditions for metabonomics studies. J Chromatogr 

A. 2008;1189(1-2):314-22. 

[39] Sumner LW, Amberg A, Barrett D, Beale MH, Beger R, Daykin CA, et al. Proposed 

minimum reporting standards for chemical analysis Chemical Analysis Working Group 

(CAWG) Metabolomics Standards Initiative (MSI). Metabolomics. 2007;3(3):211-21. 

[40] Simat TJ, Steinhart H. Oxidation of Free Tryptophan and Tryptophan Residues in 

Peptides and Proteins. J Agric Food Chem. 1998;46(2):490-8. 

[41] Todorovski T, Fedorova M, Hoffmann R. Mass spectrometric characterization of 

peptides containing different oxidized tryptophan residues. J Mass Spectrom. 

2011;46(10):1030-8. 

[42] Stadtman ER, Levine RL. Free radical-mediated oxidation of free amino acids and amino 

acid residues in proteins. Amino Acids. 2003;25(3-4):207-18. 



[43] Xu G, Chance MR. Hydroxyl radical-mediated modification of proteins as probes for 

structural proteomics. Chem Rev. 2007;107(8):3514-43. 

[44] Heard KJ, Green JL, James LP, Judge BS, Zolot L, Rhyee S, et al. Acetaminophen-

cysteine adducts during therapeutic dosing and following overdose. BMC Gastroenterol. 

2011;11. 

[45] McGill MR, Lebofsky M, Norris HRK, Slawson MH, Bajt ML, Xie YC, et al. Plasma 

and liver acetaminophen-protein adduct levels in mice after acetaminophen treatment: 

Dose-response, mechanisms, and clinical implications. Toxicol Appl Pharmacol. 

2013;269(3):240-9. 

[46] Mitchell JR, Jollow DJ, Potter WZ, Gillette JR, Brodie BB. Acetaminophen-induced 

hepatic necrosis. IV. Protective role of glutathione. J Pharmacol Exp Ther. 

1973;187(1):211-7. 

[47] Di Simplicio P, Franconi F, Frosali S, Di Giuseppe D. Thiolation and nitrosation of 

cysteines in biological fluids and cells. Amino Acids. 2003;25(3-4):323-39. 

[48] Matthews AM, Roberts DW, Hinson JA, Pumford NR. Acetaminophen-induced 

hepatotoxicity - Analysis of total covalent binding vs specific binding to cysteine. Drug 

Metab and Dispos. 1996;24(11):1192-6. 

[49] Zhou LX, McKenzie BA, Eccleston ED, Srivastava SP, Chen NQ, Erickson RR, et al. 

The covalent binding of [C-14]acetaminophen to mouse hepatic microsomal proteins: 

The specific binding to calreticulin and the two forms of the thiol:protein disulfide 

oxidoreductases. Chem Res Toxicol. 1996;9(7):1176-82. 

[50] Yang X, Greenhaw J, Ali A, Shi Q, Roberts DW, Hinson JA, et al. Changes in Mouse 

Liver Protein Glutathionylation after Acetaminophen Exposure. J Pharmacol Exp Ther. 

2012;340(2):360-8. 



[51] Saurin AT, Neubert H, Brennan JP, Eaton P. Widespread sulfenic acid formation in 

tissues in response to hydrogen peroxide. Proc Natl Acad Sci U S A. 

2004;101(52):17982-7. 

[52] Drazic A, Winter J. The physiological role of reversible methionine oxidation. Biochim 

Biophys Acta. 2014;1844(8):1367-82. 

[53] Ghauri FYK, McLean AEM, Beales D, Wilson ID, Nicholson JK. Induction of 5-

oxoprolinuria in the rat following chronic feeding with N-acetyl 4-aminophenol 

(paracetamol). Biochem Pharmacol. 1993;46(5):953-7. 

[54] Ruepp SU, Tonge RP, Shaw J, Wallis N, Pognan F. Genomics and proteomics analysis 

of acetaminophen toxicity in mouse liver. Toxicol Sci. 2002;65(1):135-50. 

[55] Merrick BA, Bruno ME, Madenspacher JH, Wetmore BA, Foley J, Pieper R, et al. 

Alterations in the rat serum proteome during liver injury from acetaminophen exposure. J 

Pharmacol Exp Ther. 2006;318(2):792-802. 

[56] McLean AEM, Armstrong GR, Beales D. Effect of D-methionine or L-methionine and 

cysteine on the growth inhibitory effects of feeding 1-percent paracetamol to rats. 

Biochem Pharmacol. 1989;38(2):347-52. 



Figure legends  

Fig. 1 Validation of the untargeted method 

A Distribution of variability with respect to peak intensities, B PCA (normalized pareto 

scaled) of 60 injected samples (20 in triplicates) and 7 injected PQC (pool quality control 

sample), in positive ion mode, carried out on all extracted ions. 

Fig. 2 Partial least squares discriminant analysis on all extracted ions  

A Scores plot showing the dose effect (R²Y=0.987, Q²cum=0.785), B Graphical result of 100 

permutation test: R2 and Q2values with respect to the correlation coefficient between original 

and permutated data. 



Table 1 Development and validation of the targeted method to quantify tyrosine and APAP-Cys in liver protein hydrolysate 
Retention 

time 

(min) 

MRM 

Linear 

range 

[ng/mL] 

Correlation 

coefficient

R2

LLOQ

[ng/mL] 

LLOD 

[ng/mL] 

CV range 

(%) 

Bias range 

(%) 

Tyrosine 5.0 182-> 136 1,900 � 13,100 0.946 1,400 430 8 � 20 -10 � 4 

APAP-Cys 9.4 271 -> 140 8.6 � 183.1 0.998 7.1 2.1 5 � 17  -5 � 8 

Internal standard 

4-4 amido phenyl aminothiazole 
18.5 234 -> 192  

CV: Coefficient of variation 

LLOQ: Lower limit of quantitation (injected on column) 

LLOD: Lower limit of detection (injected on column) 

MRM: Multiple reaction monitoring 

Bias: difference between mean concentration found and level added in % 



Table 2 Dose responses to chronic treatment with APAP on liver protein content, glutathione 

concentration, and APAP-protein adducts 

Diet APAP 0% 0.5% 1% P value  

GSH (µmol/g) 6.63 ± 0.07a 6.77 ± 0.26a 2.70 ± 0.19b 0.003 

Tyrosine (µg/mL hydrolysate) 272 ± 12 287 ± 8 297 ± 12 NS 

APAP-Cys (µg/mL hydrolysate) nd 0.60 ± 0.12a 1.97 ± 0.19b 0.001 

APAP-Cys/tyrosine (� (mol/mol)) - 1.39 ± 0.27a 4.43 ± 0.35b 0.001 

Mean ± SE of the mean  

GSH: glutathione 

nd: not detectable 

P value for Kruskal &Wallis test (comparison of the three groups) or Mann-Whitney-

Wilcoxon test (comparison of the two APAP groups) 

a,b Within a row values not sharing a common upper letter are significantly different (P < 

0.05) 



Table 3 Identification of markers of APAP-induced alterations in proteins from rat livers 

Measured

mass 

 m/z 

RT 

(min) 
Identification  Formula VIP 0% APAP 0.5% APAP 1% APAP P value  

271.07478 4.7 APAP-Cys * C11H14O4N2S 7.4 1a 574b 1147c 0.003 

298.0265 1.3 cystinyl-glycine $ C8H15O5N3S2 5.9 2045a 1475a 20b 0.004 

370.07379 1.2 EC(SOH)C $ C11H19O7N3S2 3.8 1119a 735a 104b 0.003 

427.09578 1.4 cysteinyl-glutathione disulfide $ C13H22O8N4S2 3.4 2175a 1683a 359b 0.004 

241.03073 1.2 cystine * C6H12O4N2S2 2.7 1339a 899a 324b 0.003 

430.22913 4.3 KDAP or DAKP $ C18H31O7N5 2.4 1331a 2369b 3805c 0.003 

548.27173 6.8 IW(O2)VD, LW(O2)VD, 

IW(O2)DV or LW(O2)DV £

C26H36N5O6 2.4 364a 530b 1050c 0.003 

361.18305 2.8 RGE $ C13H25O6N6 2.2 426ab 309a 508b 0.009 

455.189 3.0 SPDH, SDPH or SDHP $ C18H25O8N6 2.1 553ab 396a 651b 0.015 

258.10876 1.0 pyroglutamyl-glutamine $ C10H15O5N3 2.1 835a 757a 1468b 0.006 

312.19177 5.6 PVP, PPV or VPP $ C15H24N3O4 2.0 295ab 215a 379b 0.029 

245.11322 5.3 EP or PE $ C10H16N2O5 1.9 1146a 1288a 736b 0.014 



415.21878 5.3 IGEP $ C18H30O7N4 1.8 379a 463a 275a 0.039 

360.14032 5.2 DPE $ C14H21N3O8 1.8 763ab 891a 572b 0.017 

295.12888 5.6 EF $ C14H18O5N2 1.8 302a 198a 173b 0.009 

434.15213 1.4 DDAN or DADN $ C15H23O10N5 1.7 1050a 1100a 724b 0.008 

373.2084 5.1 IGPS, LGPS, IGPS or LGPS £ C16H28N4O6 1.5 338ab 419a 327b 0.022 

221.09198 4.8 hydroxy-tryptophane $ C11H12O3N2 1.5 336a 365a 503b 0.004 

Mean of peak intensities 

RT: Retention time 

VIP: Variable importance in projection 

EC(SOH)C: tri-peptide containing a cysteine sulfenic acid residue, C(SOH) 

IW(O2)VD: tetra-peptide containing an oxidized tryptophan residue, N-formylkynurenine or dioxindolylalanine 

* Identified compounds (identification with chemical reference standards)  

$ Putatively annotated compounds (e.g. without chemical reference standards, based upon exact masses, mass fragmentation spectra and/or 

spectral similarities with public and home-mode spectral databases) 

£ Putatively characterized compound classes (e.g. based upon characteristic physicochemical properties of a chemical class of compounds, or by 

spectral similarity to known compounds of a chemical class) 

P value for Kruskal &Wallis test 

a,b Within a row values not sharing a common upper letter are significantly different (P < 0.05)  



Fig. 1 Validation of the untargeted method 

A Distribution of variability with respect to peak intensities, B PCA (normalized pareto scaled) of 

60 injected samples (20 in triplicates) and 7 injected PQC (pool quality control sample), in 

positive ion mode, carried out on all extracted ions.  



Fig. 2 Partial least squares discriminant analysis on all extracted ions 

A Scores plot showing the dose effect (R²Y=0.987, Q²cum=0.785), B Graphical result of 100 

permutation test: R2 and Q2values with respect to the correlation coefficient between original and 

permutated data. 



Supplemental Tables Detailed measurements of inter-assay accuracy and precision  

Table A  APAP-Cys 

APAP-Cys Added (ng/mL) Found mean (ng/mL) CV (%) Bias (%) 

L1 8.6 9.0 16.5 4.8 

L2 17.3 18.6 15.8 7.6 

L3 29.4 27.6 10.5 -6.2 

L4 43.2 42.1 15.4 -2.6 

L5 86.4 81.8 6.3 -5.3 

L6 135.6 139.7 6.6 3.0 

L7 183.1 185.9 5.1 1.5 

Table B Tyrosine 

Tyrosine Added (ng/mL) Found mean (ng/mL) CV (%) Bias (%) 

L1 4.7 4.22 20.2 -9.9 

L2 6.4 5.83 9.3 -8.5 

L3 6.9 7.19 6.6 3.8 

L4 9.4 9.38 8.3 0.2 

L5 13.1 12.63 7.6 -3.6 

CV: coefficient of variation 

Bias: difference between mean concentration found and level added in % 
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Expérience 2 : 

IMPACT DU TAUX PROTEIQUE DU REGIME SUR LE TISSU 

MUSCULAIRE ET LE GLUTATHION CHEZ LE RAT AGE TRAITE PAR 

CURES AU PARACETAMOL. 

- PUBLICATION	N°3:	Loss of muscle mass and decreased protein synthesis in long-term 

therapeutic paracetamol (acetaminophen) treatment in old rats. 

C. Mast, I. Savary-Auzeloux, D. Rémond, C. Pouyet, D. Centeno, G. Voyard, L. 

Combaret, D. Dardevet, I. Papet 

En préparation pour soumission à Journals of Gerontology Series A-Biological 

Sciences and Medical Sciences 

- DONNEES	COMPLEMENTAIRES:	Impact du taux protéique du régime sur la réponse à un 

traitement chronique au paracétamol.



129

DONNEES	PRELIMINAIRES

INTRODUCTION & OBJECTIF : 

Les résultats de l’expérience précédente ayant montré une perte de masse musculaire 

chez le rat adulte traité sur le long terme au paracétamol (Mast et al., 2014), la question de 

l’impact potentiel du paracétamol sur le développement ou l’aggravation de la sarcopénie au 

cours du vieillissement est apparue évidente. La perte de masse musculaire, sarcopénie, est 

aujourd’hui bien reconnue chez les personnes âgées (Janssen, 2011) ainsi que l’importance de 

la nutrition, en particulier protéique, dans sa mise en place/son aggravation (Dardevet et al., 

2003, 2012; Paddon-Jones et al., 2006; Wolfe, 2012; Volpi et al., 2013; Bauer et al., 2013; 

Deutz et al., 2014). Dans cette expérience, deux taux protéiques ont été choisis afin de 

reproduire deux situations nutritionnelles de la personne agée : 1) des apports protéiques 

suffisants (16%) et au-dessus du besoin 2) une situation d’apports protéiques faibles (8%), à la 

limite du besoin. En effet, la population âgée est caractérisée par une grande hétérogénéité qui 

se retrouve aussi dans le statut nutritionnel (Calvani et al., 2013). Le choix a été fait 

d’administrer le paracétamol incorporé aux croquettes et de le donner, sous forme de cures 

répétées. Le système de cures a été choisi afin de mimer le traitement des douleurs chroniques 

des personnes âgées qui conduit à la prise répétée de paracetamol. Ces douleurs chroniques, 

ont été définies par l’Américan Gériatric Society comme des douleurs quotidiennes présentes 

durant au moins 3 mois consécutifs (Ferrell et al., 2009). Cette durée a été réduite à deux 

semaines chez le rat afin de l’adapter à leur durée de vie. L’objectif de cette expérience était 

double : d’une part d’étudier l’impact du paracétamol administré en chronique sur le muscle 

squelettique chez l’âgé, et d’autre part d’analyser cet effet en fonction du taux protéique du 

régime. Dans cette partie sont présentés dans un permier temps, le comportement alimentaire 

de tous les lots, puis les résultats concernant les lots à 16% de protéines sont détaillés et 

discutés dans la publication n°3. Les résultats des lots à 8% de protéines sont présentés et 

discutés en données complémentaires. 

METHODES :  

Le détail des méthodes utilisées est fourni dans la publication n°3. Brièvement, les rats 

âgés de 22 mois ont été répartis en 5 groupes. Un lot témoin a été euthanasié au temps T0 de 



Tableau 1. Composition des régimes expérimentaux.  

Les quantités sont exprimées en g.kg-1 de matière sèche. APAP: paracétamol 

Tableau 2: Régime (g.j-1) et paracétamol (mg.kg-1.j-1) consommés. Les valeurs sont exprimées en 

moyenne ± SEM par périodes. 

APAP: paracetamol; C: Cure; CT: contrôle; IC: Inter-Cure; PF: Paif-Fed. 

a, b, c, d les valeurs ne partageant pas de lettre en commun sont significativement différentes 

(P≤0,05). x, y pour un temps donné, les valeurs ne partageant pas de lettre en commun sont 

significativement différentes (P≤0,05 ANOVA suive du test PLSD de Fisher) 

* P≤0,01; ** P≤0,001; APAP-8% vs. APAP-16%, test t de Student. 

