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Introduction

L’homme a d0 faire face a son environnement et a appris a utiliser les ressources
naturelles pour subvenir a ses besoins nutritionnels afin d’assurer sa survie et la pérennité
de son espece. Apprendre a reconnaitre les plantes a caractére bénéfique pour I'organisme
et se méfier de celles ayant un effet néfaste est une nécessité naturelle, trés développée par

’'homme mais également par d’autres espéces animales.

L’histoire de 'Homme est jalonnée d’exemples ou les grandes civilisations avaient
une grande connaissance de la Nature dans laquelle elles se développaient. Les
connaissances acquises au fil des générations ont permis par exemple a la société chinoise
d’avoir une médecine traditionnelle trés aboutie exploitant les vertus médicinales des
plantes, ou a la société égyptienne de l'antiquité d’acquérir un savoir-faire exceptionnel en

terme de conservation des corps ainsi que dans 'amélioration de I'apparence.

La société moderne profite encore de ces connaissances ancestrales. Grace a des
études scientifiques, les substances contenues dans les plantes ont pu étre étudiées, leur

structure moléculaire analysée, leurs propriétés sur I'organisme humain identifiees.

Les avancées de la médecine ont permis de mieux comprendre la physiologie du
corps humain et les réactions chimiques permettant son bon fonctionnement. Dés lors, bon
nombre de pathologies ont vu leurs mécanismes de survenue identifiés. L’'oxydation, si elle
est nécessaire a la vie, peut aussi avoir un effet délétére : le stress oxydant peut causer de
séveéres dommages cellulaires. Pour se protéger de ce type d’agression, notre organisme

produit ou fait appel a une source exogéne d’antioxydants.

L’équilibre entre pro-oxydants et antioxydants est précaire. Pour maintenir cet
équilibre, une alimentation variée est nécessaire. On trouve de nombreux antioxydants dans
l'alimentation, que ce soit dans les fruits, les légumes ou les boissons. Une modification des
habitudes alimentaires a été observée ces derniéres décennies avec notamment le
développement des « fast-food » et la consommation de produits surgelés qui perdent une
partie de leurs vitamines. Ainsi 'apport exogéne en antioxydants diminue et peut favoriser

I'apparition de certaines pathologies induites par ces carences.
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1. Stress oxydant et pathologies
1.1. Stress oxydant

De maniére générale, le stress oxydant se définit comme étant le résultat d’'un
déséquilibre de la balance entre les espéces oxydantes et les systémes de défense
(antioxydants), avec comme conséquence, I'apparition de dégats souvent irréversibles pour

la cellule.

Dans les conditions physiologiques, I'oxygéne produit des espéces réactives de
'oxygéne (ROS, pour Reactive Oxygen Species) particulierement toxiques pour l'intégrité
cellulaire, c’est notamment le cas au niveau des mitochondries d’'une cellule. De nombreux
ROS sont des radicaux libres, possédant des propriétés oxydantes qui les aménent a réagir
avec leurs environnements chimiques, incluant une série de substrats biologiques
d’'importance (lipides, protéines, ADN, sucres,..). Au niveau moléculaire, ces ROS peuvent
également jouer le réle de messagers secondaires en activant différents facteurs ou

indirectement des genes impliqués dans le développement de diverses pathologies.

Initialement, la production endogéne des ROS a pour but de défendre I'organisme
contre des agents pathogénes (e.g., bactéries, virus). C'est le cas lors de la phagocytose
d’une bactérie par un macrophage, le phagosome créé fusionne avec le lysozyme qui
contient de nombreux ROS. La bactérie se trouve en contact direct avec ces especes

hautement réactives, détruisant alors I'agent pathogéne.

Cependant, les ROS ne sont pas des espéces sélectives, elles ne sont pas capables
de faire la différence entre I'agresseur et I'agressé. Pour se protéger des effets toxiques de
'oxygéne, 'organisme a en paralléle développé des systemes de défense qui permettent de
réguler la production de ces ROS. Ces mécanismes font intervenir un systéme endogéne
(enzymatique ou non enzymatique), mais également des molécules provenant 'alimentation

incluant des vitamines et des oligoéléments.

Il est important de noter que le stress oxydant peut étre également la conséquence
de l'effet de facteurs environnementaux. En effet, la vie moderne confronte notre organisme
a des facteurs provoquant une surproduction de ROS tels que la pollution, I'absorption
d’alcool ou de médicaments, I'exposition au soleil ou encore le tabagisme. Ceci conduit soit
a un affaiblissement de nos défenses antioxydantes soit a la synthése directe de ROS,
pouvant engendrer des dégats cellulaires. Un stress oxydant peut se développer lors d’'une
chirurgie cardio-vasculaire, d’'une transplantation d’organes ou d’'une détresse respiratoire
mais aussi en cas d'exercice intense mal maitrisé. En parallele de ces agressions, la

situation s'aggrave du fait d'une alimentation moins saine et moins équilibrée qu'auparavant.
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De ce fait, I'apport en antioxydants naturels est de plus en plus faible malgré leur réle dans le

contrdle des effets nocifs de 'oxygéne.

Ainsi, chaque individu ne possede pas le méme potentiel antioxydant. Celui-ci est
fonction du mode de vie, des caractéristiques génétiques mais également de
I'environnement. Une bonne hygiéne de vie ainsi que de bonnes habitudes alimentaires

jouent également un réle primordial dans le maintien d’un potentiel antioxydant optimal.

Déterminer le statut de stress oxydant d'un individu devient actuellement un sujet
prioritaire en termes de prévention de maladies. En effet, de nombreuses études indiquent
gu'il existe une association entre l'altération des systémes de défense antioxydants et le
développement de plus de 200 physiopathologies différentes comme I'athérosclérose ou le
cancer mais également le SIDA, les maladies inflammatoires, le diabéte et le

vieillissement(1).

1.1.1. Especes réactives
Les especes réactives (pouvant étre de nature radicalaire ou non) se divisent en deux
catégories principales : d'une part les ROS et d'autre part les espéces réactives de l'azote
(ou RNS pour Reactive Nitrogen Species).

Les radicaux libres constituent une proportion importante des ROS. Un radical libre
se définit comme une espéce chimique, (e.g., atome ou molécule) possédant un ou plusieurs
électron(s) célibataire(s) sur sa couche externe de valence lui conférant une grande
instabilité et donc une grande réactivité. La genése de ces radicaux libres au sein de
l'organisme est un processus physiologique en réponse a un facteur exogéne tel que
l'agression par des microorganismes, des métaux lourds, des rayonnements ionisants, des

rayons ultra-violets ou encore la fumée de cigarette.

Espéces réactives de I'oxygéne

Les ROS sont majoritairement produits au sein de 2 sites cellulaires : d'une part la

mitochondrie et d'autre part la membrane plasmique(2).

Les ROS peuvent étre générés au niveau de la chaine mitochondriale, plus
précisément au niveau de la membrane mitochondriale interne. La mitochondrie est un
organite essentiel dans le métabolisme de Il'oxygéne. Le métabolisme de la chaine
mitochondriale consiste en une succession de transferts d’électrons catalysée par des
enzymes permettant la production d’énergie sous forme d’ATP a partir de 'oxygéne O,. En
cas de métabolisme incomplet ou de défaillance, certains ROS peuvent étre produits et
traverser la membrane mitochondriale. Du fait de l'activité importante de la chaine

respiratoire, la production mitochondriale de ROS est supérieure a celle provenant de la
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NADPH oxydase. Dans des conditions normales, on estime que 80% des ROS sont

produites par la chaine mitochondriale.

FE+9' FE*' Feﬁft
2 C:ytuchr. r.yim:hr> (jylochD
- 5 ef* Fe'!! Fe++ ‘

Fi

AH,

Figure 1. Transfert électronique et d’hydrogéne du composé AH: (qui s’oxyde en A) le long

de la chaine respiratoire aboutissant a la formation d’H,O a partir d’'O-

Dans la membrane plasmique se trouve une enzyme, la NADPH oxydase. Elle permet
de catalyser la réduction de l'oxygene en utilisant le NADPH comme donneur d'électrons.

Cette réduction aboutit & la production de I'anion superoxyde O™

Oxydase
NADPH + 20; —— NADP* + 20,-+ H*

La NADPH oxydase a la particularité de présenter des domaines intra-, trans- et extra-
membranaires, cette particularité va permettre la libération I'anion superoxyde a l'intérieur ou

a l'extérieur de la cellule(3).

Enfin les NO synthases se présentent sous 3 isomeéres différents: la forme
neuronale, la forme inductible et la forme endothéliale. Ces enzymes vont permettre la

catalyse la synthése de NO'(4).

- L'anion superoxyde : O,=

L’anion superoxyde est généré par différents systemes enzymatiques notamment des
oxydases (e.g., NADPH oxydase dans la membrane lipidique et cytochrome oxydase dans la
chaine respiratoire mitochondriale). Cette réaction se fait grace au transfert d’'un électron du

cofacteur enzymatique a I'oxygéne.

Oxydase .
O+ —— O3

La durée de vie du radical O, - ainsi créé est treés courte du fait de sa forte réactivité. Il
va ainsi interagir rapidement avec son environnement direct (molécules de solvant). L’anion
superoxyde est un souvent désigné comme une des especes permettant la production de

nombreuses autres espéces réactives de 'oxygéne.
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- Le peroxyde d'hydrogene : H.O,

La double prototonation de I'anion superoxyde O, peut se passer dans des conditions
favorables en milieu acide. Cette réaction est catalysée par la superoxyde dismutase (SOD)

aboutissant a la formation de peroxyde d’hydrogéne H,O..

sop
202~ + 2H" —— H202 + O2

Le peroxyde d’hydrogéne H,O; n’est pas un pas un radical libre, et présente donc une
plus grande stabilité par rapport aux les radicaux libres. Toutefois il est considéré comme
une espéce réactive d’'oxygene car il intervient comme intermédiaire de synthése d’autres
radicaux libres. Ses propriétés physico-chimiques lui permettent de traverser la membrane

lipidique, il joue donc un réle important comme vecteur et diffuseur du stress oxydant.
Le peroxyde d’hydrogéne peut réagir dans les milieux intracellulaires avec des anions
de chlore aboutissant ainsi a la formation d’acide hypochloreux.

Chlore
H.O, — 2HOCI

Cet acide peut réagir avec les groupements amines de certains composés biologiques

(e.g., protéines, lipides, ADN), entrainant leur dénaturation.
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Figure 2. Exemple de réactivité de I'acide hypochloreux HOCI vis-a-vis de protéines, de
lipides et ’ADN

L’acide hypochloreux peut également réagir avec le péroxyde d’hydrogene

aboutissant a la formation de dioxygéne singulet activé 102.
H.0, + HOCl —— HCI + 'O, + H.0O

- Le radical hydroxyle : "OH

Le radical hydroxyle est trés toxique, il provient de la réaction trés lente entre O™ et
HZOZ.

H;0, + O + HY —— OH + O, + H,0

Le radical hydroxyle peut également provenir de la réduction du peroxyde d’hydrogene
par un métal de transition comme par exemple l'ion ferreux. Cette réaction est appelée la

réaction de Fenton.

H,O; + Fe?* ——'OH + OH + Fe®*
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Il s’agit, et de loin, du ROS le plus réactif et le plus toxique, sa durée de vie étant
extrémement courte de l'ordre de 107%. Le radical hydroxyle réagit de maniére non
spécifique avec son environnement (comme I'ADN ou les protéines), il intervient donc
comme un initiateur de la peroxydation lipidique ayant comme résultat la dégradation de la
membrane lipidique(5).

- Les radicaux alkyles R’, alkoxyles RO’ et peroxyles ROO*

L’oxydation de la membrane cellulaire par le radical hydroxyle conduit & la formation
de radicaux peroxyles ROO". La dégradation de ces derniers suivant la réaction de Fenton
conduit a la formation de radicaux alkoxyles hautement réactifs.

ROOH + Fe** —— RO" + OH + Fe®*

Espéces réactives de l'azote

Les espéces réactives de l'azote proviennent de la réaction des ROS avec le
monoxyde d’azote NO-. Ces réactions sont catalysées par la NO synthase dont il existe 3

types : neuronale, endothéliale ou inductible.

Dans des conditions physiologiques, l'oxyde d’azote est faiblement réactif. C’est
l'action de l'anion superoxyde sur 'oxyde d’azote qui entraine la formation de réactifs ayant

une réactivité élevée.

05 + NO —— ONOO" ——~—, ONOOH

Autres radicaux libres

Il existe des radicaux libres « non biologiques » qui vont permettre d’évaluer I'activité
antioxydante de composés. Parmi ces radicaux, on peut citer le radical DPPH (1,1- diphényl-
2-picrylhydrasyle) ainsi que le radical cation ABTS™ (sel d’ammonium de l'acide 2,2’-
azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique)).

Le AAPH (le sel dichloré du 2,2’-azobis(2-amidinopropane)) n’est pas un radical libre
mais cette molécule peut étre utilisée comme générateur de radicaux libres notamment dans

les études de la peroxydation lipidique.

Leur intérét dans les méthodes d’évaluation des propriétés antioxydantes d’autres

composés est discuté en Section 3. Evaluation de I'activité antioxydante.
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1.1.2. Cibles
Comme vu précédemment lors de linventaire des ROS et RNS, ces especes
réactives peuvent s’attaquer a de multiples cibles dans l'organisme comme I'ADN, les

protéines et ou encore les lipides.

Acides nucléigues

Les ROS, et plus spécifiqguement le radical hydroxyle, peuvent provoquer des dégats
au niveau des acides nucléiques. lls peuvent provoquer des cassures, des mutations ou
endommager le processus de réparation de 'ADN. De plus, les ROS peuvent induire des
modifications au niveau de la transcription ou de la traduction de I'ADN et ainsi aboutir a la
formation de protéines altérées. Ces modifications peuvent étre a l'origine de phénoménes

mutagénes ou d’'un vieillissement accéléré(6).

Ainsi les radicaux libres ont notamment la capacité de pouvoir oxyder les bases
nucléiques. La guanine est la base la plus touchée par ce phénomeéne et les dérivés oxydés
les plus générés sont la 8-hydroxyguanine et la 2,6-diamino-4-hydroxy-5-
formamidopyrimidine(7). La plupart des bases oxydées seront éliminées par le mécanisme
de répartition de 'ADN par excision de base, c'est-a-dire par élimination de la base, suivie

d’un clivage du désoxyribose.