T0 C1 IC1 C2 IC2 C3 
Régime ingéré (g.j-1)
CT 25,1  -  -  -  -  - 

± 0,7 
APAP-16% 24,7 16,6 22,5x 19,1x 19,7x 16,7x

± 0,8 ± 1,3 ± 0,7 ± 0,7 ± 0,2 ± 0,9
PF-16% 24,2 17,0 21,2x 18,8x 19,1x 17,1x

± 0,6 ± 0,4 ± 0,8 ± 0,4 ± 0,4 ± 0,2
APAP-8% 25,7 14,0 28,5y 11,9y 22,1y 9,1y

± 0,9 ± 2,1 ± 1,4 ± 1,9 ± 0,5 ± 1,1
PF-8% 24,8 12,9 24,1x 11,9y 22,2y 9,5y

± 0,7 ± 1,1 ± 0,6 ± 1,0 ± 0,3 ± 0,7
Effet temps a b a b c d 
APAP ingéré (mg.kg-1.j-1) 
APAP-16% - 257 - 299 - 267 

± 54 ± 31 ± 42 
APAP-8% - 211 - 191* - 161**

± 74   ± 74   ± 51 

ANOVA à mesure répétée (2 facteurs) 

-Temps : P < 0,001 
-Lot : P = 0,059 
-Temps x lot : P < 0,001 
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l’expérience (22 mois) afin d’évaluer l’évolution du statut musculaire entre 22 et 24 mois. Le 

lot APAP-16% a reçu un régime à 16% de protéines supplémenté à 1% de paracétamol (16%-

APAP-diet, tableau 1). Le lot PF-16% a reçu le même régime non supplémenté en 

paracétamol (16%-diet) en quantité identique à celle ingérée par le lot APAP-16% (pair-

feeding). Le même schéma a été appliqué aux lots à 8% de protéines (APAP-8% et PF-8%). 

Les lots APAP ont reçu le paracétamol par cures de deux semaines (C1, C2 & C3), espacées 

de deux semaines sans paracétamol (inter-cures, IC1 & IC2). Les lots APAP et PF ont été 

sacrifiés au terme de la 3ème cure. Les régimes à 8% ont été supplémentés en huile de poisson 

et en mélange minéral afin de les ajuster aux quantités apportées par les protéines de poisson 

supplémentaires des régimes à 16%. Les régimes ont été rendus isocaloriques par ajout 

d’amidon. Les animaux, ainsi que leurs ingérés, ont été pesés quotidiennement et leur 

composition corporelle a été analysée (Echo MRI) à chaque début et fin de cure. Les analyses 

statistiques ont été réalisées par ANOVA à mesures répétées suivies du test PLSD de Fisher 

pour les données concernant le poids, l’ingéré et la composition corporelle des animaux. Les 

données obtenues à l’euthanasie ont été analysées par ANOVA à une voie suivie du test t de 

Student. Les différences entre lots ont été considérées significatives pour P ≤ 0,05. 

EFFET DU TAUX PROTEIQUE DU REGIME SUR LA PRISE ALIMENTAIRE 

Les résultats des lots ayant consommés le régime à 16% de protéines sont présentés en 

détail dans l’article n°3. Ils ont été repris ici afin de les comparer aux lots à 8% de protéines. 

Ingéré. Le lot APAP-16% a significativement diminué son ingéré de 33% en C1 et C3 et de 

19% en C2 par rapport au T0 (Tableau 2). Le lot APAP-8% a significativement baissé son 

ingéré de 45% dès la 1ère cure (C1) (P ≤ 0, 001 vs. T0), sans différence significative avec le lot 

APAP-16%. En revanche, en C2 la baisse d’ingérée s’est aggravée (54%, P ≤ 0, 001 vs. T0) et 

l’ingéré moyen ainsi que la quantité de paracétamol reçue sont significativement inférieurs 

par rapport au lot APAP-16%. En C3 le lot APAP-8% a baissé d’avantage son ingéré à 65% 

du T0 (P ≤ 0, 001 vs. T0, P ≤ 0, 01 vs. C1 et P ≤ 0, 05 vs. C2). Ceci a conduit à une quantité 

de paracétamol ingérée par le lot APAP-8% significativement inférieure de 40% (P ≤ 0, 001) 

en C3, par rapport au lot APAP-16% (Tableau 2). Il est à noter qu’en IC1, le lot APAP-8% a 

fortement augmenté son ingéré, ce qui a conduit a un décrochage du lot pair-fed dont l’ingéré 

est significativement inférieure de 15% sur cette période (P ≤ 0,01). De ce fait, lors de l’IC2, 



A. Poids (g) 

B. Masse maigre (g) 

C. Masse grasse (g) 

Figure 1. Évolution du poids (A), de la masse maigre (B) et de la masse grasse (C) (g). Les valeurs 
sont exprimées en moyennes ± SEM 

APAP: paracétamol; C: Cure; CT: contrôle; IC: Inter-Cure; PF: Pair-Fed.  
a, b, les valeurs ne partageant pas de lettre en commune sont significativement différentes (P≤0,05 
ANOVA à mesure répétée suivie du test PLSD de Fischer). 

(2 facteurs) 

(2 facteurs)

(2 facteurs)
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le lot APAP-8% a été restreint afin qu’il n’y ait pas de différence d’ingéré significative entre 

ce lot et son PF. Cet effet ne s’est pas produit pour les lots à 16%. 

Poids, masses maigre et grasse. La composition corporelle ainsi que le poids des rats sont 

significativement modifiés suivant les variations d’ingéré (Figure 1, ANOVA à mesure 

répétée, effet temps P ≤ 0.001). Aucun effet lot n’a été mis en évidence pour ces paramêtres, 

mais une interaction entre le temps et le lot est à noter (Figure 1, ANOVA à mesure répétée, 

intéraction P ≤ 0.001). Au terme de la 3ème cure, les lots PF et APAP présentent un poids 

respectivement 12% (P ≤ 0,05) et 15% (P ≤ 0,01) inférieur au PF-16% (Figure 1). En ce qui 

concerne la masse maigre, à l’issue de la C2 et C3, la masse maigre du lot APAP-8% est 

inférieure de 11% (P ≤ 0,01) et 12% (P ≤ 0,01), respectivement par rapport au PF-16%. La 

masse grasse n’est jamais significativement différente entre les lots. 

 La présence du paracétamol dans le régime à faible taux protéique (8%) a conduit à un 

refus important du régime par les rats. L’ingéré est significativement plus faible pour le lot 

APAP-8% de 37% et 45% en C2 et C3 respectivement, par rapport au lot APAP-16%. Cette 

diminution a conduit à une ingestion plus faible de paracétamol (même supplémentation). De 

ce fait, cette étude ne permet pas de conclure sur l’effet spécifique d’un faible apport 

protéique avec un traitement chronique au paracétamol. Pour cette raison, les lots à 16% de 

protéines ayant maintenu un ingéré correct, ont été analysés séparement afin d’étudier 

l’impact du paracétamol en chronique sur la masse musculaire chez l’âgé (Publication n°3). 

L’analyse des lots à 8% de protéines est présentée par la suite sous forme de données 

complémentaires. 
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PUBLICATION	N°3	

Objectif: Le but de cette étude était de déterminer si les effets observés chez l�adulte, traité à 

1% de paracétamol, sur la perte de masse musculaire étaient présents chez l�âgé et si un 

traitement chronique conduisait à une aggravation/induction de la sarcopénie.  

Méthode: Le modèle utilisé est celui mis au point dans l�expérience 1 soit 1% de paracétamol 

administré dans un régime à 16% de protéines couvrant et étant supérieur au besoin. Dans 

cette expérience, le paracétamol a été administré par cures afin de mimer la prise récurrente 

de paracétamol chez les personnes âgées souffrant de douleurs chroniques. Les animaux ont 

donc reçu 3 cures de 2 semaines, chacune espacée de 2 semaines sans paracétamol et sacrifiés 

au terme de la 3ème cure. Durant les périodes inter-cure les animaux ont reçu le même régime 

qu�en cure, non supplémenté en paracétamol. Avant euthanasie les animaux ont reçu une large 

dose de valine 13C afin de mesurer la synthèse protéique musculaire et hépatique. 

Principaux résultats: Le traitement au paracétamol par cures a généré une perte de masse 

musculaire généralisée. Cette perte est associée à une diminution de la synthèse protéique 

musculaire ainsi qu�à une diminution du glutathion aussi bien musculaire que plasmatique et 

hépatique. 

Conclusion: Chez le sujet âgé, le traitement chronique sur le long terme génère une 

aggravation de la sarcopénie malgré des apports alimentaires couvrant et dépassant le besoin 

de l�organisme hors traitement. Les baisses du glutathion au niveau tissulaire et plasmatique 

et la diminution de la Cys libre circulante semblent confirmer l�hypothèse selon laquelle le 

paracétamol engendrerait un besoin supplémentaire au niveau hépatique qui ne pourrait pas 

être couvert par des apports alimentaires couvrant le besoin hors traitement.  
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INTRODUCTION 

Sarcopenia is the age-related involuntary loss of muscle mass and strength associated 

with normal ageing (1). Sarcopenia is a multifactorial event affected by intrinsic (e.g. age, 

hormonal change) and extrinsic (e.g. disease, nutrition) factors (2–4). When advanced, muscle 

loss is linked to morbidity and increased mortality (5, 6) and sarcopenia is a highly predictive 

factor of frailty (2, 5, 7–9). Medication is a common factor contributing to frailty (10–12) as it 

impacts nutritional status, weight loss and functional ability in elderly (13,14). Chronic pain is 

experienced by 25-76% of home dwelling elderlies and 83-96% of home care residents (15).  

The recommended first intention medicine for pain management in elderly is 

paracetamol (APAP) (15–17) as APAP is considered to be a safe drug with a good benefit/risk 

ratio. Nevertheless our previous work in adult rats fed ad libitum a 1% APAP diet (i.e. an 

equivalent of the therapeutic human dosage of 4g.d-1) for 17 days showed a 37% decrease in 

nitrogen balance associated with a 8% reduction in muscle mass (18). This chronic treatment 

decreased protein and GSH contents in all studied tissues (i.e liver, small intestine and 

gastrocnemius). As 43% of APAP was conjugated to sulphate and 11% to GSH (18) for 

detoxification purposes, this represented a significant additional utilization of cysteine (Cys). 

The elimination of APAP conjugates in urines led to an irreversible loss of Cys in urine. GSH 

and proteins represents the two storage forms of Cys (19) and their decreases associated with 

APAP intake leads to a potential decrease of Cys availability for protein synthesis. This 

decreased of Cys availability was supposed to be the main cause of the decline of muscle 

mass. 

Considering that, even in healthy well-nourished adults, chronic therapeutic APAP can alter 

GSH, protein anabolism and muscle mass, it remains to be evaluated if a chronically intake of 

APAP in the elderly population is safe regarding sarcopenia and frailty. Furthermore, with 

ageing, GSH concentration and synthesis, and the activities of antioxidant enzymes are 

already known to be altered (20, 21). In addition, it has been shown that APAP leads to a 

hepatic GSH decrease in old mouse that is not recovered after 24h (22) suggesting that 

chronic APAP treatment could lead to a severe GSH decrease if the GSH pool is not 

replenished between APAP administrations. With the potential additional decrease of GSH 

with the APAP intake, the resulting oxidative stress could indirectly cause a loss of muscle 

strength and functionality (23, 24). In oxidative stress situations, Cys is considered as a 

conditionally indispensable amino acid as its increased requirement could not be covered by 

its endogenous synthesis from methionine especially when protein intake remained low (25–

27). Cys requirement is then not covered and physiological priorities are probably not in favor 
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of muscle protein synthesis as it is not a vital organ. Taken all together, it may be 

hypothesized that chronic therapeutic treatments with APAP could be an additional risk factor 

for sarcopenia in elderly. Surprisingly, no study has been performed yet to objectively assess 

the impact of APAP on GSH status and Cys requirements and its potential risk in sarcopenia 

development. The aim of our study is then to provide an integrative view of the impact of 

APAP treatment on hepatic sulfur amino acid metabolism (GSH and aminothiols status and 

availability) and its consequences on muscle protein content and synthesis in old rats. 

MATERIALS AND METHODS 

Animals and experimental design 

This study was performed in accordance with current legislation on animal care and 

experimentation in France and received the approval (CE 02-12) of the local Ethical 

Committee, CEMEAA (Comité d’Ethique en Matière d’Expérimentation Animale Auvergne). 

Twenty-month-old male Wistar rats (Janvier Labs, Saint Berthevin, France), were 

acclimatized 8 weeks in individual cages under standard conditions (22 ± 1°C, 12 h light/dark 

cycle) and free access to water and food (A04 from SAFE (Scientific Animal Food and 

Engineering), Villemoisson-sur-orge, France). They were adapted for 5 days to the 

experimental control diet (i.e 16% protein diet without APAP). At the end of this adaptation 

period, rats were randomly divided into three groups based on body weight, food consumption 

and body composition (i.e. lean and fat masses). Ten rats were euthanized as control reference 

before the experimental period (CT, 745 ± 32 g), 15 rats (APAP, 710 ± 30 g) were submitted 

to 3 cure periods (C1, C2 and C3) of 2 weeks of APAP treatment (1% w/w of diet), spaced by 

2 weeks of intercure (IC1 and IC2) periods without APAP. Eleven rats (PF, 721 ± 33 g) were 

fed the control diet adjusted on APAP rats’ consumption along the experimental period. Body 

weight and food consumption were recorded daily. Body composition was assessed using 

magnetic resonance imaging (Echo MRI international, Houston, TX, USA) at the beginning 

and the end of every APAP cure. At the end of the experiment, APAP and PF rats were 

euthanized under pentobarbital anesthesia (50 mg/kg, intra peritoneal) by aortic blood 

withdraw. Plasma was separated by centrifugation at 2000 x g for 15 min at 4°C and 

immediately frozen in liquid nitrogen. Liver, small intestine (SI), spleen and kidneys were 

immediately removed washed with saline and weighed. Skeletal muscles: gastrocnemius

(GM), tibialis anterior (TA), soleus (SOL) and extensor digitorum longus (EDL) where 

carefully dissected from the left posterior leg and weighed. Immediately after being weighed 

GM, liver and SI were frozen in liquid nitrogen. All frozen samples were stored at -80°C 
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before analyses. Frozen tissues were finely pulverized in liquid nitrogen using a ball mill 

(Dangoumeau, Prolabo, Paris, France) prior to analyses. 

Paracetamol administration 

Powder APAP was mixed with all ingredients during preparation of the diet. The dose of 1% 

of diet was chosen as an equivalent of human 4 g/d reported to the amount of dry matter 

ingested in humans about 400 g/d as previously described (18). The cure model was chosen to 

reproduced treatment of chronic pain in human that is defined as daily pain lasting for at least 

3 months (28). The length of treatment was adapted here to rat lifespan. 

Measurement of in-vivo protein synthesis 

Protein synthesis rates were measured using the flooding dose method as previously described 

(29). Briefly, each rat received an intravenous injection of [1- 13C] valine (Cambridge Isotope 

Laboratories) (80%, 150 µmoles/100g body) 25 min before euthanasia to flood the precursor 

pool with [1- 13C] valine. GM muscle was chosen for protein synthesis assay because of its 

fiber type composition (mixed) and its size allowing multiple assays once milled. Free and 

protein-bound valine enrichments were determined as previously described (30).  

Calculations 

Absolute synthesis rate (ASR) was calculated as the product of protein fractional synthesis 

rate (FSR) and total protein content of the tissue and expressed in mg/d. Briefly, FSR (in %/d) 

was calculated from the formula: FSR = 100 x (Eb - En)/(Ea (t1/2) x t), where t is the time 

interval between the end of the bolus injection and the killing of rats (incorporation period 

expressed in day); En is the natural enrichment of protein-bound valine, measured on rats not 

submitted to [1- 13C] valine injection; Eb is the enrichment of protein-bound valine at the end 

of the incorporation period; and Ea (t1/2) is the 13C enrichment of free valine calculated at a 

time half-way between injection and killing, to take into account the decline in Ea during 

measurement. In plasma, an initial Ea (0) level was assumed to be 80% and Ea (t) was 

measured. The change in tissue Ea was assumed equivalent to plasma Ea change. Tissue Ea 

(t1/2) was then calculated by adding half of the difference between final and initial plasma Ea

to the final tissue Ea. 

Measurement of proteolysis activities 

The proteolytic activities were measured as previously described (31) with some 

modifications. Samples of powdered GM were homogenized in 10 vol of an ice-cold buffer 

(pH 7.5, 50 mM Tris-Cl, 250 mM sucrose, 10 mM ATP, 5 mM MgCl2, 1 mM DTT and 0.2 

mM PMSF). Proteasomes were isolated by three sequential centrifugations as described in 

(32). Briefly, homogenates were centrifuged at 10,000 x g for 20 min at 4°C. Supernatants 
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were then centrifuged at 151,500 x g for 30 min at 4°C. The resulting supernatants were 

finally centrifuged at 151,500 x g for 2h30 at 4°C. The resulting protein pellets were 

resuspended in 150 µl of a 20% glycerol buffer (pH 7.5, 50 mM Tris-Cl and 5 mM MgCl2, 

(buffer B)). Protein concentration was determined on these resuspended pellets using the Bio-

Rad protein assay kit. The proteasome chymotrypsin- and trypsin-like activities were 

determined by measuring the hydrolysis of the fluorogenic substrates succinyl-Leu-Leu-Val-

Tyr-7-amido-4-methylcoumarin (LLVY-AMC), (Enzo Life Sciences), succinyl-Leu-Arg-Arg-

AMC (LRR-AMC), (Pep Institute), respectively. Six microliters (~15 µg proteins) of the 

resuspended pellets from GM were diluted in 9 µl of buffer B and added to 60 µl of a reaction 

buffer (pH 7.5, 50 mM Tris-Cl, 12.5 mM MgCl2, 1.5 mM DTT, and 0.012 U apyrase) 

containing either 300 µM LLVY-AMC or 800 µM LRR-AMC to measure the proteasome 

chymotrypsin- and trypsin-like activities, respectively. Experiments were realized with and 

without inhibitors of the chymotrypsin-like (40 µM MG132; Enzo Life Sciences) and the 

trypsin-like (100 µM MG132). Activities were determined by measuring the accumulation of 

the fluorogenic cleavage product (AMC) using a luminescence spectrometer (FLX800, 

Biotek, Winooski, VT, USA) for 60 min at 380 nm excitation wavelength and 440 nm 

emission wavelength. Then, the activities were determined by calculating the difference 

between arbitrary fluorescence units recorded with or without MG132 in the reaction medium. 

The time course for the accumulation of AMC after hydrolysis of the substrate was analyzed 

by linear regression to calculate activities, i.e., the slopes of best fit of accumulation AMC vs. 

time. The final data were corrected by the amount of protein. Chymotrypsin- and trypsin-like 

activities are expressed in relative fluorescent unit (RFU).µg-1min-1. 

Tissue Protein content 

Total protein content was quantified after digestion of powdered tissue in 8 vol of 0.3 N 

NaOH at 37°C during 2h using a Bicinchoninic acid (BCA) assay reagent kit, as previously 

described (33). Bovine serum albumin (BSA) was used as standard. Total proteins were 

expressed as g or mg per organ. 

Tissue GSH content 

Total GSH (reduced plus oxidized) was quantified with an automated analyzer (ABX Pentra 

400, Horiba, Montpellier, France) using a standard enzymatic recycling procedure and 5,5'-

dithio-bis-2-nitrobenzoic acid (Ellman reagent) as oxidant (34). Total GSH was expressed as 

µmol per organ or muscle. 

Plasma amino acid measurement 

Plasma amino acids were purified, i.e. 500 μl of plasma was added to 125 μl of sulfosalicylic  
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acid solution (1 mol/L in ethanol with 0.5 mol/L thiodiglycol) previously completely 

evaporated. Norleucine (100 μl) was added as an internal standard. Amino acid concentrations 

were determined using an automated amino acid analyzer with BTC 2410 resin (Biotronic LC 

3000, Roucaire, Velizy, France). Amino acids concentrations were expressed in µmol/L. 

Plasma total aminothiols measurement  

Plasma total cysteine, homocysteine, cysteine-glycine and glutathione (aminothiols) were 

quantified by reversed-phase HPLC conditions and fluorescence detection (35). Briefly, 

aminothiols were reduced via incubation with tris-(2-carboxyethyl)-phosphine hydrochloride, 

followed by protein precipitation with trichloroacetic acid and derivatization with ammonium-

7-fluorobenzo-2-oxa-1,3-diazole-4-sulfonic acid. An Alliance HLPC system (Waters, 

Guyancourt, France) was equipped with a hypersil gold column (4.6 x 150 mm, 3 µ, Thermo 

Scientific, Illkirch, France). The two mobile phases consisted of A: 0.1M acetate buffer (pH 

4.5)–methanol 97:3 (v/v) and B: A: 0.1M acetate buffer (pH 4.5)–methanol 78:22 (v/v). 

Aminothiols were separated over 2 min with 100 % A at a flow rate of 1 ml/min, followed by 

100 % B (changed linearly over 1 min) at a flow rate of 1.0 ml/min for 7 min, and 5 min of 

column re-equilibration for a total run time of 16 min. Free aminothiols (i.e. reduced forms 

plus homo- and hetero-disulfide forms not bound to proteins) were quantified in plasma 

samples after removal of proteins, followed by reduction of di-sulfide bounds using the same 

analytical method. Plasma aminothiols bound to proteins through disulfide bridges were 

calculated as differences between total and free concentrations. Aminothiol concentrations 

were expressed in µmol/L. 

Hepatotoxicity marker measurements  

Hepatotoxicity was assessed by measurement of plasma aspartate transaminase (AST) and 

alanine transaminase (ALT) levels by photometric method using an automated analyzer (ABX 

Pentra 400, Horiba, Montpellier, France) and test kits A11A01629 and A11A01627 (Horiba), 

respectively. Data were expressed in IU.l-1. 

Statistical analysis 

Results are expressed as means ± SEM. Body weight, lean and fat masses were analyzed 

using analysis of variance (ANOVA) for repeated measures with time as the within-rat factor 

and group as the second variable followed by Fischer’s PLSD test when significant 

differences were obtained by ANOVA for repeated measure. Other results were analyzed 

using a one-way ANOVA followed by Student’s t test for unpaired data when significant 

differences were obtained for ANOVA. Significance was set at P ≤ 0.05 and trend at P ≤ 0.10. 
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Analyses were performed using XLSTAT for Windows, version 2013.1.01 software 

(Addinsoft, SARL, USA).  

RESULTS 

Daily food intake 

During the adaptation period, food intake was not significantly different between all groups 

(Table 1). During experimental period, APAP consumption led to a decrease of food intake, 

which was partially restored during the intercure periods (Table 1). Food intake was adjusted 

for the PF group and matched well that of the APAP group as there was no group effect or 

interaction with time effect (ANOVA for repeated measure). 

Body weight and composition. There was no significant difference in the initial body weights, 

lean and fat masses of rats between all experimental groups (Fig. 1). In both APAP and PF 

groups, body weights, fat and lean mass decreased along the decrease of food intake during 

the 3 cures (time effect P<0.001, ANOVA for repeated measures). However, APAP treatment 

had no further effect on these parameters as there were no group effects or interactions. 

Skeletal muscles and organs masses 

Skeletal muscles masses. Results are presented in Fig.2(A). Sum of hindlimb muscle masses 

of PF group tended to decreased by 13% at the end of the experimental period compared to 

the CT group (P=0.087). APAP treatment lead to a significant decrease of the sum of muscle 

masses by 11% and 23% when compared to the PF (P<0.05) and the CT group (P<0.001), 

respectively. When individual hindlimb muscles were considered, a similar decrease was 

observed. EDL mass decreased by 11% and 19% when compared to the PF (P≤0.05) and CT 

group (P≤0.001). APAP treatment also lead to a significant decreased in the GM (25%, 

P≤0.001) and TA (20%, P≤0.05) muscle masses when compared to the CT group. Compared 

to PF group APAP tended to decreased GM mass by 11% (P=0.074).  

Organ masses. Contrarily to skeletal muscle, small intestine and liver masses (Fig.2(B)) in the 

PF group were significantly decreased when compared to CT by 21% (P≤0.001) and 29% 

(P≤0.001), respectively. APAP treatment did not further decrease SI mass when compared to 

PF (21% P<0.001 vs CT). By contrast, APAP treatment did not result in a significant decrease 

of liver mass when compared to CT (+12%, P=0.075) and was significantly increased by 24% 

(P<0.01) than in the PF. 

Skeletal muscle and liver protein synthesis and protein content  

When compared to the CT group, skeletal muscle total protein content (Fig.3(A)) decreased 

by 18% (P≤0.05) and 30% (P<0.001) in the PF and APAP groups, respectively. The 



140

difference in muscle protein content between the PF and APAP groups tended (P=0.064) to 

decrease. Skeletal muscle protein synthesis (Fig.3(B)) was not significantly different from the 

CT in the PF whereas a significant decrease was observed in the APAP (16% (P≤0.05) and 

27% (P≤0.001) vs. PF and CT, respectively). Liver total protein content (Fig.3(A)) decreased 

by 20% (P≤0.001) and 15% (P<0.05) in the PF and APAP groups, respectively compared to 

the CT group. Compared to PF, APAP treatment had no further significant effect on liver total 

protein content. Liver protein synthesis (Fig.3(B)) decreased by 21% from the CT (P≤0.05) in 

the PF group whereas there was no significant difference with APAP treatment. At the 

contrary compared to PF group, liver protein synthesis was significantly increased by 20% 

(P≤0.05) in the APAP group. 

Skeletal muscle proteasome activities.

We have measured the step of protein degradation by the 26S proteasome, chymotrypsin- and 

the trypsin-like activities of the proteasome were not significantly difference between the 3 

groups (data not shown). 

GSH content in blood, small intestine, skeletal muscle and liver.

Blood GSH (Fig.4(A)) was not significantly different from the CT in the PF group whereas a 

significant increase by 74% was observed in the APAP group (P≤0.001). The same extent 

was observed compared to the CT group (P≤0.001) without modification of the hematocrit 

between all groups (data not shown). At the opposite plasma total GSH was not different from 

the CT in the PF group whereas a significant decreased occurred in APAP by 25% (P≤0.01) 

and 20% (P≤0.05) compared to CT and PF, respectively. When compared to the CT group, 

liver total GSH (Fig.4(B)) was decreased by 37% (P≤0.001) and 69% (P≤0.001) in PF and 

APAP group, respectively. APAP led to a further decrease by 51% compared to PF group 

(P≤0.001). At the contrary in small intestine total GSH was decreased by 20% in PF 

compared to CT group (P≤0.001) and no further depletion was observed with APAP. In 

skeletal muscle, compared to CT, PF total GSH content tended to decrease (P=0.085) whereas 

APAP led to a further decreased by 39% (P≤0.001) and 27% (P≤0.001) compared to CT and 

PF group, respectively. 

Plasma amino acids concentrations. 

Indispensable amino acids (IAA, (Table 2)) were decreased in PF and APAP group by 27% 

(P≤0.01) and 15% (P≤0.05), respectively when compared to CT. When treated with APAP, 

the concentration of IAA tended to increase (P=0.059) by 16% compared to PF. Regarding 

the sulphur amino acids, PF presented also significant decrease of methionine (-51%, 

P≤0.001), cystine (-50%, P≤0.001) and taurine (-39%, P≤0.001) in comparison to the CT 
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group. When rats were treated with APAP, plasma methionine and taurine concentrations 

were significantly increased +65%, (P≤0.001) and +29% (P≤0.05), respectively when 

compared to the PF group and tended to decrease when compared to the CT group (-20% 

P=0.091 and -21%, P=0.060, respectively). 

Plasma aminothiols concentrations  

Free forms. GSH concentration was unaffected in the PF group compared to CT, whereas the 

APAP treatment decreased GSH concentration by 29% (P≤0.001) and 27% (P≤0.01) when 

compared to the CT and PF groups, respectively (Table 2). Cysteine+cystine (Cyst(e)ine) 

concentration slightly increased in the PF (+13%, P≤0.05) when compared to the CT group, 

whereas the APAP group exhibited a decreased Cyst(e)ine concentration compared to the PF 

(-28%, P≤0.001) and the CT group (-20%, (P≤0.01), respectively. Homocysteine followed the 

inverse pattern with a significant decrease (-26%, P≤0.05) in the PF group compared to the 

CT whereas no more significant difference with the CT group was observed when rats were 

treated with APAP (Table 2). Compared with PF, homocysteine was significantly increased 

by 41% (P≤0.01) with APAP treatment. 

Protein-bound forms. The concentration of Cys bound to plasma proteins was similar between 

the 3 experimental groups (Table 2). The protein bound forms of GSH and homocysteine 

decreased significantly with the pair-feeding (-41% P≤0.001 and -32%, P≤0.05 respectively) 

whereas the APAP treatment increased back their concentrations to be no more significantly 

different from the CT group (GSH) or even increased when compared to the CT groups with 

the protein bound homocysteine forms (+28% and +117% vs CT and PF groups, 

respectively). Finally, plasma protein bound dipeptide Cys-Gly was only increased when rats 

were treated with APAP (+21% P≤0.05 and 32% P≤0.05 compared to CT and PF groups, 

respectively).  

DISCUSSION 

Aging is associated with a gradually decline in skeletal muscle mass and functionality 

named sarcopenia. This loss of muscle mass is associated with physical impairment, increased 

dependence, frailty and mortality. Pathophysiology of sarcopenia is complex and 

multifactorial. Among the leading factors, increased oxidative stress and inadequate protein 

intake are common feature with advancing age (36–38). Indeed, older persons have been 

shown to exhibit a decreased GSH status and an increased protein requirement to maintain 

skeletal muscle protein anabolism. Muscle mass loss occurring during ageing can also be 

worsened by incomplete recoveries after acute catabolic events occurring throughout the life. 
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This was described by (39) as the “catabolic crisis model”. To illustrate that concept, various 

results from our group have shown that after a catabolic event induced by glucocorticoids 

(Dardevet et al., 1995), starvation (Mosoni et al., 1999) or immobilization (Magne et al., 

2011), the muscle mass recovery after the catabolic event was not total in old rats, whereas it 

was entirely recovered in adults. The data from the present work are entirely in line with this 

concept as we have shown for the first time that repeated therapeutic APAP treatment could 

aggravate sarcopenia even with adequate protein intakes. Indeed, APAP repeated cures led to 

a 23% loss of muscle mass (vs CT) and 11% was specifically due to APAP (i.e. compared to 

PF). So long term repeated APAP treatment could be a non-negligible factor in secondary 

sarcopenia. We have recently shown that a similar impact of APAP treatment on muscle mass 

occurred in adults (18).  

Muscle mass is determined by the balance between anabolic and proteolytic pathways. 

As summarized recently by Dardevet et al (2012), the muscle anabolic response depends both 

on the availability of amino acids to stimulate protein synthesis and on the ability of the 

muscle to respond to the stimuli. Concerning this latter aspect, it is already known that aging 

is marked by a muscle protein metabolism resistance to anabolic stimuli such as insulin and 

amino acids (40–45). This is observed with adequate protein intakes and exacerbated with low 

protein supply (46, 47). The occurrence of an increased oxidative status with APAP treatment 

is probable as we have shown a decreased GSH level at the tissues levels, (muscle and liver) 

and in plasma. Indeed, the decreased muscle GSH content is known to stimulate the oxidative 

stress in aging muscle (22, 48, 49).Oxidative stress is one of the factors able to induce muscle 

anabolic resistance and, as such, is considered to be a contributing factor to sarcopenia (50). 

In the present study, the increased oxidative stress is generalized as, compared to PF, the 

protein-bound forms of aminothiols (GSH, Hcy and Cys-Gly) increased with APAP whereas 

free forms mainly decreased (GSH and cyst(e)ine). Consequently, in the present study, an 

inhibition of the muscle response to anabolic factors in the APAP treated animals due to an 

increased oxidative stress can contribute to decreased protein synthesis. 

The second possibility explaining the decreased muscle anabolism is the decreased 

availability of AA (considered as limiting AA and as signal). First, we have shown that 

repeated APAP cures significantly decreased muscle ASR compared to PF whereas no effect 

was observed on proteasome activities. Consequently, the hypothesis of a decreased 

availability of one or several AA to synthesize overall muscle protein synthesis deserves 

thorough discussion. It is common knowledge that if an indispensable amino acid is missing 

or is metabolic need is increased (e.g. Cys in sepsis and acute inflammation) this leads to 
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decreased protein synthesis, particularly in muscle (51). In this context, our results show that 

APAP lead to a decreased in plasma Cys and a generalised decreased GSH status. In muscle, 

GSH decreased by 27% in comparison with PF; previous work having shown that GSH could 

be catabolised by muscle as source of Cys in case of Cys restriction (52, 53). Those data 

concur to show important requirements of Cys at the muscle level which; if Cys is not 

supplied sufficiently, this amino acid could become limiting for protein synthesis and 

ultimately lead to muscle mass loss. Usually, Cys is not a strictly indispensable AA but 

conditionally become indispensable when its endogenous synthesis from methionine and 

serine cannot be sufficient to cover the metabolic need (51). Our results shown that plasma 

methionine is increased in treated rats compared to PF but skeletal muscle cannot synthetize 

Cys from methionine as muscle lacks the necessary enzymes (54, 55). Skeletal muscle is 

hence dependent on Cys furniture by food intake, protein and GSH degradation and its 

endogenous synthesis mainly occurring in liver. As liver GSH was strongly decreased and 

plasma Cys was also decreased, we can hypothesized that liver endogenous Cys synthesis will 

be prioritise for its own needs. 