H
N Ox. N N__O
PR R s
NS
HN"NT N HN"N” N HoN” N~ NH,
Guanine 8-hydroxyguanine 2,6-diamino-4-hydroxy-

5-formamidopyridine

Figure 3. Principaux produits d’oxydation de la guanine par les radicaux libres

Protéines et acides aminés

Les ROS peuvent oxyder les protéines et les acides aminés permettant la formation de
produits carbonylés ou hydroxylés. Ces modifications vont entrainer une altération des
protéines et ainsi modifier les systemes enzymatiques associés en les activant ou en les
inactivant. Les acides aminés soufrés ainsi que les basiques et les aromatiques sont les plus

sensibles a ces oxydations qui peuvent s’effectuer selon 3 types.

- Par fragmentation des protéines et formation de produits carbonylés impliqués
dans les maladies liees a un dysfonctionnement des neurotransmetteurs dans

'organisme. C’est le cas notamment dans I'épilepsie(8)
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- Par réaction lors de la peroxydation lipidique ce qui provoque I'accumulation de

lipoprotéines notamment a I'origine du développement des plaques d’athérome.

- Par réaction de glyco-oxydation pouvant se manifester par une augmentation de la

glycémie en cas de diabete.

H
(@) OH
ﬁ
oty
H
@)

S

Figure 4. Oxydation de la sérine

H
0 SH
—>
oy
H
@)

Figure 5. Oxydation de la cystéine

Lipides

La peroxydation lipidique est une réaction en chaine des lipides par des ROS. Cette

réaction en chaine est 'une des plus grandes sources de radicaux libres au sein de

l'organisme, principalement alkyl, alkoxy et peroxyles. Ce phénomeéne aboutit a I'altération

irréversible de la membrane cellulaire entrainant la mort cellulaire(6).

Phase d’initiation

L-H — L

Phase de propagation

02
L'— LOO’

LOO + L-H —— L'+ LOOH

Phase de terminaison

LOO"+ L' —— LOOL

L'+L ——L-L

2L0OO0" —— LOOL + O>

LO"+L"—— LOL

Figure 6. Cascade de réaction de la peroxydation lipidique
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1.2. Pathologies associées
1.2.1. Théorie radicalaire du vieillissement

Le vieillissement s’accompagne d'une altération globale de I'ensemble des fonctions
physiologiques et d’une sensibilité plus importante vis-a-vis de certaines maladies. La théorie
radicalaire justifie cette altération par une accumulation de molécules oxydées. Cette
oxydation a pour conséquence sur l'organisme l'apparition de mutations, de carbonylation
des protéines (et ainsi leur dénaturation et leur agrégation) et I'oxydation des lipides. Cette
théorie radicalaire du vieillissement a été développée pour la premiére fois en 1956 par
Harman(9). La mise en évidence des radicaux n’a eu lieu que 13 ans plus tard par McCord
et Fridovitch(10) par l'intermédiaire de la superoxyde dismutase ayant comme substrat le

radical superoxyde.

Pour étayer cette théorie, de nombreux marqueurs biologiques du stress oxydant ont
été observés au cours du Vvieilissement (8-oxo-guanine, dialdéhyde malonique,
isoprostanes)(11)(12). Le transcriptome, ensemble des ARN issus de la transcription du
génome, va permettre I'adaptation au long cours en réponse a un état cellulaire pro-oxydant.
Au cours du vieillissement, le transcriptome va provoquer l'induction de plusieurs génes
codants pour des enzymes antioxydantes et la répression de génes de la chaine respiratoire.
Les mécanismes de réparation cellulaire tels que les protéasomes, les protéines chaperons,
diverses enzymes mais également les systemes de réparation de I'ADN, sont moins

performants avec I'dge ce qui contribue a la fixation et a 'accumulation d’anomalies(13)(14).

1.2.2. L’inflammation
L’inflammation se caractérise par une réponse des tissus vivants a une agression. Ce
phénoméne fait intervenir le processus d'immunité qui peut-étre naturelle (phagocytose par
exemple) ou spécifique (cellulaire ou humorale). L’inflammation n’est pas synonyme

d’infection mais une infection peut étre la cause d’un phénoméne inflammatoire.
Les différents facteurs induisant I'inflammation sont:
- Une agression physique (e.qg., froid, chaleur)
- Une agression chimique (e.g., acide, base)
- Une infection due a des bactéries ou a des virus

- Une réaction immunitaire primaire ou secondaire (qui est la conséquence de la

réintroduction dans 'organisme d’un antigéne)
- Une nécrose tissulaire

L’inflammation va avoir pour but de permettre I'élimination de I'agent agresseur et des
débris cellulaires, ainsi que de la réparation des tissus(15).
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Figure 7. Déroulement du processus inflammatoire

Ce phénomeéne se décompose en plusieurs étapes :

- 1:entrée des agents pathogenes par la plaie cutanée.

2. libération des protéines de la coagulation au niveau de la plaie par
I'intermédiaire des plaquettes.

- 3: Sécrétion par les mastocytes de facteurs médiateurs de la vasodilation avec

formation d’oedéme.

- 4 Libération par les neutrophiles de facteurs permettant la dégradation des
agents pathogénes.

- 5:Phagocytose des agents pathogenes par les neutrophiles et les macrophages.

- 6: Sécrétion de cytokines par les macrophages. Ces derniéres vont permettre (i)
larrivée des cellules du systéeme immunitaire et (ii) l'activation des cellules

nécessaires a la réparation tissulaire.

- 7: Poursuite du processus inflammatoire jusqu’'a I'élimination des agents

pathogénes et de la réparation des tissus lésés.

Par ailleurs, linflammation accélére la production de radicaux libres. Lorsque

linflammation est limitée, les radicaux libres peuvent étre contrblés par les défenses
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antioxydantes naturelles de l'organisme. Lorsqu'elle est trop intense ou chronique, les
radicaux libres deviennent alors trop nombreux, submergent les défenses antioxydantes et

entrainent des réactions en chaine pouvant, entre autres, altérer des tissus sains.

Le systéme immunitaire, le complément, 'némostase mais également les kinines
interviennent en paralléle du stress oxydant(16). Un aspect important de I'inflammation est le
rble du métabolisme dun des constituants des membranes cellulaires: I'acide
arachidonique(17). Ce métabolisme implique I'oxydation de I'acide arachidonique par I'anion
superoxyde permettant la synthése de prostaglandine et de leucotriene (via des

cyclooxygénases ou des lipoxygénases), eux-mémes médiateurs de I'inflammation.

= X
H COX N
—_— o
-H-*
COOH N COOH
Acide arachidonique
> COOH
;3 HO <
0] _ CHs
Prostaglandine H, Prostaglandine Gy

Figure 8. Métabolisme de I'acide arachidonique

L’interaction des radicaux libres avec les lipides membranaires, les protéines et ’ADN
environnant aboutit & une réduction voire une inhibition de la chaine respiratoire

mitochondriale ainsi qu’une inactivation des canaux calciques.

1.2.3. Diabéte de type 2

Le diabete de type 2 ou diabéte non insulinodépendant est une maladie se
caractérisant par un taux trop élevé de glucose dans le sang. Son origine est métabolique,
elle provient de la modification progressive et insidieuse du métabolisme glucidique. Ainsi le
glucose est moins bien absorbé au niveau des tissus adipeux et musculaires provoquant une
augmentation du glucose sanguin. Son incidence augmente significativement avec I'age, les
signes cliniques s’observent généralement aprés 40 ans et la maladie est diagnostiquée a
'age moyen de 65 ans. Il est important de noter que ce diabete doit étre différencié de celui

de type 1 qui résulte d’'une absence d’insuline active.
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Il existe une composante génétique au diabéte de type 2 mais elle ne peut en aucun
cas expliquer a elle seule la survenue de la pathologie. Celle-ci est corrélée a I'age et a
l'interaction entre le génome et les conditions de vie. Son incidence augmente avec I'adge du
fait des modifications des cellules et des organes, vues précédemment. De plus, la
sédentarité, I'’hypercholestérolémie et le surpoids sont des facteurs de risque de survenue de

cette pathologie.