Conversely, protein liver mass and ASR increased with APAP repeated cures, 

compared to PF. This stimulated protein metabolism at the splanchnic level also fits with the 

concept of limiting AA for muscle protein synthesis. Indeed, splanchnic organs are known to 

have priority for use of circulating AA as the splanchnic extraction of amino acids has been 

shown to be increased with ageing (56). The decreased plasma free Cys with APAP treatment 

could then be the result of a higher splanchnic, and more precisely hepatic Cys extraction, due 

to the higher hepatic protein synthesis, and the increased Cys turnover for GSH synthesis as 

previously shown with therapeutic APAP doses (57). This higher hepatic utilization could 

limit the Cys supply to skeletal muscle. Another hepatic metabolic pathway capable to use 

Cys extensively is GSH synthesis. APAP detoxification takes place at the hepatic level (i.e. 

where the GSH decreased occurred at the largest extent). As we have previously shown (18), 

43% of APAP was conjugated to sulphate and 11% to GSH. Cys is the main source of 

sulphate and the limiting AA in GSH synthesis, and APAP represents a subsequent utilization 

of Cys to replenish GSH and sulphate stores. Liver is hence recognized to be a significant 

supplier of plasma GSH (58–60) and this mechanism is important for maintenance of 

peripheral GSH status and Cys availability. In accordance with our previous results the 

hepatic GSH decrease could be responsible for the peripheral (plasma and muscle) decreased 

in GSH stores. 
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In conclusion our results enlighten the fact that repeated APAP treatment lead to a 

decreased muscle protein synthesis and mass associated with decreased GSH status and Cys 

availability. Recent works have shown that protein need of elderly to maintain muscle mass 

could be higher than the standard recommendation of 0.8 g/kg/d (61–66). Our data reinforce 

the idea that it could be of importance to consider and record more carefully dietary protein 

intake of elderly people, particularly when they are subjected to chronic APAP treatment. 

This is even more important considering that medication is known to be a factor responsible 

to altered nutritional intake (13, 14) and considering that APAP is the first prescribed pain 

reliever in elderly populations. Consequently, interactions between chronic APAP treatment 

in elderly and protein intakes should require further investigations, including evaluation of the 

potential beneficial effect of Cys supplementation in elderly population chronically treated 

with APAP.
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FIGURES: 

Table 1. Food intake of rats, means by periods (g.day-1). Values are means ± SEM. 

 Adaptation  C1 IC1 C2 IC2 C3 

CT  25.1    -    -    -    -    - 

± 0.7      

PF  25.4  17.0  21.2  18.8  19.1  17.1 

± 1.0 ± 0.4 ± 0.8 ± 0.4 ± 0.4 ± 0.2

APAP  24.2  16.8  22.4  19.0  19.6  16.7 

± 0.6 ± 1.2 ± 0.6 ± 0.7 ± 0.2 ± 0.8

Time effect    a    b    b    d    d    b 

APAP: paracetamol group ; C: Cure; CT: control group IC: Inter-cure; PF: Pair-Fed group 

a,b,c,d significantly different (P<0.05) between each time point 

ANOVA for repeated measure 
-Time : P < 0,001 
-Group : P = 0,174 
-Time*group : P = 0,756 
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Table 2. Effect of APAP on free and bound plasma thiol and amino acids (µmol/l). Values are means ± SEM.

 Free forms Protein-bound forms Amino acids 

  GSH Cyst(e)ine  Hcy  Cys-Gly   GSH Cyst(e)ine  Hcy Cys-Gly IAAa Met CySS Tau 

CT   25.3 
 ± 0.8 

 116 
 ± 4 

   1.86 
± 0.20 

    0.93 
 ± 0.12 

   4.00 
 ± 0.32 

     79.4 
    ± 5.1 

   2.67 
± 0.22 

   1.16 
± 0.05 

1238 
 ± 98 

 34.7 
± 3.0 

  42.4 
 ± 3.6 

 194 
± 18 

PF   24.8 
 ± 1.1 

 131* 
 ± 4 

   1.39* 
± 0.11 

    0.76 
 ± 0.06 

   2.72* 
± 0.34 

     76.0 
    ± 3.2 

  1.58*** 
± 0.10 

   1.06 
± 0.08 

  901** 
 ± 66 

 16.9*** 
± 2.0 

  21.0*** 
 ± 3.1 

118*** 
   ± 7 

APAP   18.0***†† 
 ± 1.4 

94**††† 
 ± 5 

   1.95†† 
± 0.16 

    0.66 
 ± 0.06 

  4.06† 
± 0.44 

     84.6 
    ± 3.9 

 3.43*†† 
± 0.24 

  1.40*†† 
± 0.09 

1047*‡ 
 ± 40 

27.8§†† 
± 2.5 

 26.7** 
  ± 3.4 

152§† 
 ± 12 

a : Indispensable Amino Acids without valine because of the flooding dose.  
Cys : cysteine ; Hcy : homocysteine ; Cys-Gly : cysteinylglycine ; GSH : glutathione 
§ P≤0.10, * P≤0.05, ** P≤0.01, *** P≤0.001, vs CT, ‡ P≤0.10, † P≤0.05, †† P≤0.01, ††† P≤0.001 vs PF, unpaired Student’s t test. 
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A. Body weight (g)

 B. Lean mass (g) 

 C. Fat mass (g)

Figure 1. Effect of APAP on body weight (A), lean mass (B) and fat mass (C). Values are 
means ± SEM.
APAP: paracetamol group; C: Cure; CT: control group IC: Inter-cure; PF: Pair-Fed group 
Data not sharing a common letter are significantly different (ANOVA for repeated 
measurement, followed by Fisher’s PLSD test).

a b
c b

b d

a b
c b b d

500

550

600

650

700

750

800

0 13 26 39 52 65

a

bc b
c bc

d

a

bc b c bc
d

400

450

500

550

600

0 13 26 39 52 65

a
bc ab bc bc c

a
bc ab bc bc c

0

50

100

150

200

250

0 13 26 39 52 65C1          IC1         C2        IC2         C3

ANOVA for repeated measure:
- Time : P<0.001
- Group : P=0.328
- Time*Group : P=0.839

C1          IC1         C2         IC2         C3

ANOVA for repeated measure:
- Time : P<0.001
- Group : P=0.228
- Time*Group : P=0.072

ANOVA for repeated measure:
- Time : P<0.001
- Group : P=0.249
- Time*Group : P=0.922

C1          IC1         C2         IC2         C3

APAPPFC



151

A. Muscles masses 

B. Organs masses 

Figure 2. Effect of APAP on muscles (A) and organs (B) masses (g). Values are means ± SEM. 
APAP: paracetamol group; CT: control group; PF: Pair-Fed group. (A) Σ Muscles, GM and TA are expressed in g (left axis), EDL and SOL are 
expressed in mg (right axis). Σ muscles: sum of the 4 muscles studied, GM: gastrocnemius, EDL: Extensor Digitorum Lungus. TA: tibialis 
anterior, SOL: soleus. (B) SI: small intestine. 
§ P ≤ 0.10, ** P ≤ 0.01, *** P ≤ 0.001 vs CT, ‡ P ≤ 0.10, † P ≤ 0.05, †† P ≤ 0.01 vs PF, ANOVA followed by unpaired Student’s t test.
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A. Total protein content 

B. Absolute Synthesis Rate (ASR) 

Figure 3. Effect of APAP on liver and gastroc protein content (A) and Absolute Synthesis 
Rate (B, mg proteins synthesized/day).Values are means ± SEM.

APAP: paracetamol group; CT: control group; PF: Pair-Fed group 
* P ≤ 0.05, *** P ≤ 0.001 vs CT, ‡ P ≤ 0.10, † P ≤ 0.05 vs PF, ANOVA followed by unpaired 
Student’s t test. 
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A. Blood and plasma GSH (µmol/l) 

B. Organs total GSH (µmol) 

Figure 4. Impact of APAP on blood, plasma (A), and organs (B) GSH. Values are means ± 
SEM.  

APAP: paracetamol group; CT: control group; PF: Pair-Fed group, SI: small intestine 
§ P ≤ 0.10, ** P ≤ 0.01, *** P ≤ 0.001 vs CT, †† P ≤ 0.01, ††† P ≤ 0.001 vs PF, ANOVA 
followed by unpaired Student’s t test. 
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Figure 2. Effets du paracétamol sur la masse de la Σ des muscles, le GM (A), le TA, le SOL et l�EDL 
(B), l�intestin et le foie (C). Les valeurs sont exprimées en moyennes ± SEM

APAP: paracétamol; CT: contrôle; EDL: extensor digitorum lungus, GM: Gastrocnemius, PF: Pair-
Fed; SOL: Soleus, TA: tibialis anterior.  
* P≤0,05; **P≤0,01, ***P≤0,001 vs CT, � P≤0,05 vs PF, ANOVA suivie du test t de Student
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DONNEES	COMPLEMENTAIRES CONCERNANT	LES	LOTS	A	8%	DE	PROTEINES

RESULTATS :  

Poids des tissus et organes. Par rapport au lot contrôle de départ (CT), le lot APAP-8% 

présente une réduction de la somme de la masse des muscles étudiés de 28% (P ≤ 0,001), du 

gastrocnemius (GM) de 32% (P ≤ 0,001) (Figure 2.A), du tibialis (TA) de 31% (P ≤ 0,01), de 

l’EDL de 17% (P ≤ 0,01) et du soleus (SOL) de 20% (P ≤ 0,01) (Figure 2.B). En revanche, 

aucune différence n’est détectée par rapport au lot PF-8%. Il est à noter qu’aucune des masses 

musculaires mesurées n’est significativement différente entre le lot APAP-16% et APAP-8%. 

Ceci montre que malgré un ingéré protéino-énergétique plus élevé dans le lot APAP-16%, la 

plus forte ingestion de paracétamol a conduit à perte de masse musculaire équivalente à un lot 

présentant une dénutrition protéino-énergétique. La masse de l’intestin est significativement 

diminuée de 27% par rapport au CT (P ≤ 0,001), sans différence avec le PF-8% (Figure 2.C). 

En revanche, la masse du foie des APAP-8% est diminuée de 33% (P ≤ 0,001) par rapport au 

CT mais augmenté de 23% (P ≤ 0,01) par rapport au PF-8% (Figure 2.C). Cette 

augmentation de la masse hépatique par rapport au PF est du même ordre de grandeur que 

celle entre le lot APAP-16% et PF-16% (24%, P ≤ 0,001). Cependant les masses intestinales 

et hépatiques sont significativement plus faibles chez le lot APAP-8% en comparaison au lot 

APAP-16%. 

Protéines et synthèse protéique. Au niveau hépatique, les protéines totales et le taux de 

synthèse absolue (ASR) du lot APAP-8% sont diminués de 41% (P ≤ 0,001) et 33% (P ≤ 

0,01), respectivement par rapport au CT, sans différence avec le lot PF-8% (Figure 3). Il est à 

noter que les protéines et l’ASR sont significativement diminués chez le lot APAP-8% par 

rapport au lot APAP-16%. Au niveau musculaire, les protéines totales et l’ASR sont diminués 

de 35% (P ≤ 0,01) et 37% (P ≤ 0,05), respectivement par rapport au CT, sans différence avec 

le lot PF-8%. Aucune différence n’est mise en évidence entre le lot APAP-8% et APAP-16%. 

Glutathion. Au niveau hépatique, le glutathion (GSH) total est très fortement diminué chez le 

lot APAP-8%, de 85% (P ≤ 0,001) par rapport au CT. En comparaison au PF-8% il est 

diminué de 39% (P ≤ 0,01) (Figure 4). Le GSH total est aussi significativement diminué par 

rapport au lot APAP-16%, dont la déplétion par rapport au PF-16% est légèrement supérieure 

(50%). Au niveau intestinal, le GSH total est déplété de 43% (P ≤ 0,001) par rapport au CT, 



Figure 3. Effet du paracétamol sur les protéines et la synthèse absolue (ASR) hépatique (A) et  
musculaire (B). Les valeurs sont exprimées en moyennes ± SEM 

* P≤0,05; **P≤0,01, ***P≤0,001 vs CT, ANOVA suivie du test t de Student. ASR: absolute 
synthesis rate
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sans différence par rapport au PF-8%. Le lot APAP-8% est significativement inférieur au lot 

APAP-16% qui n’est pas différent de son PF-16%. Au niveau musculaire, le GSH total du lot 

APAP-8% est diminué de 56% (P ≤ 0,001) par rapport au CT et 30% par rapport au PF-8% (P

≤ 0,01). Le GSH total musculaire du lot APAP-8% est significativement inférieur au lot 

APAP-16% et les différences par rapport à leurs PF respectifs sont de la même ampleur, 27%-

30%. Au niveau sanguin, la variation est inverse, le GSH total des deux lots APAP est 

significativement plus élevé de 74% (P ≤ 0,001) pour le 16% et 73% (P ≤ 0,001) pour le 8%, 

par rapport au CT. Les deux lots PF ne sont pas significativement différents du lot CT. 

DISCUSSION :  

La consommation significativement plus faible de paracétamol du lot APAP-8%, 

comparé au lot 16% (36 et 40% en C2 et C3 respectivement); ne permet pas de conclure sur 

l’effet d’un faible apport protéique conjugué avec un traitement au paracétamol. Cependant, 

malgré une quantité de paracétamol plus faible, les baisses de GSH sont du même ordre 

grandeur quel que soit le tissu et l’élévation du GSH sanguin est la même. La comparaison 

des PF 16 et 8% montre que le statut en GSH des lots 8% est diminué au niveau hépatique et 

musculaire du fait de la restriction protéino-énergétique. Dans ce contexte, l’ingestion d’une 

dose 36-40% plus faible de paracétamol (APAP-8% vs APAP-16%) génère une déplétion du 

GSH de la même ampleur que la dose supérieure administrée dans un régime au-dessus du 

besoin protéino-énergétique (16% de protéines). Il en est de même pour l’élévation du GSH 

sanguin. Au niveau musculaire, le lot APAP-8% ne présente pas de différence significative 

avec son PF quel que soit le muscle étudié. Il en est de même pour les protéines totales et la 

synthèse absolue musculaires (APAP-8% vs PF-8%). En revanche, le lot APAP-8% n’est pas 

significativement différent du lot APAP-16% pour tous ces paramètres. Ceci met en lumière 

que la prise de paracétamol à hauteur de 1% dans un régime couvrant les apports protéiques 

(16%) conduit à une altération de la masse, des protéines totales et de la synthèse protéique 

équivalente à celle générée par une carence protéino-énergétique.  

D’après l’ensemble de ces résultats, il apparait primordial de prendre en compte le 

statut protéino-énergétique lors de la prescription de paracétamol en chronique chez le sujet 

âgé. D’une part, parce que la prescription de paracétamol, même à faible dose, lors d’apports 

protéino-énergétiques faibles risque de conduire à une baisse de l’ingéré liée aux fortes 

perturbations métaboliques engendrées, en particulier au niveau hépatique. D’autre part, la 

prise de paracétamol à la dose thérapeutique maximale avec des apports protéino-énergétiques 



A. 

B. 

Figure 4. Effet du paracétamol sur le GSH total hépatique, intestinale et musculaire (A) et sanguin 
(B). Les valeurs sont exprimées en moyenne ± SEM. 

* P≤0,05 ; **P≤0,001 vs CT, � P≤0,01 vs PF, ANOVA suivie du test t de Student

**
�

**

**
�

**

**

**

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

0
20
40
60
80

100
120
140
160
180
200

Liver SI GM

**
�

*

0
200
400
600
800

1000
1200
1400
1600

G
SH

 to
ta

l, 
fo

ie
 &

 in
te

st
in

 (µ
m

ol
)

G
SH

 to
ta

l m
us

cu
la

ire
 (µ

m
ol

)

G
SH

to
ta

l s
an

g
(µ

m
ol

.l-1
)

Foie Intestin Muscle 

Sang



155

couvrant le besoin physiologique basal génère un besoin supplémentaire qui n’est alors pas 

couvert par les apports. Au niveau de l’organisme, le besoin supplémentaire généré par la 

détoxification semble prioritaire sur l’homéostasie GSH et protéique corporelle puisqu’il en 

découle une mobilisation des réserves protéiques corporelles conduisant à une baisse 

généralisée de la masse musculaire. Cette hypothèse est supportée par les données 

préalablement obtenues dans la littérature montrant une altération de l’utilisation métabolique 

des protéines (Varela-Moreiras et al., 1991), une baisse du bilan azoté (Mast et al., 2014) 

ainsi qu’un arrêt de la croissance, (Reicks et al., 1988; Mclean et al., 1989) suite à la prise 

chronique de paracétamol.  
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Expérience 3: 

EFFET DU TRAITEMENT AU PARACETAMOL SUR LA 

CONSOMMATION ALIMENTAIRE EN PROTEINES CHEZ LE RAT 

ADULTE ET AGE.