Le diabete engendre des hyperglycémies qui vont étre percues par 'organisme comme
un stress oxydant(18). Dans cette maladie, contrairement aux autres développées dans ce
chapitre, le stress oxydatif est superposable a I'hyperglycémie. Ainsi, plus la glycémie est
élevée et prolongée, plus le stress oxydatif est intense et donc plus I'effet sera néfaste pour
'organisme. Cela va provoquer une augmentation de la dégradation du glucose qui, par
accroissement du potentiel de membrane mitochondriale, va augmenter la synthese de
radicaux libres. Outre ce phénomeéne, il va se produire une inhibition de la glycéraldéhyde-3-
phosphate deshydrogénase responsable de la diminution de formation du cofacteur réduit

NADPH,H+ essentiel a la régulation de 'homéostase(19).

1.2.4. L’athérosclérose

Les ROS sont produites en permanence par les types constituant la paroi vasculaire.
lls sont, a I'état physiologique, des modulateurs des voies de transduction du signal et de
'expression des génes participant a ’homéostasie vasculaire. L’homéostasie vasculaire se
définit comme [I'équilibre permettant de maintenir les différentes constantes (e.g., pH,
température) du milieu intérieur de l'organisme nécessaires a son bon fonctionnement. Les
cellules de la paroi vasculaire présentent un état redox physiologique qui peut étre modifié
dans de nombreuses circonstances physiopathologiques. Toute altération va avoir pour
conséguence un stress oxydant qui sera nocif pour les cellules et pour leur fonctionnement
vasculaire. Un exemple fréquent dans la civilisation occidentale est I'athérosclérose définie
comme la formation d’'une plaque d’athérome au sein de la paroi vasculaire. La présence de
cette « protubérance » altére significativement I'écoulement sanguin pouvant aller jusqu’a

I'arrét de la circulation ou la rupture de la plague(20)(21).
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ndothelum

Figure 9. Mécanisme de formation de la plaque d’athérome

Ce mécanisme de formation se décompose en plusieurs étapes :
- Passage des LDL de la lumiére artérielle a l'intima.
- Oxydation de ces LDL.

- Recrutement des monocytes circulants : activation des cellules endothéliales et
reconnaissance des monocytes par I'endothélium. Pénétration de ces monocytes

au niveau de l'intima et transformation en macrophage.

- Association des macrophages et des cellules musculaires lisses (CML)

aboutissant a la formation des cellules spumeuses.
- Multiplication des CML et migration de la media vers l'intima.
- Sécrétion de collagene, de fibres élastiques et de protéoglycannes par les CML.
- Accumulation de tissu conjonctif, de lipides, de CML et de cellules spumeuses.
- Formation du noyau lipidique.
- Ulcération de la paroi vasculaire.

- Adhésion et activation plaquettaire provoquant une thrombose.
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Les facteurs de risques de la survenue de plaques d’athérome sont multiples, comme
I'hypertension artérielle, I'hypercholestérolémie ou encore le diabéte. lls vont engendrer une
production anormale des ROS. Le déséquilibre antioxydant/pro-oxydants va entrainer
'oxydation des lipoprotéines de basse densité (LDL pour Low Density Lipoproteins) se
situant dans l'intima ainsi que des troubles cellulaires tels que la libération de facteurs pro
inflammatoires, de facteurs favorisant la prolifération cellulaire, ou la modification du

processus d’apoptose/nécrose.

1.2.5. Le processus de cancérisation

Le stress oxydant joue un rdle particulier dans les différents processus de
cancérisation. La réaction d'un ROS avec une base nucléique induit une modification de
’ADN. L’ADN humain est constamment soumis a I'action des radicaux libres a raison, en
moyenne, de 20 altérations de I'ADN par jour. L'organisme a développé de nombreux
systemes, notamment enzymatiques, dédiés a la reconnaissance et la réparation de 'ADN
(e.g., DNA polymerase). Cependant, ces systémes sont parfois insuffisants, ce qui conduit a
la création de protéines mutantes, a condition que la mutation ait lieu sur une partie traduite
de I'ADN (i.e., exon). Selon la nature de la mutation, la protéine mutante pourra étre inactive
ou, a linverse verra son activité augmentée. Par exemple, une mutation désactivant une
protéine de la chaine apoptotique (e.g., p53, caspases) pourra étre a lorigine de
l'immortalisation de la cellule. Cette derniére pourra alors se diviser et constituer une lignée

cellulaire immortelle.

Par ailleurs, les cellules tumorales immortelles seront reconnues par le systéme
immunitaire qui luttera en activant les mécanismes de défenses (e.g., intervention de
phagocytes, inflammation). En conséquence, le taux de ROS augmentera a proximité et sera
susceptible de faire muter a nouveau les cellules environnantes. L’apparition de tumeur

survient lorsque la balance protection/mutation tourne en faveur des cellules tumorales.

1.2.6. Maladies neurodégénératives
Le stress oxydant intervient dans le processus de mort cellulaire que I'on va retrouver
dans les maladies neurodégénératives telles que la maladie d’Alzheimer, la maladie de

Parkinson ou la maladie de Charcot.

La maladie dAlzheimer entraine la perte des fonctions mentales et plus
particulierement de la mémoire jusqu’a la démence. Il s’agit d’'une maladie incurable, sa
survenue est progressive et irréversible. La protéine f amyloide semble étre un acteur
important de la survenue de cette maladie, en effet on la retrouve dans les plaques séniles
caractéristiqgues de la maladie. Elle posséde un effet toxique sur les cellules neuronales(22).

Bien que le lien de cause a effet entre stress oxydant et la maladie d’Alzheimer ne soit pas
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encore bien élucidé, la présence de protéines B amyloide est toujours associée a la
présence de ROS. Il a été démontré que le stress oxydant favorise I'agrégation de béta
amyloide qui lui-méme va provoquer un nouveau stress oxydatif par dysfonctionnement au

niveau du métabolisme neuronal et des états de certains métaux (e.g., fer et cuivre).

La maladie de Parkinson touche le systeme nerveux central en entrainant des troubles
essentiellement moteurs. Elle va se développer de fagon progressive et son évolution est
irréversible. L’hypothése développée pour cette pathologie est la mort cellulaire des
neurones de la substance noire(23).

La maladie de Charcot se traduit par une dégénérescence progressive des
motoneurones du cortex cérébral. Son évolution, généralement rapide, se traduit par une
paralysie progressive de I'ensemble des muscles squelettiques ainsi que des muscles
respiratoires. Il a été démontré que des mutations du géne codant pour la Cu,Zn-SOD ont

été observées dans les formes familiales de la maladie(24).
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2. Antioxydants
2.1. Définition

Un antioxydant est par définition une espéce chimique plus ou moins complexe
diminuant le stress oxydant au sein de I'organisme. Un antioxydant peut donc : (i) prévenir la
synthése de radicaux libres en inhibant l'initiation des chaines réactionnelles décrites ci-
dessus ou (ii) désactiver directement les ROS. Les antioxydants peuvent étre classés selon
leurs modes d’actions: systémes enzymatiques, inhibiteurs d’enzymes oxydantes,

chélateurs de métaux et piégeurs de radicaux libres.