-DONNEES	COMPLEMENTAIRES. Augmentation de l�apport protéique induite par l�ajout 

de paracétamol dans le régime.



158

INTRODUCTION & OBJECTIF :  

L’expérience précédente (n°2) a mis en évidence une forte réduction de l’ingéré 

lorsque le paracétamol est administré à hauteur de 1% dans un régime faible en protéine (8%) 

en comparaison à un régime riche en protéines (16%). D’autre part, une augmentation 

spontanée de la consommation en protéines, notamment d’origine animale riches en AAS, a 

été décrite chez des personnes âgées traitées au paracétamol durant 2 semaines (Pujos-Guillot 

et al., 2012). L’ajustement du taux protéique du régime semblait donc être un paramètre 

important de l’adaptation nutritionnelle des individus soumis à un traitement au paracétamol.  

Le but de cette étude était d’analyser si le rat, adulte ou âgé, était capable d’adapter 

son apport protéique en réponse à la présence de paracétamol dans le régime et si cette 

éventuelle adaptation conduisait à un maintien de l’apport alimentaire et du poids corporel. 

METHODE : 

Durant la période pré-expérimentale, les rats adultes (11 mois, n=25) et âgés (22 mois, 

n=35) ont été adaptés aux cages individuelles avec eau et régime standard (SAFE, A04) ad 

libitum durant 4 semaines. La période expérimentale s’est déroulée en trois phases distinctes 

durant lesquelles le poids des rats et leurs ingérés ont été contrôlés 3 fois par semaine. Les 

régimes expérimentaux utilisés étaient les mêmes que ceux de l’expérience précédente 

(Tableau 1, expérience 2). Les animaux ont été placés en cage individuelle durant 

l’intégralité du protocole. Lors de la première phase, les animaux ont eu à disposition les deux 

régimes expérimentaux sans paracétamol (8%- et 16%-diet, tableau 1) afin de les habituer 

aux régimes expérimentaux et d’étudier leur choix protéique avant traitement. Durant la 

seconde phase, les rats ont eu à disposition les deux régimes contenant 1% de paracétamol 

(8%-APAP et 16%-APAP-diet, tableau 1). La dernière phase a permis d’étudier la durée de 

l’effet induit par le paracétamol et de voir si les animaux retrouvaient un comportement 

similaire à celui avant traitement (phase 1). Durant cette 3ème phase les animaux ont à nouveau 

eu le choix entre les deux régimes sans paracétamol. L’expérience a été réalisée dans un 

premier temps chez les rats adultes, qui ont reçu 2 semaines de paracétamol (voir partie 

résultats), cette phase a été allongée à 3 semaines chez les rats âgés dont les capacités 

d’adaptation sont plus faibles. De même, les rats adultes ayant montré une stabilisation rapide 

durant la 3ème phase (voir partie résultats), elle a été écourtée à 1 semaine chez les rats âgés. 

Les données sont exprimées en moyennes ± SEM, elles ont été analysées par ANOVA 

à mesures répétées suivie du test PLSD Fisher. Les différences ont été considérées 

significatives pour P ≤ 0,05.  



A. Adultes           B. Âgés  

Figure 1. Effet du paracétamol sur l�ingéré (g/j) des rats adultes (A) et âgés (B). Les valeurs sont 
exprimées en moyennes ± SEM 

Les valeurs n�ayant aucune lettre en commun sont significativement différentes (P≤0,05) ANOVA à 
mesure répétée (1 facteur) suivie du test PLSD de Fisher. 

A. Adultes       B. Âgés 

Figure 2. Effet du paracétamol sur le poids des rats (g) adultes (A) et âgés (B). Les valeurs sont 
exprimées en moyennes ± SEM. 

Les valeurs n�ayant aucune lettre en commun sont significativement différentes (P≤0,05) ANOVA à 
mesure répétée (1 facteur) suivie du test PLSD de Fisher. 
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RESULTATS : 

Phase 1. La première phase a permis une adaptation des animaux au régime qui stabilisent 

leur ingéré à 26,5 ± 1,0 g/j et 25,7 ± 0,6 g/j (Figure 1), pour les adultes et les âgés 

respectivement (valeur considérée comme ingéré initial pour la suite). Le poids des animaux 

n’a pas subi de variation significative durant cette période (Figure 2). La proportion de 

régime à 16% de protéines consommé fluctue la première semaine et se stabilise les derniers 

jours à 51 ± 6% pour les adultes et 47 ± 3% pour les âgés (Figure 3).  

Phase 2. L’ajout de paracétamol conduit à une baisse significative de l’ingéré des rats le 

premier jour (Figure 1), de 49 % (P ≤ 0,001) chez les adultes, et 7% (P ≤ 0,05), chez les âgés. 

L’ingéré des rats âgés reste ensuite stable durant toute la période de traitement, excepté un 

jour en milieu de la semaine 3 et en fin de semaine 4 où l’ingéré diminue significativement de 

18% (P ≤ 0,001) et 16% (P ≤ 0,001), respectivement par rapport à l’ingéré initial. Chez les 

rats adultes, l’ingéré est plus fortement diminué, (ANOVA, effet âge P ≤ 0,001). A la fin de la 

2ème semaine il remonte significativement à -32% (P ≤ 0,001) de l’ingéré initial puis rechute 

à -50% (P ≤ 0,001) (Figure 1). Les rats âgés augmentent progressivement leur consommation 

de régime à 16% de protéine dès le début du traitement, cette augmentation atteint 21% et est 

significative (P ≤ 0,05) dès le début de la 2ème semaine avec paracétamol (Figure 3). Cette 

augmentation reste significative comparée au jour avant traitement, jusqu’à la fin de la phase 

2. Elle atteint son maximum les deux derniers jours, +32% (P ≤ 0,001), soit 69 ± 5% de 

régime à 16% de protéines consommé. Ceci se traduit par un maintien de la quantité de 

protéines consommées (Figure 4) et une augmentation progressive du ratio 

protéines/paracétamol ingéré (Figure 5). Cette élévation du ratio devient significative (+5%, 

P ≤ 0,05) dès le début de la 2ème semaine (comparaison au 1er jour de la phase 2). Ce ratio 

reste significativement plus élevé jusqu’au terme de la phase 2, avec un maximum de 13,5 ± 

0,4 g/g soit 11% d’augmentation par rapport au 1er jour (P ≤ 0,001). Les rats adultes suivent la 

même cinétique et augmentent leur proportion de régime APAP-16% consommé (P ≤ 0,001) 

à la fin de la 2ème semaine de traitement (Figure 4), par rapport à l’ingéré initial. La 

proportion de régime 16% consommé atteint un maximum de +60% soit 81%. Ceci se traduit 

par une augmentation du ratio protéines/paracétamol ingéré (Figure 5) qui augmente 

progressivement dès le 2ème relevé (+10%, P ≤ 0,05). Ce ratio se stabilise avant de ré-

augmenter en fin de phase avec un maximum de 14,5 ± 0,6 g/g (+32%, P ≤ 0,001).  

Le poids des rats âgés n’est pas affecté significativement par le traitement (Figure 2). 

En revanche les rats adultes, réduisant plus fortement leur ingéré, subissent une perte de poids 



A. Adultes      B. Âgé 

Figure 3. Effet du paracétamol sur la proportion de régime à 16% de protéines consommé (%/d) par 
les rats adultes (A) et âgés (B). Les valeurs sont exprimées en moyennes ± SEM 

Les valeurs n�ayant aucune lettre en commun sont significativement différentes (P≤0,05) ANOVA à 
mesure répétée (1 facteur) suivie du test PLSD de Fisher. 

A. Adultes      B. Âgés 

Figure 4. Effet du paracétamol sur la quantité de protéines consommées (g/j) par les rats adultes (A) 
et âgés (B). Les valeurs sont exprimées en moyennes ± SEM 

Les valeurs n�ayant aucune lettre en commun sont significativement différentes (P≤0,05) ANOVA à 
mesure répétée (1 facteur) suivie du test PLSD de Fisher. 
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significative (P ≤ 0,01) dès la fin de la 1ère semaine de traitement. La perte de poids est 

maximale au dernier jour de la phase 2, 12% (P ≤ 0,001). 

Phase 3. Le poids des rats âgés ne subit pas de variation significative durant cette phase 

(Figure 2). En revanche les rats adultes reprennent du poids dès le premier relevé, +6% (P ≤ 

0,05). Dès le second relevé, leur poids n’est plus significativement différent de la fin de la 

phase 1 (avant traitement). Ceci s’explique par la très forte augmentation, + 175%, de l’ingéré 

observée dès le premier relevé (P ≤ 0,001), s’élevant à 37,6 ± 1,2 g/j. L’ingéré est maintenu à 

cette hauteur la première semaine puis diminue et se stabilise à la valeur initiale (phase 1). 

Cette forte augmentation de l’ingéré est accompagnée d’une chute importante de la quantité 

de protéines ingérées. Dès le premier relevé le taux de 16% consommé diminue de 48% (par 

rapport au dernier relevé de phase 2, P ≤ 0,001) soit 40 ± 8%. Ce taux se maintient durant la 

3ème phase. Les rats âgés augmentent aussi leur ingéré dès le début de la phase 3, (+35%, P ≤ 

0,001) s’élevant à 28,8 ± 1,1 g/j, valeur supérieure de 12% à l’ingéré initial. 

DISCUSSION:  

Ces résultats montrent que quel que soit l’âge, l’administration de paracétamol conduit 

à une augmentation du ratio protéines/paracétamol ingéré, ce qui suggère que la prise 

chronique de paracétamol accroit le besoin protéique. Il apparait que chez l’âgé, le maintien 

de l’apport protéique permet de maintenir l’ingéré et le poids corporel. Bien qu’il n’y ait pas 

de différence significative entre les poids relevés, il y a un effet significatif du temps sur 

l’évolution du poids corporel (ANOVA à mesure répétée, P ≤ 0,001). Chez l’adulte en 

revanche, du fait de la plus forte réduction de l’ingéré, le poids est significativement diminué 

durant la phase de traitement. En revanche, il est immédiatement récupéré dès l’arrêt du 

traitement. Dans l’expérience précédente (Mast et al., publication n°3), les rats âgés ont réduit 

leur ingéré durant les cures, ceci conduisant à une perte de poids significative qui n’a jamais 

été totalement récupérée, contrairement aux adultes ici. Les rats adultes semblent posséder 

une plus grande plasticité qui leur permet de se remettre plus rapidement et totalement des 

variations de poids induites par le traitement. En effet, cette plus grande plasticité des adultes 

par rapport aux âgés a été montrée dans le cas du GSH, après administration de paracétamol 

les adultes récupèrent plus et plus rapidement que les âgés (Chen et al., 1990). Ceci a aussi été 

montré dans différentes situations de perte musculaire ou les âgés ont un manque de 

récupération de masse musculaire (Dardevet et al., 1995; Mosoni et al., 1999; Magne et al., 

2011). Cette absence de récupération chez l’âgé est connue comme le « crisis catabolic 

model » de la sarcopénie proposé par English & Paddon-Jones (2010). Le maintien de 



A. Adultes      B. Âgés 

Figure 5. Evolution du ratio protéines/paracétamol (g/g) ingéré par les rats adultes (A) et âgés (B). 
Les valeurs sont exprimées en moyennes ± SEM 

Les valeurs n�ayant aucune lettre en commun sont significativement différentes (P≤0,05) ANOVA à 
mesure répétée (1 facteur) suivie du test PLSD de Fisher. 
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l’apport protéique apparait donc être un enjeu plus important chez les âgés étant donné leur 

difficulté de récupération. 

Que ce soit pour les adultes ou pour les âgés, les résultats de cette étude permettent de 

mettre en évidence un besoin protéique spécifiquement induit par le traitement au 

paracétamol. En effet, l’augmentation de la proportion du régime à 16% consommée a lieu 

spécifiquement pendant la phase de traitement et s’estompe dès l’arrêt de celui-ci. Ceci 

explique probablement le refus du régime 8%-APAP dans l’expérience précédente (n°2,

données complémentaires). Les animaux n’ayant pas eu le choix, ont perçu le régime comme 

carencé. En effet, le régime à 8% de protéines n’étant vraisemblablement pas suffisant pour 

couvrir le besoin supplémentaire en Cys généré par le paracétamol, ils ont alors refusé de le 

consommer. De nombreux travaux ont mis en évidence que le rat développe une rapide et 

forte aversion alimentaire pour les régimes carencés en acides aminés indispensables (AAI, 

pour revue voir Gietzen et al., 2007). De même, les travaux montrent que lorsque le régime 

n’est plus carencé, le rat augmente très rapidement son ingéré par phénomène de 

compensation (Rogers & Leung, 1973). Le paracétamol générant une perte urinaire de 

cystéine, il est probable que les rats considèrent le régime à 8% comme carencé en 

méthionine/cystéine du fait de leur utilisation augmentée par le métabolisme hépatique de 

détoxification du paracétamol. 

  Ainsi, alors que le régime à 8% n’est carencé en aucun AAI, ceci confirmé par la 

bonne consommation du régime seul dans l’expérience précédente, l’ajout de paracétamol 

génère un besoin supplémentaire. L’animal perçoit alors le régime comme s’il était carencé et 

le refuse. En revanche, s’il a le choix avec un apport protéique supérieur (16%), l’animal âgé 

s’adapte en augmentant son apport protéique et ne développe pas de réaction d’aversion 

envers le régime. Il est à noter que dans cette expérience, les rats adultes ont réduits 

notablement leur ingéré durant toute la phase de traitement. Ceci peut être expliqué par leur 

faible consommation du régime 16% les premiers jours de phase 2, qui a probablement 

engendré la baisse d’ingéré. Les animaux adultes ont alors probablement été en insuffisance 

d’apports protéiques dès le départ qu’il était impossible de compenser à cause de la présence 

de paracétamol dans les deux régimes. 

En conclusion, ces données montrent que le paracétamol génère bien un besoin 

supplémentaire en protéines et que lorsqu’il a le choix, l’animal va adapter son apport 

alimentaire pour couvrir au mieux ce besoin. Cependant, les données de l’expérience 

précédente montrent qu’en absence de choix, l’animal préfère refuser le régime dû à la 

carence induite par le besoin supplémentaire généré par le traitement. Ces données sont en 
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accord avec les travaux précédents réalisés chez la personne âgée traitée chroniquement au 

paracétamol, dont l’ingéré protéique a été spontanément augmenté en réponse au traitement 

(Pujos-Guillot et al., 2012). 

Les résultats de l’expérience précédente (Mast et al., publication n°3) montrent que 

malgré un taux protéique élevé (16%), les animaux perdent significativement de la masse 

musculaire en comparaison au pair-fed. Ainsi, un fort apport protéique permet de ne pas 

générer d’aversion alimentaire et de maintenir un poids et un ingéré peu diminués, l’animal ne 

reconnait alors pas le régime comme carencé en Cys. Cependant, ceci n’est pas suffisant pour 

permettre un maintien de la masse musculaire, que ce soit à l’âge adulte (Mast et al., 2014) ou 

au cours du vieillissement (Mast et al., publication n°3).  
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PUBLICATION	N°4	

Introduction & objectif : Le but de cette étude était de tester l’hypothèse selon laquelle la 

perte musculaire engendrée par un traitement chronique au paracétamol est due à une 

utilisation de la Cys augmentée au niveau hépatique, conduisant à une moindre 

biodisponibilité de la Cys pour le muscle. 

Méthode : Le design expérimental et les mesures effectuées sont les mêmes que lors de 

l’expérience précédente sur le rat âgé traité par cures. Un lot traité à 1% de paracétamol dans 

un régime à 16% de protéines (APAP), et deux lots en pair-feeding de celui-ci : un lot sans 

traitement (PF) et un lot traité à 1% de paracétamol et supplémenté à 0,5% de Cys. La dose de 

Cys a été calculée pour couvrir uniquement la perte de Cys générée par la détoxification du 

paracétamol. 

Principaux résultats : Le paracétamol seul a généré une perte musculaire plus modérée que 

lors de l’expérience précédente, sans déplétion du GSH musculaire. La masse de l’EDL et du 

TIB ont cependant été diminuées. Au niveau hépatique, le GSH a été déplété et la masse ainsi 

que la synthèse protéique ont été augmentées. La supplémentation en Cys a permis de 

prévenir tout ou partie des effets induits par le paracétamol seul. 