L’organisme posséde des systemes endogénes dédiés a cette action protectrice.
Cependant, cette ligne de défense est facilement saturée. De nombreux antioxydants
exogenes sont également présents dans l'alimentation apportant un soutien significatif dans
la lutte antioxydante. Nous les trouvons dans les fruits (pommes, poires, fruits rouges...), les
légumes (brocoli, oignon...), les boissons (café, thé, vin...) ainsi que dans les épices, le
cacao ou encore les céréales. Ces antioxydants sont surtout connus pour leur capacité a
réagir directement réagir avec les radicaux libres en les « neutralisant » par réaction de

réduction.

Les antioxydants sont un groupe hétérogene composé de systemes antioxydants

endogeénes, enzymatiques ou non, de vitamines, d’oligo-éléments ou encore de polyphénols.

2.2. Systemes antioxydants endogénes
2.2.1. Enzymatiques
2.2.1.1. La catalase
C’est une enzyme que I'on retrouve principalement au sein des peroxysomes, dans les

hépatocytes, les érythrocytes et les cellules rénales.

Figure 10. Structure tridimensionnelle de la catalase
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Elle catalyse la dismutation de peroxyde d’hydrogéne en oxygéne et en eau.
2 H,O; —— 2 H,O + O»

Cette enzyme est constituée de quatre chaines polypeptides, comportant chacune un
atome de Fer sous forme ferrique (Fe®*). Ces derniers constituent les sites actifs de cette

enzyme. Le mécanisme de dismutation du peroxyde d’hydrogéne est le suivant :
H>0- + Fe(lll)-E —— H>O0 +O=Fe(IV)-E
H>O, + O=Fe(IV)-E —— O + Fe(lll)-E +H,0

Sa vitesse de réaction est uniquement dépendante de la vitesse limite avec laquelle les
molécules parviennent au site actif de I'enzyme ce qui en fait une des enzymes les plus efficaces
connues(6).

2.2.1.2. La glutathion peroxydase
La glutathion peroxydase (GSH-Px) est une enzyme a sélénium ayant la propriété de
pouvoir catalyser la réduction des hydroxyperoxydes. Elle se retrouve dans les liquides
extracellulaires ainsi que dans les cellules, au sein du cytosol et des mitochondries(25).

Elle est constituée de 4 sous-unités contenant chacune un atome de sélénium. Il existe

5 isoformes de cette enzyme variant suivant leur localisation dans I'organisme.

Figure 11. Structure tridimensionnelle de la glutathion peroxydase

Cette enzyme constitue la voie majeure de dégradation des hydroperoxydes. Cette
fonction antioxydante est d’autant plus importante qu’elle joue un role essentiel avec les
superoxydes dismutases et la vitamine E(26). Elle va donc assurer I'équilibre intra et

extracellulaire de la balance pro-/antioxdyants.
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Son activité principale est de permettre I'oxydation du glutathion par réaction de
dimérisation avec la formation d’un pont disulfure. Cette réaction conduit a la génération de

H. pouvant réduire les espéces environnantes.

COOH H O
N A~
HoN N H
COOH |, O 2 5 H coo
H,N N N~ >COOH
H
© SH
HOOC._N \[g\ NH>
COOH
Glutathion forme réduite Glutathion forme oxydée
GSH GSSG

Figure 12. Réaction de dimérisation du glutathion

En présence de substrat de type ROOH, la réaction se traduit de la maniére suivante

avec la formation d’'une molécule d’eau et d’'une molécule d’alcool.
2 GSH + ROOH —— GS-SG + ROH + H0

Le gros avantage de ce systeme est sa capacité a se régénérer. En effet, sous la
dépendance du NADPH via le métabolisme des glucides, le glutathion réduit est capable

d’étre reformé et ainsi pouvoir étre de nouveau disponible.

Glucose-§-Phosphate
Se-GPx Glutathion| Glucose-S-phosphate
réductase déshydrogénase
2 G5H MNADPH &-Phosphogluconate

Figure 13. Cycle de détoxification par la glutathion peroxydase

2.2.1.3. La superoxyde dismutase
La superoxyde dismutase (SOD) est une protéine métallique possédant une activité

enzymatique lui permettant de catalyser la dismutation de I'anion superoxyde O (27).

Il existe plusieurs SOD, elles different par le ou les métaux présent(s) dans sa structure
qui va (vont) permettre la liaison enzyme-ligand. Il est important de noter qu'il existe des
SOD avec deux types de métaux qui pourront étre du Cuivre, du Zinc, du Manganése et/ou
du Fer.
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Figure 14. Structure tridimensionnelle de la superoxyde dismutase

La réaction chimique catalysée par la SOD nécessite un milieu acide et va permettre
d’agir simultanément avec 2 anions superoxydes aboutissant a la formation de dioxygéne et

de peroxyde d’hydrogéne.
207, +2H" —— H0,+ 0,

La dismutation du radical superoxyde est spontanée, mais I'action de la SOD permet
de l'accélérer 10 000 fois(28).

Chez 'homme il existe trois différentes classes de SOD, catalysant toutes la méme
réaction : la SOD a cuivre et a zinc que l'on trouve dans le cytosol et au niveau des liquides

extracellulaires, la SOD a fer et la SOD a manganése, dans les mitochondries.

2.2.2. Non enzymatiques
Le glutathion est un tripeptide constitué d’acide glutamique, de cystéine et de glycine
(y-L-Glutamyl-L-cystéinylglycine). Le groupement amine de la cystéine est lié a la fonction
acide en y de l'acide glutamique. La fonction thiol de la cystéine porte les principales

propriétés de ce peptide.

On le retrouve dans de nombreux compartiments intracellulaires (cytosol, noyau,
mitochondries) soit sous forme réduite (GSH) soit sous forme oxydée (GS-SG). Le rapport
de concentration entre ces deux formes est en faveur de la forme réduite, ce qui est
nécessaire a I'action antioxydante. Pour étre actif, le glutathion ne nécessite pas forcément
l'action de la GSH réductase citée ci-dessus. Dans ce cas, la régénération a I'état initial ne

sera pas possible.
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2.3. Autres antioxydants

Notre comportement alimentaire joue un role important dans la faculté de I'organisme a
lutter contre les effets néfastes du stress oxydant. Les études mettent en évidence les effets
bénéfiques d'une alimentation riche en fruit et legumes.

2.3.1. Les vitamines
2.3.1.1. Lavitamine E

La vitamine E est une vitamine liposoluble présente en grande quantité dans les huiles
végeétales (e.g.,I'huile de palme, d’olive et de tournesol). La vitamine E est en réalité formée
de huit composés chimiques différents regroupés en deux sous-ensembles en fonction de la
présence de groupements de substitution et de doubles liaisons. Nous trouvons donc le
sous-ensemble des tocopherols (a-, 8-, y-, ou d-tocopherol) et des tocotrienols (a-, B-, y-, ou
O-tocoprienol).
Ry =R, =Me a-tocophérol
Ri=Me, R, =H p-tocophérol

R{=H, R, =Me y-tocophérol
Ry=R,=H o-tocophérol

Figure 15. Structure chimiques des vitamines E

Elle va agir comme antioxydant contre les ROS (en parallele de la vitamine C et du
glutathion) et plus particulierement dans linhibition de la peroxydation lipidique. La chaine
carbonée augmente en effet le caractére lipophile de la molécule et ainsi facilite la

pénétration dans les bicouches lipidiques, et permet une action directe intracellulaire.