Conclusion : Malgré que la perte musculaire ait été moins généralisée que lors de 

l’expérience précédente, les deux muscles diminués par le traitement ont vu leur masse 

préservée grâce à la supplémentation en Cys. Cette supplémentation a aussi permis de 

maintenir le statut en GSH. Ces résultats confirmeraient donc l’hypothèse de départ : les 

altérations liées à un traitement chronique au paracétamol seraient dues à un manque de Cys 

induit par la détoxification du paracétamol. Même chez le sujet âgé, une supplémentation en 

Cys à hauteur de la perte générée par le traitement permet de prévenir les effets délétères 

induits par le paracétamol sur la masse musculaire et le statut en GSH corporel. 



165

Dietary cysteine supplementation prevents glutathione alterations and muscle mass loss 

in old rats treated with repeated paracetamol cures 

C. Mast1, C. Pourpe1, I. Savary-Auzeloux1, D. Rémond1, C. Migne2, D. Centeno2, G. 

Voyard3, D. Dardevet1 and Isabelle Papet1. 

1 INRA, Centre Clermont-Ferrand � Theix, UMR 1019 Unité de Nutrition Humaine, F-63122 

Saint-Genès-Champanelle, France, Univ Clermont 1, UFR Médecine, UMR1019, Unité 

Nutrition Humaine, F-63001 Clermont-Ferrand, France. 

2 Plateforme d�Exploration du Métabolisme, INRA, Centre Clermont-Ferrand - Theix, UMR 

1019 Nutrition Humaine, Saint-Genès-Champanelle, F-63122, France. 

3 Clermont Université, Université Blaise Pascal, Institut de Chimie de Clermont-Ferrand, BP  

10448, F-63000 Clermont-Ferrand, France. 



166

MATERIALS AND METHODS 

Animals and experimental design 

This study was performed in accordance with current legislation on animal care and 

experimentation in France and received the approval (CE 08-13) of the local Ethical 

Committee, CEMEAA (Comité d’Ethique en Matière d’Expérimentation Animale Auvergne). 

Male 20-21 month old Wistar rats (Janvier Labs, Saint Berthevin, France), were acclimatized 

4 weeks before treatment in individual cages with standard conditions (22 ± 1°C, 12h 

light/dark cycle) with free access to water and the control diet (Table 1). At the end of this 

adaptation period, rats were randomly divided into three groups based on weight, food 

consumption and body composition (i.e lean and fat masses). Thirty six rats (APAP) were 

submitted to 3 cures (C1 to C3) of 2 weeks of APAP treatment (1% w/w of diet, APAP-diet, 

Table 1), spaced by 2 weeks of inter-cure (IC) period without APAP (control diet). Thirty six 

rats (APAP-Cys) received the APAP-Cys-diet following the same scheme. The control group 

(CT, n=35) received the control-diet all along the experimental period. APAP-Cys and CT 

groups received a quantity of food adjusted to the real consumption of the APAP group all 

along the experimental period. Food consumption was recorded daily and body weight twice a 

week. Body composition was assessed using magnetic resonance imaging (Echo MRI 

international, Houston, TX, USA) at the beginning and the end of every cure. At the end of 

the experiment (C3), animals were euthanized under pentobarbital anesthesia (50 mg/kg, intra 

peritoneal) by aortic blood withdraw. Plasma was separated by centrifugation at 2000 x g for 

15 min at 4°C and immediately frozen in liquid nitrogen. Liver was immediately removed 

washed with saline and weighed. Skeletal muscles: gastrocnemius (GM), tibialis anterior 

(TA), soleus (SOL) and extensor digitorum longus (EDL) where carefully dissected from the 

left posterior leg and weighed. Immediately after weighted GM, and liver were frozen in 

liquid nitrogen. All frozen samples were stored at -80°C before analyses. Frozen tissues were 

finely pulverized in liquid nitrogen using a ball mill (Dangoumeau, Prolabo, Paris, France) 

prior to analyses. 

Paracetamol and cysteine administration 

Powder APAP was administered as previously described (Mast et al., publication n°1 & 3). 

APAP and Cys were mixed with all ingredients during preparation of the diet. The dose of 1% 

of diet was chosen as an equivalent of human 4 g.d-1 reported to the amount of dry matter 

ingested in humans about 400 g.d-1 and was considered equivalent in previous work (Mast et 

al., 2014, publication n°3; Mclean et al., 1989). Moreover the antinociceptive effect of APAP 
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is optimal and maintained at 300 mg/kg without yielding to serum level toxicity (Pini et al., 

1996; Choi et al., 2001; Bonnefont et al., 2005), making the model more relevant for human 

comparison. Cys amount was calculated for compensate APAP-induced Cys urinary loss. As 

54% of APAP is conjugated with sulphate or GSH (Mast et al., in revision), considering 

molar masses, the diet was supplemented with 0.5% w/w diet. 

Measurement of in-vivo protein synthesis 

Protein synthesis rates were measured using the flooding dose method as previously described 

(Garlick et al., 1980). Briefly, each rat received an intravenous injection of [1- 13C] valine 

(Cambridge Isotope Laboratories) (80%, 150 µmoles/100g body) 25 min before euthanasia to 

flood the precursor pool with [1- 13C] valine. GM muscle was chosen for protein synthesis 

assay because of its fiber type composition (mixed) and its size allowing multiple assays once 

milled. Free and protein-bound 13C valine enrichments were determined as previously 

described (Mast et al., publication n°3).  

Calculations 

Protein fractional synthesis rate (FSR) absolute synthesis rate (ASR) were calculated as 

previously described (Mast et al., publication n° 3) 

Protein content of organs and muscle.  

Total protein content was quantified after digestion of powdered tissue in 8 vol of 0.3N NaOH 

at 37°C using a Bicinchoninic acid (BCA) assay reagent kit, as previously described (Smith et 

al., 1985). Bovine serum albumin (BSA) was used as standard. Total proteins were expressed 

as g or mg per organ or muscle. 

GSH content of organs and muscle.  

Total GSH (reduced plus oxidized) was quantified with an automated analyzer (ABX Pentra 

400, Horiba, Montpellier, France) using a standard enzymatic recycling procedure and 5,5'-

dithio-bis-2-nitrobenzoic acid (Ellman reagent) as oxidant as previously described (Malmezat 

et al., 1998). Total GSH was expressed as mmol per organ or muscle.

Plasma thiols concentration  

Plasma total cysteine, homocysteine, cysteine-glycine and glutathione (aminothiols) were 

quantified by reversed-phase HPLC and fluorescence detection as previously described (Mast 

et al., publication n°3). Aminothiols concentrations were expressed in µmol/l. 

Hepatotoxicity markers measurement  

Hepatotoxicity was assessed by measurement of plasma aspartate transaminase (AST) and 

alanine transaminase (ALT) levels by photometric method using an automated analyzer (ABX 
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Pentra 400, Horiba, Montpellier, France) and test kits A11A01629 and A11A01627 (Horiba), 

respectively. Data were expressed in IU/l. 

Statistical analysis 

Results are expressed as means ± SEM. Body weight, lean and fat masses were analyzed 

using analysis of variance (ANOVA) for repeated measures with time as the within-rat factor 

and group as the second variable. The significance of differences was further analyzed by 

Fischer’s PLSD test. Other results were analyzed using a one-way ANOVA. Student’s t test 

was used when significant differences were obtained by ANOVA. Significance was set at P ≤ 

0.05 and trend at P ≤ 0.10. Analyses were performed using XLSTAT for Windows, version 

2013.1.01 software (Addinsoft, SARL, USA).  

RESULTS 

Daily food intake 

During the pre-experimental period (T0), food intake was not significantly different between 

groups (Table 2). During experimental period intake of the PF groups matched well that of 

the APAP group as there was no group effect or interaction with time effect (ANOVA for 

repeated measure, P ≤ 0.001). 

Body weight and composition.  

There was no significant difference in the initial body weights, lean and fat masses of rats 

between all experimental groups (Fig. 1 (A), (B) and (C)). In all groups, a decrease of body 

weights, fat and lean mass was observed along the decrease of food intake during the 3 cures 

(time effects P ≤ 0.001, ANOVA for repeated measures). There was no significant difference 

between groups at any time for body weight, lean and fat masses. 

Skeletal muscles and liver masses 

Liver mass. Liver mass (Fig.2(A)) significantly increased with repeated APAP cures (P ≤ 

0.001) by 13% vs PF. This increase was prevented by Cys addition during cures as liver mass 

was 9% smaller in the APAP-Cys compared to APAP group (P ≤ 0.01) and was not 

significantly different from PF group.

Skeletal muscles masses. Sum of muscles, GM and TA masses were not significantly different 

between the three groups (Fig.2(B)). Compared with PF group, repeated APAP cures 

significantly decreased EDL (P ≤ 0.01) and SOL (P ≤ 0.05) masses by 12% and 11% 

respectively. This loss was preserved by Cys addition during cures as EDL (P ≤ 0.01) and 
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SOL (P ≤ 0.01) masses were significantly higher by 13% in APAP-Cys compared to APAP 

group and were not significantly different from PF group. 

Muscle and liver protein content and synthesis 

Liver protein content and synthesis. Total protein content of liver was not different between 

all groups (Fig.3(A)). ASR of APAP group tended (P=0.068) to increase by 18% compared to 

PF group and was 25% higher (P ≤ 0.05) than in APAP-Cys. Cys preserved the elevation 

induced by repetead APAP cures as liver ASR was not significantly different between APAP-

Cys and PF groups. 

Muscle protein content and synthesis. APAP treatment had no significant effect on GM 

(Fig.3(B)) total protein content and absolute synthesis rate (ASR).  

Muscle and liver GSH concentration.

Liver GSH. Compared to PF, liver GSH concentration (Fig.4(A)) decreased with repeated 

APAP cures (P ≤ 0.001) by 14% and increased by 13% when Cys is added to the APAP cures 

(P ≤ 0.001). Cys addition in repeated APAP cures lead to indecreased liver GSH 

concentration by 24% compared to APAP group (P ≤ 0.001).  

Muscle GSH. There was no significant difference between the three groups for muscle GSH 

concentration (Fig.4(B)).

Plasma aminothiols concentration  

Free forms. Compared to PF, Cyst(e)ine was decreased by 10 % (P ≤ 0.05) with repeated 

APAP cures (Table 3) and was no further different with addition of Cys to the cures. APAP-

Cys was not significantly different from APAP but tended (P = 0.094) to increase by 7%. 

Hcy, Cys-Gly and GSH were not significantly differents between the three groups. 

Protein-bound forms. Compared to PF, Hcy and Cys-Gly were increased with repeated APAP 

cures by 27 (P ≤ 0.05), 21% (P ≤ 0.01) respectively (Table 3). With the addition of Cys to the 

cures there was no further difference for HCy and only a trend (P=0.057) to increase Cys-Gly 

by 13% between APAP-Cys and PF groups. None of the protein-bound thiols were 

significantly different between APAP and APAP-Cys. Cyst(e)ine and GSH were not 

significantly differents between the three groups. 

Hepatotoxicity 

Repeated APAP cures increased ALT by 39% (P ≤ 0.05 vs PF) and Cys addition prevented 

this effect (P ≤ 0.05 vs APAP) (Table 4). ALT was not different between between the three 

groups. Nevertheless, APAP did not induced toxicity as the elevation is slight and far under 3 

times the control values or 1 000 IU/l as known as toxicity threshold (James et al., 2009). 
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DISCUSSION 

In the present study muscle mass loss was lesser than expected and previously 

observed in the same model (Mast et al., publication n°3). Hepatic GSH decrease was also 

lesser than previously observed in adult and/or aged rats (Mast et al., 2014; publication n°3) 

where muscle and plasma were also decreased, which is not the case in the present work. The 

lesser of effect of treatment observed in this study compared to the previous could be explain 

1) by the inherent variability due to aging and 2) by the higher food intake in this study 

compared to the previous (Mast et al., publication n°3). 

The fact that in the present work plasma and GM muscle GSH were not affected by 

repeated APAP cure is probably the reason why mass loss was not detected in this muscle. 

Indeed, we previously suggested that APAP induced generalized GSH decrease leads to an 

oxidative stress associated with an insufficient Cys supply to muscle that could be responsible 

of the muscle mass loss. (Mast et al., 2014; publication n°3). In fact, it is known that with 

advancing age muscle GSH is decreased and perturbations in GSH homeostasis lead to a 

longer recuperation time than adults (Chen et al., 1990). These alterations are supposed to be 

in part responsible of sarcopenia. By the way, this loss of treatment effect on GM muscle 

could be the explication of the maintenance of GM mass. In addition, muscular GSH is known 

as an intra-muscular Cys storage (Cho et al., 1981, 1984) and his maintenance may reflected 

an adequate Cys content in muscle for achieve protein synthesis as shown by the absence of 

effect of APAP on muscle ASR in the present study. 

Our hypothesis was based on the competition between liver and muscle for the use of 

Cys as in our previous work, liver mass and ASR were strongly increased (Mast et al., 

publication n°3). In the present work liver mass and ASR were increased in a lesser extent 

compared to PF. This corroborate our hypothesis as the repeated APAP cures induced a lesser 

increased metabolic need for liver leading to a lesser competition for substrate and preserving 

a sufficient amount for maintaining in part muscle mass. 

Most importantly, even if APAP-induced alterations were milder than excepted, Cys 

supplementation during the repeated cures was efficient to reverse them. Indeed, EDL and 

SOL masses were significantly decreased by repeated APAP cures and Cys supplementation 

allowed a total prevention of this effect. Cys supplementation also preserved and enhanced 

GSH content in the liver and diminished the increased in whole blood GSH.  

The increased of whole blood GSH is recurrent in our study with chronic or repeated 

APAP treatment (Mast et al., 2014; publication n°3). We have hypothesized that this increase 
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is due to a deficiency induced by APAP as previous work in long term AAS restricted diet 

produced the same whole blood GSH enhancement (Richie et al., 1994). In the present work 

Cys supplementation prevent this effect, thus strongly suggest that this increase is related to 

an AAS deficiency induced by APAP treatment. 

Previous works have shown that chronic APAP treatment inhibits growth in rodent 

and that methionine or Cys supplementation prevents this effect. Unfortunately, in those 

studies food intake was not reported or strongly decreased in comparison with control, not 

allowing to distinguish the part due to APAP, Cys or food intake (Reicks et al., 1988; Mclean 

et al., 1989). 

In conclusion, our results enlighten that previously described loss of muscle mass 

observed with chronic APAP treatment are due to Cys deficiency induced by APAP 

treatment. Furthermore all these disruptions can be preventing by Cys supplementation in the 

diet. Those results suggest that chronic APAP treatment can be harmless if Cys 

supplementation or adequate Cys content in the diet are associated with treatment. This is of 

importance in regard of the large amount of people, especially elderly, consuming daily 

APAP treatment and at risk of muscle mass loss and oxidative stress. 
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Table 1. Composition of experimental diets. 

Quantities are expressed in g/kg dry matter. 
APAP: paracetamol 
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Table 2. Effect of APAP repeated cures on food intake (g/d). Values are means by period ±

SEM. 

T0 C1    IC1    C2 IC2 C3 
PF 21.9 18.8 19.5 19.8 19.7 19.9

± 0.5 ± 0.1 ± 0.2 ± 0.2 ± 0.2 ± 0.2

APAP 22.7 19.2 20.2 20.4 19.9 20.5
± 0.5 ± 0.4 ± 0.3 ± 0.3 ± 0.3 ± 0.3

APAP-Cys 21.1 18.6 20.1 19.6 19.8 20.1
± 0.3 ± 0.1 ± 0.2 ± 0.2 ± 0.1 ± 0.2

Time effect a b cd cd c d

APAP: paracetamol; Cys: cysteine; PF: pair-fed. 
Values not sharing a common letter are significantly different (ANOVA, followed by Fisher’s 
PLSD test)

ANOVA for repeated measure 
-Time: P<0.001
-Group: P=0.124 
-Time*group: P=0.014 
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Table 3. Effect of APAP repeated cures with or without Cys on plasma aminothiols (µmol/l). 
Values are means ± SEM. 