L’a-tocopherol est considéré comme un antioxydant de référence servant d’étalon pour

les nouvelles molécules que I'on souhaite évaluer comme antioxydants.

2.3.1.2. La vitamine C
La vitamine C, ou acide ascorbique, est une molécule hydrophile que I'on retrouve
dans de nombreux fruits comme les oranges, les citrons et les fraises. Son caractére

hydrophile ne lui permet pas d’avoir une activité intracellulaire.

5 o H OH
OH

HO OH

Figure 16. Structure chimique de la vitamine C
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Toutefois la vitamine C est capable de piéger des radicaux libres mais son intérét
majeur en terme de pouvoir antioxydant réside en sa capacité a régénérer la vitamine E au
sein de la membrane(29).

LOO+ VitE Vit C» GSH \[ NADP

Jlutathion '/g'u'.alhlun
peroxy dase reduciase

LOOH Vit E* Vit C ]K. GSSG

Figure 17. Schéma de régénération de la vitamine E & partir de la vitamine C

NADFH

2.3.1.3. Lavitamine A
La vitamine A est une vitamine liposoluble que I'on retrouve en grande quantité dans
'organisme surtout au niveau du foie, son lieu de stockage principal. On distingue deux
groupes, a savoir les rétinoides (rétinol, trétinoine...) et les provitamines A (principalement
les a- et B- caroténes).

\\\\OH

XX -COOH

Figure 18. Structure chimique de quelques rétinoides

\\\\\\\\\

Figure 19. Structure chimique des B- carotenes

Les rétinoides vont se retrouver dans les aliments d’origine animale (ceufs, lait,
viande...). Les provitamines A sont essentiellement contenues dans les végétaux et plus

particuliérement la carotte, la citrouille et la patate douce.
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Méme en I'absence de liaison OH, le B- caroténe est un bon antioxydant naturel. Son
activité s’explique en partie par ses propriétés lipophiles lui permettant de traverser les
membranes cellulaires et en partie par son systeme 1-conjugué permettant d’'interagir avec

les radicaux libres pour former des adduits.

Le B- caroténe peut agir comme un inhibiteur de la peroxydation lipidique uniquement a
une faible pression partielle en O. Il peut étre oxydé tout comme un acide gras et ainsi avoir

un effet pro-oxydant(30).

2.3.2. Les oligo-éléments
Les oligo-éléments se définissent comme une classe de nutriments nécessaires, en
guantité trés faible, a la vie d’un organisme. L’apport par l'alimentation, en quantité
raisonnable, est crucial. En effet, ils n’agissent pas directement contre les ROS, mais ils sont
nécessaires aux enzymes décrites précédemment. Un apport excessif en oligo-éléments

peut entrainer de sérieux dysfonctionnements.

2.3.2.1. Le sélénium
Le sélénium est un oligo-élément constituant des sélénoprotéines dont fait partie le
principal antioxydant intracellulaire, la glutathion peroxydase. On le retrouve notamment
dans le porc, le beeuf et le poisson. Il joue également le rdle de détoxification des métaux

lourds comme le cadmium.

2.3.2.2. Le cuivre
Le cuivre est un des cofacteurs essentiels de la SOD étant donné sa facilité a passer
de I'état réduit a I'état oxydé(31). On retrouve le cuivre surtout dans le foie, les huitres et le

chocolat noir.

Néanmoins, il joue également un réle important dans Tlinitiation des réactions
produisant des ROS de par ses propriétés de métal de transition, tout comme le fer(32).
Une concentration importante en cuivre pourra étre le révélateur d’'un stress oxydant. Au
cours du processus de vieillissement, la concentration sérique en cuivre est amenée a
augmenter(33). En d’autres termes, cet élément peut jouer a la fois le réle de protecteur ou
d’initiateur.

2.3.2.3. Le zinc

Le zinc est un cofacteur de la SOD. On retrouve le zinc dans les huitres, le foie de
veau et la viande de beeuf. Le zinc a également comme fonction de protéger le groupement
thiol des protéines. De plus, il peut lutter contre la formation des ROS induite par le fer ou le
cuivre. Ainsi I'analyse du rapport des taux sanguins Cuivre/ Zinc permet d’évaluer le stress
oxydant d’un individu donné. Il semblerait que les personnes atteintes de maladies
dégénératives aient un rapport Cuivre/Zinc plus élevé que la moyenne(34). De plus, une
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carence en zinc est souvent liée a (i) un stress oxydant plus important et a (ii) I'apparition de

pathologies chroniques(31).

2.3.3. Les polyphénols

Les polyphénols représentent une classe de métabolites secondaires. lls sont trés
largement représentés dans le régne végétal et donc dans notre alimentation. Nous les
consommons sous forme de fruits ou de légumes par exemple. Leur structure comporte un
ou plusieurs groupes phénoliques (e.g., un groupement OH greffé sur un noyau aromatique).
Leur étude a été croissante ces derniéres décennies en raison de leurs bienfaits sur la santé,
notamment grace a leur pouvoir antioxydant mais aussi dans la prévention ou le traitement
de nombreuses pathologies comme les cancers, les maladies cardiovasculaires ou
dégénératives(35)(36). lls sont également utilisés en agroalimentaire, en cosmétique ou

dans l'industrie pharmaceutique comme additifs.

Le mécanisme de piégeage des radicaux libres par les polyphénols se fait par le
transfert de 'atome d’hydrogéne (H-atom transfer ou HAT). Le radical libre est réduit par
transfert de 'atome d’hydrogéne de I'antioxydant (ArO-H) vers le radical (R").

ArO-H + R*—— ArO'+ RH

Le radical ArO® ainsi formé sera stabilisé (i) par délocalisation des électrons T, (ii) par
un nouveau transfert d’atome d’hydrogéne conduisant a la formation de quinone (iii) ou par

réaction avec un autre radical libre(37)(38).

Les polyphénols jouent un réle important, ils sont capables d’interagir avec les métaux
de transition, notamment avec le fer et le cuivre(40). En effet les ROS sont produits
abondamment par réduction d’O, par Fe?* ou Cu* aboutissant a la formation de superoxyde,
de peroxyde d’hydrogéne et de radicaux oxyle (réaction de Fenton). Ainsi la formation de

complexes chélateurs stables et inertes est un mécanisme antioxydant.

2.3.3.1. En C6: les phénols simples
Le groupe des phénols simples se caractérise par une structure simple, a savoir un
cycle aromatique portant au moins une fonction hydroxyle —OH. Les phénols simples les plus
complexes peuvent comporter plusieurs fonctions —OH, libres ou non ainsi que quelques

chaines alkyles.

Le représentant le plus « simple » de ce groupe est le phénol. Longtemps utilisé
comme antiseptique puissant, son utilisation a été arrétée en raison de sa toxicité. Il était
également utilisé pour conserver les aliments (viandes, poissons, charcuterie...) dans la

technique du fumage.
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OH

Figure 20. Structure chimique du phénol

L’hydroquinone ou benzene-1,4-diol est un fort agent réducteur. Il a été utilisé en

application cutanée pour blanchir la peau par inhibition de la synthese de mélanine.

OH

OH

Figure 21. Structure chimique de I'’hydroquinone

Le phloroglucinol ou 1,3,5-trihydroxybenzéne est un composé aromatique portant trois
fonctions —OH. Toutefois par tautomérie, il peut donner une cétone nommée 1,3,5-
cyclohexanetrione. Cette molécule a des propriétés antispasmodiques, elle est
commercialisée sous le nom Spasfon ® pour traiter des douleurs du tube digestif, des voies

biliaires, des coliques néphrétiques ainsi que des douleurs gynécologiques.