Free forms Protein-bound forms 
Cyst(e)ine Hcy Cys-Gly GSH Cyst(e)ine Hcy Cys-Gly GSH

PF 132a 1.70 0.56 23.4 68.5   1.76a 0.70a 2.96
± 3 ± 0.08 ± 0.03 ± 0.8 ± 3.3      ± 0.09      ± 0.02 ± 0.40

APAP 119b 1.78 0.58 23.4 78.1 2.23b 0.84b 4.18
± 4 ± 0.10 ± 0.06 ± 0.9 ± 3.8     ± 0.17     ± 0.04 ± 0.51

APAP-Cys 128ab 1.78 0.59 24.0 76.6 1.97ab 0.79ab 3.18
± 3 ± 0.10 ± 0.03 ± 1.1 ± 3.3   ± 0.09   ± 0.03 ± 0.49

APAP: paracetamol; APAP-Cys: paracetamol+cysteine; Cyst(e)ine: cysteine + cystine; Cys-
Gly: cysteinylglycine ; Hcy : homocysteine 
Values not sharing a common letter are significantly different (ANOVA, followed by Fisher’s 
PLSD test)
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Table 4. Effect of APAP repeated cures with or without Cys on plasma transaminases 
activities (IU/l). Values are means ± SEM. 

AST ALT 
PF 91,1 46,1a

± 4,7 ± 2,5

APAP 99,1 63,9b

± 11,7 ± 8,5

APAP-Cys 86,8 44,5a

  ± 3,2 ± 1,6

APAP: paracetamol; APAP-Cys: paracetamol+cysteine; AST: aspartate aminotransferase; 
ALT: alanine aminotransferase; PF: pair-fed;  
a, b, significantly different (P<0.05) 
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A. Body weight (g) 

B. Lean mass (g) 

C. Fat mass (g) 

Figure 1. Effect of APAP repeated cures with or without Cys on body weight (A), lean (B) 
and fat (C) masses. Values are means ± SEM. 

APAP: paracetamol; APAP-Cys: paracetamol+cysteine; PF: pair-fed. 
ANOVA for repeated measure. Values not sharing a common letter are significantly different 
(ANOVA for repeated measurement, followed by Fisher’s PLSD test, P<0.05) 
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A. Liver mass 

B. Muscles masses 

Figure 2. Effect of APAP repeated cures with or without Cys on liver (A) and muscles (B) 
masses. Values are means ± SEM. 

APAP: paracetamol; APAP-Cys: paracetamol+cysteine; Σ muscles: sum of the 4 muscles 
studied, GM: gastrocnemius, EDL: Extensor Digitorum Lungus. PF: pair-fed, SOL: soleus. 
TA: tibialis anterior, 
Bars not sharing a common letter are significantly different (ANOVA, followed by Fisher’s 
PLSD test, P<0.05)
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A. Liver  

B. Muscle 

Figure 3. Effect of APAP repeated cures with or without Cys on liver (A) and muscle (B) 
protein content and absolute synthesis rate (ASR). Values are means ± SEM. 

APAP: paracetamol; APAP-Cys: paracetamol+cysteine; ASR: absolute synthesis rate; PF: 
pair-fed 
Bars not sharing a common letter are significantly different (ANOVA, followed by Fisher’s 
PLSD test, P<0.05)
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A. Liver and muscle GSH (µmol/g) 

B. Blood and plasma GSH (µmol/l) 

Figure 4. Effect of APAP repeated cures with or without Cys on liver and muscle (A), blood 

and plasma (B) GSH. Values are means ± SEM. 

APAP: paracetamol; APAP-Cys: paracétamol+cysteine; PF: pair-fed. 

Bars not sharing a common letter are significantly different (ANOVA, followed by Fisher’s 

PLSD test, P<0.05)
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DISCUSSION GENERALE
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L�objectif de cette thèse était d�étudier les conséquences d�un traitement chronique au 

paracétamol sur la masse musculaire du sujet âgé et son lien avec le besoin en Cys. En effet, 

l�hypothèse de travail était que l�utilisation hépatique de la Cys pour la détoxification du 

paracétamol pourrait conduire à une réduction de la biodisponibilité de la Cys pour les 

organes périphériques et donc le muscle. Les données obtenues au cours de cette thèse nous 

ont permis de répondre à cet objectif en : (1) mettant au point un modèle expérimental 

représentatif d�un traitement thérapeutique chez l�homme qui nous a permis de mettre en 

évidence : (2) une fonte musculaire et une aggravation de la sarcopénie chez l�âgé induite 

spécifiquement par le traitement au paracétamol, (3) que les apports protéiques et en 

particulier en Cys jouent un rôle primordial dans les effets induits par le traitement. 

1. ASPECTS METHODOLOGIQUES

a. ADMINISTRATION	DU	PARACETAMOL	DANS	LE	REGIME
i. CHOIX	DU	MODE	D’ADMINISTRATION	

D�après la littérature, le paracétamol peut être administré de différentes façons chez le 

rongeur. Il peut être injecté en intra-péritonéale, administré dans l�eau de boisson, par gavage 

ou par ajout dans l�aliment. L�injection sous cutanée conduit à un métabolisme différent du 

paracétamol qui ne subit alors pas l�extraction effectuée par le foie au premier passage, 

lorsqu�il est classiquement apporté par voie orale. Cette option a donc était écartée tout 

comme l�administration dans l�eau de boisson, les quantités administrées étant difficilement 

quantifiables étant donné le gaspillage possible qui ne peut être mesuré. Le gavage a lui aussi 

été écarté car c�est une source de stress pour l�animal qui pourrait interférer sur les mesures 

cibles, d�autant plus sur de longues périodes. Notre choix s�est donc porté sur l�ajout du 

paracétamol dans l�aliment, qui permet de l�administrer oralement comme classiquement 

effectué chez l�homme, sans stresser l�animal. De plus, ce mode d�administration a déjà été 

utilisé chez le rongeur (Reicks & Hathcock, 1989; Mclean et al., 1989) 

ii. VARIABILITE	DU	MODELE	: EFFET	SUR	LA	PRISE	ALIMENTAIRE

Les animaux de la première expérience ayant bien consommé le régime, ce mode 

d�administration a pu être validé. Nous avons cependant noté une baisse d�ingéré transitoire 

de 33% les premiers jours de traitement. Ceci nous a conduit par la suite à adapter le modèle 

en mettant en place un groupe contrôle pair-fed du lot traité et non ad libitum. 



Tableau	5 :	Bilan	des	principaux	résultats	obtenus	au	cours	de	la	thèse.

APAP:	paracétamol,	CT:	contrôle	(euthanasié	au	t0	de	l’expérience),	C1,	2	ou3:	cures	(2	semaines	durant	lesquelles	les	rat	reçoivent	
l’APAP,	espacées	entre	elles	de	2	semaines	du	même	régime	sans	APAP),	Cys:	cystéine,	Cys(S):	Cys+cystine,	NS:	non	significatif,	PF:	pair-
fed	(ajusté	à	la	consommation	du	lot	traité	,	euthanasié	en	point	final),	T:	témoin	(ad	libitum,	euthanasié	en	point	final).	*Il	est	à	noter	que	
la	concentration	14%	vs	PF	et	24%	vs	APAP-Cys,	diminution	retrouvée	dans	les	expériences	1	(lot	1%)	&	2	vs	T	ou	PF,	CT	respectivement.
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L�avantage de l�administration de paracétamol dans le régime est qu�il permet d�avoir 

un rapport constant entre la quantité de protéines consommées et la quantité de paracétamol 

ingéré. Toutefois, au fil des expériences nous avons pu constater que l�effet du paracétamol 

sur la prise alimentaire présentait une certaine variabilité (Tableau 5). En effet, lors de la 3ème

expérience, les rats adultes (13 mois) ont diminué leur ingéré les premiers jours de 49% et 

cette diminution s�est maintenue durant les 2 semaines de choix alimentaire.  

Chez les animaux âgés, au cours de l�expérience 2 (Tableau 5), la baisse d�ingéré des 

lots à 16% de protéines est stable durant chacune des cures (C1, C2, C3), elle est un peu plus 

importante en C1 et C3 (33%) par rapport à la C2 (23%). Cette moindre diminution lors de la 

C2 pourrait s�expliquer par un ingéré plus important durant l�inter-cure précédente (IC 1; 22,5 

g/j) et par rapport à l�inter-cure précédant la C3 (IC 2; 19,7 g/j). En revanche, bien que l�âge 

des rats et le protocole expérimental étaient les mêmes dans les expériences 2 et 4, la 

réduction de prise alimentaire a été moins marquée lors de la 4ème expérience. En effet, les rats 

n�ont diminué leur ingéré que de 15% lors de la première cure puis de 10% les 2ème et 3ème

cures. De même, lors de l�expérience de choix alimentaire (3ème expérience), chez les âgés la 

baisse initiale a été de 12%, elle s�est ensuite maintenue entre 15% et 17% durant les 3 

semaines (Tableau 5). 

Il ressort de cette comparaison que les différentes cohortes n�ont pas le même 

comportement face au régime contenant 1% de paracétamol et 16% de protéines. En 

revanche, il est à noter que lorsque les animaux diminuent peu leur ingéré les premiers jours, 

ils maintiennent ensuite bien leur ingéré (4ème expérience et âgés de la 3ème expérience). En 

revanche, lorsque la diminution est forte dès les 1ers jours, seuls les jeunes adultes (expérience 

1) augmentent leur ingéré par la suite. Les adultes à 13 mois et les âgés (expérience 2) ne 

l�augmentent pas. 

Cependant, malgré ces variations d�ingéré les lots à 16% de protéines ont maintenu un 

apport protéique couvrant leur besoin basal, estimé couvert à l�entretien par 15g de régime 

contenant 5% de protéines consommées (Committee on Animal Nutrition, 1995). 

Dans le cas d�un régime à faible teneur en protéines (8%), l�effet du paracétamol sur la 

prise alimentaire est beaucoup plus fort. La diminution de l�ingéré est de 45% lors de la 1ère

cure et s�aggrave au fil des cures avec une baisse de 54% et 65% en C2 et C3, respectivement.  

Ces observations constituent la principale limite du mode d�administration choisi. En 

effet, lorsque l�animal refuse le régime contenant 8% de protéines-1% de paracétamol, il 

reçoit une quantité de paracétamol inférieure à celle escomptée. Ce mode d�administration a 
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cependant permis de mettre en évidence une augmentation du besoin protéique 

spécifiquement induite par le traitement (expériences 2 & 3). Cet aspect du modèle nous 

permet aussi de discuter la variabilité de reproductibilité des résultats obtenus dans nos 

différentes expériences chez le rat âgé (voir paragraphe 2. p suivante). 

iii. AVANTAGES	DU	MODELE	EXPERIMENTAL

La quantification des métabolites urinaires du paracétamol nous a permis de confronter 

notre modèle au métabolisme hépatique du paracétamol chez l�homme. Ces profils urinaires 

ont permis de confirmer que la supplémentation à hauteur de 1% dans le régime était 

équivalente à l�administration thérapeutique humaine. Nos résultats sont également en accord 

avec les valeurs préalablement observées chez le rat (Forrest et al., 1982; Hodgman & 

Garrard, 2012). La dose de 1% a été initialement choisie car elle est proche de l�équivalent 

thérapeutique maximal (4 g/j) chez l�homme dont la matière sèche ingérée quotidienne est de 

l�ordre de 400 g (Dubuisson et al., 2010). Le paracétamol en représente alors 1%. 

b. ANALYSE	DES	ALTERATIONS	PROTEIQUES	LIEES	AU	TRAITEMENT	

Un développement méthodologique a été réalisé afin de quantifier les altérations 

structurelles des protéines hépatiques induites par le paracétamol (Publication n°2). Ces 

altérations sont de deux types : 1) la formation d�adduits paracétamol sur les groupements 

thiols des résidus Cys libres des protéines, 2) l�oxydation de divers résidus suite à la déplétion 

du GSH hépatique générée par le traitement. 

Cette technique a permis de montrer qu�avec la faible dose de paracétamol (0,5% 

APAP) ne réduisant pas la concentration du GSH dans le foie (Tableau 5), la fixation du 

NAPQI a lieu simultanément sur les groupements thiols du GSH et sur ceux des protéines. 

Ceci va à l�encontre de l�idée selon laquelle la fixation du paracétamol sur les protéines n�a 

lieu qu�après déplétion du GSH. Le traitement à 1% de paracétamol s�accompagne d�une 

diminution de la fixation des molécules de faible poids moléculaire ayant une fonction 

thiol (cytéinyl-glycine, GSH, Cys). Ceci résultait d�un phénomène de compétition entre le 

NAPQI et ces molécules pour la fixation sur les groupements thiols des protéines ou de la 

réduction de leurs concentrations tissulaires.  

En ce qui concerne les autres modifications protéiques, nos résultats indiquent que le 

traitement chronique à 1% de paracétamol augmente l�oxydation des protéines hépatiques. En 
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effet, des formes oxydées du tryptophane et le pyro-glutamyl-glutamate augmentent. 

Toutefois, aucune des variations observées ne révèle la nitrosation des résidus tyrosine ou 

tryptophane rapportée pour être un élément important dans le mécanisme de toxicité 

hépatique (Cover et al, 2005 ; Ishii et al, 2006 ; Ishii et al, 2007). Ceci est cohérent avec 

l�absence d�hépatotoxicité observée dans nos conditions expérimentales. 

Le modèle expérimental développé au cours de cette thèse (i.e. l�administration d�un 

régime contenant 16 % de protéines et 1% de paracétamol) présente des limites : 1) il n�est 

pas possible d�étudier l�effet d�un faible apport protéique conjugué à la prise de paracétamol, 

2) la prise alimentaire des animaux présente une certaine variabilité. Ce modèle est 

cependant bien adapté à notre problématique car il permet: 1) de reproduire le mode 

d�administration par voie orale (le plus classique chez l�homme), 2) la quantité administrée 

rapportée à l�ingéré en matière sèche est proche de la dose maximale autorisée chez 

l�homme, 3) les voies métaboliques de détoxification du paracétamol sont équivalentes à 

celles chez l�homme, 4) il permet de maintenir un rapport constant paracétamol-protéines 

ingérées. 

2. MISE EN EVIDENCE DE LA FONTE MUSCULAIRE ET DE L�AGGRAVATION DE LA 

SARCOPENIE INDUITE PAR LE PARACETAMOL

a. PERTE	DE	MASSE	MUSCULAIRE	CHEZ	LE	RAT	ADULTE
La 1ère expérience réalisée chez le rat adulte a permis de mettre en évidence qu�un 

traitement de 17 jours conduisait à une perte de masse musculaire généralisée de 8% en 

comparaison à un lot témoin (Tableau 5). Cette perte est associée à une diminution du GSH 

musculaire et hépatique ainsi qu�à une diminution de la cyst(e)ine libre plasmatique. La 

comparaison avec le lot traité à 0,5% de paracétamol a permis de mettre en évidence que la 

perte de masse musculaire et la déplétion du GSH étaient concomitantes à l�augmentation de 

l�utilisation de la voie GSH pour la détoxification du paracétamol. L�impact du paracétamol 

sur la masse musculaire en prise chronique chez l�adulte n�est pas documenté. Néanmoins, les 

travaux de Trappe et al., (2002) ont montré qu�une prise aigue (4 g/j) de paracétamol annule 

l�augmentation du taux de synthèse fractionnaire musculaire induite par l�exercice. Ces 

données sont en faveur d�un effet délétère du paracétamol sur le métabolisme musculaire et 

seraient donc en accord avec la fonte musculaire observée dans notre modèle. 
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b. AGGRAVATION	DE	LA	SARCOPENIE	CHEZ	LE	RAT	AGE	ET	MECANISMES	EN	CAUSE
Comme expliqué précédemment, le paracétamol a été administré par cures répétées 

chez le sujet âgé afin de mimer sa prise récurrente lors de douleurs chroniques. 

Nos travaux ont permis de mettre en évidence que ce traitement, conduisait à une perte 

de masse musculaire généralisée, de 12% en comparaison à un lot pair-fed et de 23% par 

rapport au lot contrôle (Expérience 2). En revanche, dans l�expérience 4, cette perte est moins 

généralisée et touche 2 muscles sur les 4 pris en compte. 

 L�expérience 1 chez l�adulte nous avait conduit à deux hypothèses : 1) la perte de 

masse musculaire était due au stress oxydant généré par la diminution du GSH, connue pour 

altérer la synthèse protéique et favoriser la dégradation (Ji et al., 1998; Capel et al., 2004; 

Derbré et al., 2014) ; 2) cette perte de masse était due à une carence périphérique en Cys 

générée par l�utilisation augmentée de cet AAS au niveau hépatique, à la fois pour la synthèse 

du sulfate et du GSH, tous deux perdus dans les urines lors de l�élimination des métabolites 

du paracétamol. Les données obtenues pour le gastrocnemius des rats âgés recevant les 

régimes à 16% de protéines (Expérience 2 & 4) indiquent que la perte de masse ne survient 

que lorsque le GSH musculaire, plasmatique et la cyst(e)ine libre diminuent (Tableau 5). 