OH @

[—

HO OH O O

Figure 22. Structure chimique du phloroglucinol

2.3.3.2. En C6-C1: les acides hydroxybenzoiques
Ce groupe comporte les acides dérivés de l'acide benzoique, ce dernier étant la
molécule la plus simple de cet ensemble.
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COCH

Figure 23. Structure chimique de 'acide benzoique

Ces acides hydroxybenzoiques sont des composés que I'on retrouve facilement soit a
I'état libre ou I'état dit « lié ». En effet, ils sont les précurseurs par polymérisation de tanins

qui seront développés plus tard dans la classification des polyphénols.

Dans ce groupe, nous allons trouver I'acide salicylique, ou acide 2-hydroxybenzoique,
que I'on retrouve naturellement dans le saule. Il est utilisé comme précurseur de synthése de
'acide acétylsalicylique (I'aspirine ®). L’'acide salicylique était également utilisé comme
conservateur et comme antiseptique mais son utilisation dans ces domaines a été arrétée en
raison de son caractére toxigue en cas de surdosage. Il est maintenant utilisé en

dermatologie pour le traitement de I'acné et des verrues.

COOH
OH

Figure 24. Structure chimique de I'acide salicylique

Nous pouvons également citer [l'acide parahydroxybenzoique, ou acide 4-
hydroxybenzoique, qui est utilisé comme précurseur des parabénes (conservateurs en
cosmétologie).

COOH

OH

Figure 25. Structure chimique de I'acide parahydroxybenzoique

L'acide vanillique, ou acide 4-hydroxy-3-méthoxybenzoique, est retrouvé a I'état naturel
dans les fraises et le vin rouge. On le retrouve également dans la racine d’Angélique de

Chine (Angelica sinensis), qui est une herbe utilisée dans la médecine traditionnelle chinoise
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en traitement de troubles gynécologiques et de la ménopause. L’acide vanillique posséde

des propriétés anti-microbiennes tout comme la vaniline, qui est sa forme oxydée.

COOH

OMe
OH

Figure 26. Structure chimique de I'acide vanillique

L’acide gallique, ou acide 3,4,5-trihydroxybenzoique, est retrouvé notamment a I'état
naturel dans les chéataignes et le clou de girofle. En fonction de sa concentration dans
I'organisme, il peut étre soit pro-oxydant (a faible concentration) soit antioxydant (a plus forte

concentration)(41). Il est également le précurseur de certains tanins.

COOH

HO OH
OH

Figure 27. Structure chimique de I'acide gallique

2.3.3.3. En C6-C3

- Les acides hydroxycinnamigues

Ces composés sont dérivés directement de 'acide cinnamique qui n’est, lui-méme, pas

un acide phénolique. lls sont trés largement présents dans I'alimentation.

Xx_~COOH

Figure 28. Structure chimique de I'acide cinnamique

Dans ce groupe figure l'acide paracoumarique, ou acide parahydroxycinnamique,
abondant dans la nature, que I'on va retrouver dans les cacahuétes, la tomate et la carotte.
C’est un précurseur de nombreux composés, particulierement de I'acide caféique apres

hydrolyse, ou de la coumarine par cyclisation. L’acide paracoumarique se distingue par ses
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propriétés antioxydantes ainsi que sa capacité présumée a diminuer le risque de

développement du cancer de I'estomac(42).

Xx_~COOH

HO

Figure 29. Structure chimique de I'acide paracoumarique

Nous trouvons également Il'acide caféique ou acide (E) 3-(3,4-dihydroxyphényl)prop-2-
enoique que l'on retrouve dans les plantes (sauge, menthe, cannelle, thym...). Il s’agit d’'un
intermédiaire réactionnel de la synthése de la lignine. Cet acide posséde des propriétés

antioxydantes intéressantes ainsi qu’une activité anti-inflammatoire.

HO X - COOH

HO

Figure 30. Structure chimique de l'acide caféique

L’acide férulique ou acide 3-(4-hydroxy-3-méthoxyphényl)prop-2-énoique est retrouvé
dans de nombreuses plantes et diverses graines (riz, blé ou avoine) mais également dans le
café, les pommes ou encore les oranges. Il est reconnu comme ayant un bon pouvoir
antioxydant vis-a-vis des ROS mais pourrait également avoir une activité anti-tumorale sur le

cancer du sein(43) et du foie(44).

MeO X~ COOH

HO

Figure 31. Structure chimique de I'acide férulique

- Les coumarines

Cette famille regroupe les dérivés de la coumarine, ou 1l-benzopyrane-2-one, qui ne
possede pas de fonction hydroxyle —OH. Outre la structure de la coumarine, ces composeés
ont la particularité d’étre hydroxylés en 7. Les substitutions les plus fréquentes se font en 7
et 8 avec essentiellement des hydroxylations ou des méthoxylations. Parmi les coumarines,

nous allons trouver plusieurs molécules possédant un intérét médical exploité.
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X

o "0

Figure 32. Structure chimique de la coumarine

Dans ce vaste groupe nous trouvons I'ombelliférone ou 7-hydroxychromen-2-one.
Comme son nom l'indique, on la retrouve dans bon nombre d’ombelliféeres (ou Apiaceae)
comprenant la carotte ou la grande cigué. Sa capacité a absorber les ultraviolets lui a permis
d’étre utilisée dans les crémes solaires. En revanche elle présente une toxicité importante
pouvant entrainer une nécrose hépatique(45).

X

HO O 0

Figure 33. Structure chimique de 'ombelliférone

Le psoraléne, ou 7H-furo[3,2-g]benzopyran-7-one, est un composé naturel de la famille
des furanocoumarines. Cette famille présente le squelette de la coumarine associé a un
cycle furane. On le trouve dans le figuier, le céleri ou encore dans les agrumes. Il est utilisé
en association avec un rayonnement ultraviolet de type A (UVA) lors des traitements du
psoriasis ou d’autres maladies de la peau par PUVAthérapie(46). Il est également utilisé
dans le traitement de I'alopécie. Toutefois il est a utiliser avec précaution car c’est un agent
photosensibilisant qui peut étre vecteur de cancer de la peau(47).

/ =
O o~ o
Figure 34. Structure chimique du psoraléne
Le bergapténe, ou 5-méthoxy-2H-furo[3,2-gJchromén-2-one, fait également partie de la
famille des furanocoumarines. Comme beaucoup de molécules de cette famille, il présente
une photo-toxicité importante. Il a longtemps été utilisé dans les cremes solaires pour sa

capacité a accélérer le bronzage mais il est maintenant utilisé uniguement comme agent

mutagéne dans la recherche génétique.
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OMe
/ AN

o 0~ 0

Figure 35. Structure chimique du bergaptene

Méme ¢s’ils n'ont pas dapplications industrielles, citons la présence des
pyrocoumarines dans cette catégorie. Ces composés sont formés de la coumarine associée
a un noyau pyrane. Notons la présence des composés les plus simples de ce groupe, la
xanthylétine et la séseline.

LI )
O @) O @)
=

Figure 36. Structure chimique de la xanthylétine et de la séseline

Outre ces composés naturels, des composés synthétiques ont été commercialisés
pour leurs propriétés antivitaminiques K afin de lutter contre des pathologies de la
coagulation. Il s’agit de la warfarine (ou Coumadine ®) et de 'acénocoumarol (ou Sintrom ®,
Minisintrom ®). Les antivitamines K sont des molécules a marge thérapeutique étroite
nécessitant une surveillance importante du fait des risques hémorragiques qu’ils

entrainent(48).