Cette perte de masse pourraient donc être la résultante de deux phénomènes : 1) le stress 

oxydant généré par la diminution du GSH, qui est connue pour altérer la synthèse protéique et 

favoriser la dégradation (Ji et al., 1998; Capel et al., 2004; Derbré et al., 2014). Nos données 

vont dans le sens de cette hypothèse, l�expérience 2 ayant conduit à une baisse de l�ASR et 

non l�expérience 4. La dégradation protéique n�est en revanche pas altérée dans notre modèle 

(expérience 2) cependant nous n�avons mesuré qu�un aspect de la protéolyse, de nombreuses 

autres étapes pouvant être affectées. 2) La perte de masse musculaire pourrait être due à une 

carence périphérique en Cys générée par l�utilisation augmentée de cet AAS au niveau 

hépatique. Nos résultats vont là aussi dans le sens de l�hypothèse puisque dans l�expérience 2, 

l�ASR hépatique est plus fortement augmenté que lors de l�expérience 4, ce qui pourrait 

expliquer le maintien de la concentration plasmatique en cyst(e)ine dans la 4ème et non dans la 

2ème expérience. Le muscle n�ayant pas les enzymes nécessaires à la synthèse de la Cys depuis 

la méthionine, il est dépendant de son apport par la protéolyse, la dégradation du GSH ainsi 

que l�apport plasmatique. Les sources plasmatiques sont l�apport alimentaire et la synthèse 

endogène qui est principalement supportée par le foie. D�après la littérature, le foie jouerait 

aussi un rôle important dans la fourniture de GSH au plasma et par cet intermédiaire, aux 

organes périphériques.  
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Ainsi d�après les données obtenues dans cette thèse, la perte de masse musculaire 

généralisée pourrait s�expliquer par une altération du dialogue métabolique foie- muscle : 

- Le paracétamol génère une utilisation hépatique augmentée de la Cys pour assurer 

la détoxification (sulfate et GSH), elle est indirectement perdue dans les urines 

- Cette détoxification génère une utilisation plus importante du GSH et donc de la 

Cys nécessaire à la synthèse de celui-ci 

- La prise du traitement a aussi pour conséquence d�augmenter la synthèse protéique 

hépatique qui nécessite elle aussi de la Cys 

- L�ensemble de ces phénomènes conduit : 1) à une augmentation de l�utilisation de 

la Cys et donc vraisemblablement de l�extraction hépatique de la Cys issue de 

l�alimentation, se traduisant par une baisse sa concentration plasmatique ; 2) à une 

baisse de la quantité de GSH hépatique pouvant être due à l�utilisation augmentée 

de la Cys pour la détoxification du paracétamol conjuguée à son besoin pour la 

synthèse qui la rendent insuffisante pour soutenir la synthèse de GSH augmentée 

- Tous ces phénomènes conduisent à une moindre disponibilité de la Cys pour le 

muscle se traduisant par une altération de la synthèse protéique musculaire et une 

diminution de sa masse 

Ce schéma explicatif est cohérent avec l�absence d�effets au niveau du gastrocnemius 

dans la 4ème expérience. En effet, la synthèse protéique hépatique est augmentée dans une 

moindre proportion et le GSH total hépatique n�est pas diminué. Dans cette configuration, le 

foie continue à alimenter le pool de GSH plasmatique et la cyst(e)ine bien que diminuée 

resterait suffisante pour couvrir le besoin musculaire dont le GSH et la synthèse protéique ne 

sont pas altérés. 

Comme discuté dans l�étude bibliographie (Chapitre III, paragraphe 6. p68), peu de 

travaux portent sur le lien entre paracétamol et masse musculaire. Nos travaux montrent un 

effet opposé à ceux obtenus par Wu et al., (2009, 2010) qui observent une amélioration de la 

fonction musculaire chez des rats âgés. Cependant, leurs résultats ne peuvent être comparés à 

nos données ni aux cas de prises thérapeutiques chez l�homme car les doses utilisées sont très 

faibles et largement sous le seuil analgésique, y compris chez le rat (Choi et al., 2001; 

Bonnefont et al., 2005). 

De même, nos travaux vont à l�inverse des résultats obtenus par Trappe et al., chez 

l�homme âgé (Trappe et al., 2011, 2013). Leurs résultats montrent une potentialisation du gain 

de masse induit par l�exercice physique avec le paracétamol. Cependant, comme discuté 

précédemment, ces résultats ne sont obtenus que sur le muscle exercé et aucun relevé 
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alimentaire n�est rapporté. Or, une étude précédente a montré une augmentation spontanée de 

la consommation de protéines et d�AAS suite à la prise chronique de paracétamol chez les 

personnes âgées à domicile (Pujos-Guillot et al., 2012). 

Nos résultats mettent en évidence une perte de masse musculaire chez l�adulte traité à 

long terme au paracétamol ainsi que chez l�âgé traité par cures répétées. Cette perte est 

spécifiquement due au paracétamol et vraisemblablement liée à l�utilisation augmentée de la 

Cys pour assurer la détoxification du paracétamol au niveau hépatique. En effet, la perte 

généralisée de masse musculaire n�est observée que lorsque le GSH musculaire et 

plasmatique ainsi que la Cyst(e)ine plasmatiques sont déplétés. Ainsi, le paracétamol 

génèrerait une compétition inter-organe pour l�utilisation de la Cys, cette compétition foie-

muscle ayant lieu au dépend du muscle. 

3. IMPORTANCE DE L�APPORT PROTEIQUE ET DE LA CYSTEINE

a. IMPORTANCE	DE	L’APPORT	PROTEIQUE
Le refus du régime par les rats âgés disposant uniquement du régime à 8% de 

protéines supplémentés à 1% de paracétamol (expérience 2, données complémentaires) 

montre le lien entre paracétamol et besoin protéique. En effet, les régimes à 16% de protéines 

et 1% de paracétamol n�engendrent pas un tel refus (Tableau 5). Ce lien entre paracétamol et 

métabolisme protéique est confirmé par l�expérience de choix alimentaire (n°3) qui montre 

une nette augmentation de la proportion de régime à 16% consommé, uniquement en présence 

de paracétamol. 

L�analyse de l�expérience 2 nous a permis de mettre en évidence que malgré une dose 

de paracétamol ingérée faible avec le régime APAP-8% (40% inférieure au lot à 16% de 

protéines), le statut en GSH était altéré. Chez ces rats, la quantité de paracétamol consommée 

est plus proche de la dose consommée par les rats ayant reçu le régime 0,5% lors de 

l�expérience 1, que celle consommée par les lots à 16% de protéines. Or, le régime à 0,5% de 

paracétamol n�a pas induit d�atrophie musculaire et n�a que faiblement activé la voie de 

détoxification GSH-dépendante. Ainsi, la baisse généralisée du GSH observée avec le lot 

APAP-8% pourrait résulter de la différence d�apport protéino-énergétique. En effet, le GSH 

tissulaire et plasmatique et la masse musculaire du lot PF-8% sont déjà fortement diminués en 

comparaison aux lots CT et 16%. En effet, en comparaison au CT, la perte de masse 

musculaire du lot PF-8% est de 30% ce qui est supérieur aux résultats obtenus suite à des 
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stress forts tels que le sepsis (Mayot et al., 2007), le jeune prolongé (10j, Mosoni et al., 1999) 

ou encore l�immobilisation (Magne et al., 2012). Ainsi, pour les lots à 8%, le faible apport 

protéino-énergétique apparaît insuffisant pour couvrir le besoin physiologique minimal de 

l�organisme. Or, d�après la littérature, en cas d�apports insuffisants en acides aminés soufrés, 

au niveau hépatique la synthèse protéique et du GSH sont les voies prioritaires d�utilisation de 

la Cys sur la formation du sulfate (Stipanuk et al., 1992; Bella et al., 1999b, 1999a; Cresenzi 

et al., 2003; Lee et al., 2004). De plus, un régime pauvre en protéines ou en AAS est capable 

d�induire une dégradation de la cystéine dioxygénase, enzyme permettant la formation de 

sulfate depuis la Cys (Bella et al., 2000; Stipanuk et al., 2004). Il est donc fort probable que 

dans le lot APAP-8% la concentration hépatique en sulfate soit fortement diminuée. Si la 

quantité de sulfate est insuffisante, la sulfatation du paracétamol est diminuée avec une 

augmentation proportionnelle de la voie glucuronide et GSH (Prescott, 1980; Hjelle & 

Klaassen, 1984). Ceci expliquerait la diminution du GSH hépatique, plasmatique et 

musculaire chez le lot traité à 8% en comparaison à son PF-8% (Expérience 2, Tableau 5), 

alors que chez les adultes recevant une dose de paracétamol équivalente sans carence 

protéino-énergétique (Expérience 1, Tableau 5) ce phénomène n�est pas observé. Cette 

hypothèse pourrait être confirmée en utilisant la technique développée au cours de cette thèse 

(Publication 2) afin de quantifier la présence d�adduits et d�oxydation au niveau hépatique et 

de les comparer aux lots APAP-16% de protéines. En effet, une moindre détoxification du 

paracétamol par conjugaison au sulfate s�accompagnerait d�une augmentation de la formation 

de NAPQI et par conséquent, d�adduits protéiques. Ces derniers, associés à la chute du GSH 

favoriseraient l�oxydation des protéines selon les mécanismes décrits dans l�analyse 

bibliographique (McGill & Jaeschke, 2013) 

En ce qui concerne le muscle, malgré des déplétions du GSH (APAP vs PF) de même 

ampleur dans les lots à 8% et 16% la réduction de masse musculaire n�est observée qu�avec le 

lot à 16% (APAP vs PF). L�absence d�effet du paracétamol sur la masse musculaire chez le lot 

APAP-8% pourrait être due à la forte réduction (30%) de masse déjà présente chez le lot PF-

8% en comparaison au CT. De plus, ces animaux ont ingéré une quantité plus faible de 

paracétamol, ceci conduisant à une perte quantitative de Cys pour la détoxification moins 

importante en comparaison aux lots à 16% de protéines. L�utilisation supplémentaire de Cys 

chez les traités à 8% (vs PF) est donc moins importante du fait de la plus faible quantité de 

paracétamol ingérée, que l�utilisation supplémentaire pour les lots à 16%.  

Ainsi, quantitativement, la détoxification du paracétamol chez le lot APAP-8% ne 

génère pas une perte de Cys aussi conséquente que celle du lot APAP-16%. Cependant, cette 
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quantité est suffisante pour générer un stress oxydant, probablement dû à la faible 

disponibilité en Cys due aux apports alimentaires restreints.  

b. IMPORTANCE	DE	LA	CYSTEINE
Dans l�expérience 4, la dose de Cys administrée en supplémentation a été calculée 

pour couvrir uniquement le besoin supplémentaire généré par la détoxification hépatique du 

paracétamol, sur la base des métabolites quantifiés suite à la 1ère expérience. 

Cette expérience nous a permis de mettre en évidence que la supplémentation en Cys 

permettait de prévenir les effets délétères du paracétamol sur la masse musculaire (EDL & 

Soleus), la masse et l�ASR hépatiques, le GSH tissulaire & sanguin et la Cys libre 

plasmatique (Tableau 5). Les limites d�interprétation de ces résultats sont que le paracétamol 

n�a pas reproduit une diminution généralisée de la masse musculaire et du GSH telles 

qu�observées précédemment avec le même protocole (Expérience 2).  

 Malgré cette reproductibilité partielle, la supplémentation en Cys permet de prévenir 

totalement les effets induits par le traitement au paracétamol (Publication 4). Seul le GSH 

sanguin n�est pas totalement normalisé mais son augmentation est largement prévenue (8% vs

PF contre 67% avec paracétamol seul vs PF). Peu de données permettent de discuter cette 

augmentation au niveau du sang total. Les érythrocytes ne pourraient pas capter le GSH mais 

uniquement de la Cys (Cho et al., 1984). Dans leurs travaux, Richie et al., (1994) montrent 

que la restriction en AAS conduit à une augmentation du GSH sanguin accompagnée d�une 

baisse du GSH hépatique et de la Cyst(e)ine plasmatique. La prévention de cet effet par la 

supplémentation en Cys (Expérience 4), conduit à l�hypothèse que ce phénomène serait bien 

lié à la carence en AAS générée par le traitement. 

 De façon plus générale, nos résultats obtenus avec la supplémentation en Cys sont en 

accord avec les données de la littérature. En effet, en cas d�overdose au paracétamol, la N-

acétylcystéine est donnée comme remède car elle permet de fournir de la Cys pour augmenter 

la sulfatation ainsi que la synthèse du GSH (Hodgman & Garrard, 2012). Dans notre cas, la 

supplémentation en Cys seule permet de prévenir les altérations du statut en GSH. Des 

travaux effectuées chez le rongeur en croissance ont montré un arrêt de la croissance induit 

par 1% de paracétamol dans le régime (Reicks & Hathcock, 1989; Mclean et al., 1989). Ces 

travaux montrent que la supplémentation du régime en methionine ou Cys permet de prévenir 

cet effet. Cependant, dans ces travaux l�ingéré n�est pas reporté ou fortement réduit, il est 

donc difficile de dissocier l�effet paracétamol de l�effet réduction de prise alimentaire. Nos 

travaux ont permis de montrer qu�à ingéré égal, la supplémentation en Cys, à dose équivalente 
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à l�extra-utilisation générée pour la détoxification, permet à elle seule de prévenir les effets 

délétères du paracétamol sur la masse musculaire, le GSH, ainsi que la masse et l�ASR 

hépatiques. 

Nos résultats montrent une augmentation du besoin protéique généré par la prise de 

paracétamol et plus spécifiquement un besoin en Cys. En effet, ces données nous permettent 

de confirmer que les altérations observées sur la masse musculaire sont liées à une utilisation 

augmentée de la Cys par le foie pour la détoxification du paracétamol. Les cures répétées de 

paracétamol à une dose équivalente à la dose maximale thérapeutique chez l�homme génèrent 

un besoin supplémentaire en Cys qui, s�il n�est pas couvert, conduit à une baisse du GSH 

hépatique. Lorsque cette baisse de GSH se généralise au plasma et au muscle, le traitement 

au paracétamol conduit à une perte de masse musculaire. 

De plus, nos données révèlent qu�en cas d�apports protéino-énergétiques insuffisants, 

les cures répétées d�une plus faible dose de paracétamol (60% de la prise dans les régimes à 

16% de protéines) est suffisante pour conduire à une forte diminution du GSH dans les tissus 

et le plasma.
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Conclusion générale et Perspectives de la thèse 

En conclusion, le résultat majeur obtenu au cours de cette thèse est la perte de masse 

musculaire de 12% induite spécifiquement par le paracétamol lors de sa prise répétée chez le 

rat âgé. Au regard de l�ensemble des résultats obtenus, cette perte de masse serait expliquée 

par l�utilisation augmentée de la Cys au niveau hépatique afin de soutenir la détoxification du 

paracétamol. En effet, la perte généralisée de masse musculaire due au traitement n�est 

observée que lorsque la synthèse des protéines hépatiques est fortement augmentée et que la 

déplétion du GSH hépatique se répercute au niveau musculaire. Nos résultats ont permis de 

confirmer le rôle prépondérant de la carence en Cys générée par le traitement, la 

supplémentation du régime en Cys permettant de prévenir les effets délétères observés sur le 

GSH, la synthèse et la masse musculaires. Le paracétamol génère donc une compétition inter-

organe, en particulier foie-muscle, pour l�utilisation de la Cys, cette compétition ayant lieu au 

dépend du muscle. 

Au vue de ces résultats, il serait intéressant d�étudier plus en détail la cinétique 

d�apparition de la perte de masse musculaire suite au traitement par cures. Cette étude 

permettrait d�analyser les effets de chacune des cures ainsi que l�absence/présence de 

récupération musculaire au cours des périodes d�inter-cure. Ces données nous permettraient 

d�évaluer l�importance de la chronicité des cures dans l�ampleur de la perte de masse 

musculaire, ainsi que l�importance des phases intermédiaires pouvant conduire à une 

éventuelle récupération musculaire partielle. 

La faible consommation du régime à 8% de protéines-1% de paracétamol pourrait 

permettre d�étudier si une supplémentation uniquement en Cys est suffisante pour prévenir les 

effets du paracétamol ou si l�augmentation de l�apport protéique global est aussi nécessaire. 

L�ensemble de nos observations doit encore être validé chez la personne âgée au cours 

de périodes de traitement chronique au paracétamol. 
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