0 0
OH OH
CLLO ¢
0 o 0" o NO,

Figure 37. Structure chimique de la warfarine et de 'acénocoumarol
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2.3.3.4. En C6-C4 : Les napthoquinones
Le groupe des naphtoquinones dérive, comme son nom [lindique, de la 1,4-

naphtoquinone.

O

O

Figure 38. Structure chimique de la 1.4- naphtoquinone

La principale molécule utilisée dans ce groupe est la juglone, ou 5-Hydroxy-1,4-
naphthalenedione, que I'on trouve essentiellement dans le noyer noir. Elle est toxique vis-a-
vis des autres plantes en provoquant des retards de développement. Cette molécule aurait

également des propriétés anticancéreuses(49).

2.3.3.5. En C6-C2-C6: Les stilbénoides
Sous le terme stilbénoides sont regroupés les dérivés hydroxylés du stilbéne ou trans-
1,2-diphényléthyléne. lls se caractérisent par deux noyaux benzéniques séparés par deux

atomes de carbone, ils sont synthétisés par certaines plantes et par les bactéries.

Figure 39. Structure chimique du stilbéne

Le resvératrol, ou 5-[(E)-2-(4-hydroxyphényl)-éthényl] benzéne-1,3-diol, est un
polyphénol que 'on retrouve dans le raisin et les cacahuétes. Il se présente sous la forme de
deux isoméres, cis- et trans-. Le passage (réversible) de la forme trans- a la forme cis- peut
se faire par une simple exposition a la lumiére. Notons que la forme trans- posséde une
activité antioxydante trés nettement supérieure a celle de la forme cis-(50). Le resvératrol est
doué de nombreuses propriétés intéressantes: il est photoprotecteur en applications
cutanées(51), anti-inflammatoire en inhibant I'agrégation plaquettaire(52) et possede une

activité antitumorale(53).
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Figure 40. Structure chimique du trans- et du cis-resveratrol

2.3.3.6. En C6-C3-C6 : Flavonoides et Isoflavonoides
Les flavonoides sont des métabolites secondaires de plantes possédant une structure
similaire avec deux cycles aromatiques liés par trois atomes de carbone. lls se présentent la

plupart du temps sous forme d’hétérosides.

Figure 41. Structure chimique de base des flavonoides

Les flavonoides sont trés largement étudiés en raison de leurs multiples propriétés
biologiques(54) exploitées dans l'industrie. Le premier effet attribué a ces molécules a été le

caractere veinotonique(45) en renforgant la résistance des capillaires.

Des études in vitro ont démontré de multiples vertus des flavonoides, en tant qu’anti-
inflammatoire, protecteur hépatique, antispasmodique, diurétique, antiseptique, ou
antiviral(55). Il a été aussi démontré également qu’ils peuvent avoir un rdle d’inhibiteur

enzymatique.

Les anthocyanes sont des molécules solubles responsables de la pigmentation
naturelle de certains fruits, feuilles et pétales. Ce groupe est principalement représenté par la
cyanidine, delphinidine, pélargonidine, péonidine, pétunidine et malvidine, toutes construites

sur le méme squelette flavylium.
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Figure 42. Structure chimique de base des anthocyanes

Le cycle central des anthocyanes est de nature cationique a faible pH, c'est-a-dire qu’il
présente un déficit électrique. Ce déficit est stabilité par la nature aromatique de la structure,
toutefois il est tres réactif vis-a-vis des molécules nucléophiles ce qui provoque une certaine
instabilité. On les retrouve tres rarement sous cette forme, ils ont le pouvoir de se condenser
en R3 avec des oses pour former les anthocyanosides. La nature de ces oses est
généralement mono saccharidique (glucose et gaclactose), diholosique (rutinose) ou parfois
trinolodique(45).

R
OH Ri=R,=H Pélargonidine
©) R;=0H,R,=H Cyanidine
HO 0] R; =0OMe, R, =H Péonidine
O A R2 R, = OMe, R, = OH Pétunidine
7 OH Ry = OMe, R, = OMe Malvidine
OH

Figure 43. Structure chimique de base des anthocyanosides

On retrouve ces molécules trés largement dans le regne végétal. Ces pigments jouent
un grand réle dans le pouvoir d’attraction des oiseaux et insectes qui vont permettre la

zoogamie (ou pollinisation par les animaux).

La delphinidine est un anthocyane particulierement actif, ce qui semblerait indiquer que
le pouvoir oxydant de cette famille de molécule est lié en grand partie au nombre de
fonctions hydroxyle —OH. Ces molécules présentent des activités veinotoniques et
vasculoprotectrices plus ou moins prononcées (en raison de leur activité sur le monoxyde
d’azote). L’aronia et la myrtille, riches en anthocyanosides, possédent une activité protectrice
pour les arteres coronaires. Elles sont également utilisées dans l'industrie agro-alimentaire

comme colorant.
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Figure 44. Structure chimique de la delphinidine

2.3.3.7. En (C6-C3)2: les lighanes
Les lignanes sont des composés chimiques formés de deux sous-unités que I'on va
trouver dans les plantes et plus particulierement dans les graines de lin et de sésame. lIs
vont servir de précurseurs aux végétaux afin de produire un plus long polymére, les lignines.

Les lignanes vont différer en fonction de la nature de la liaison entre les deux sous unités.

Elles possédent des propriétés antioxydantes ainsi qu’anti-inflammatoires(56). I
semblerait qu’elles possédent des propriétés anticancéreuses, plus spécifiquement contre le

cancer du sein(57).

(s

Figure 45. Structure chimique des lignanes, (1) squelette propylbenzene, (2) squelette

dibenzylbutane et (3) neolignanes

2.3.3.8. En (C6-C3)n : les lignines
Les lignines sont une classe importante de polyméres complexes constituant les
matériaux structurels des tissus de soutien des plantes et de certaines algues. Elles sont
plus particulierement importantes dans la formation des parois cellulaires comme I'écorce.

Elles n'ont pas d’intérét dans le domaine de la santé humaine.
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Figure 46. Structure chimique d’'une lignine

2.3.3.9. En (C6-C3-C6)n : les tanins
Les tanins se définissent comme des composés polyphénoliques ayant la propriété de
tanner la peau, c'est-a-dire de la rendre imputrescible. Ceci s’explique par la création de
liaisons entre les molécules de tanin et les fibres de collagéne de la peau. Ces molécules
présentent de nombreuses fonctions hydroxyles et phénoliques qui vont leur permettre de se
complexer avec de nombreuses macromolécules telles que les protéines(58). lls ont

également le pouvoir de pouvoir chélater les ions ferriques et cuivriques(59).

lls sont tres répandus notamment chez les Polygonaceae, Rubiaceae, Myrtaceae, et
Anacardiaceae. On va les trouver dans les racines, les rhizomes, I'écorce mais également

dans les bois, les feuilles, les fleurs et les graines.
Les tanins vont étre classés selon deux groupes de tanins.

- Les tanins hydrolysables : il s’agit d’oligo- ou de poly-esters de sucre, souvent le
glucose avec des molécules d’acide-phénols. lls seront alors classés selon la
nature de I'acide-phénol en question : les tanins galliques seront dérivés de I'acide
gallique alors que les tanins éllagiques seront dérivés de [lacide
hexadroxyphénique.
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Figure 47. Structure chimique des tanins galliques et des tanins éllagiques

- Les tanins condensés: ce sont des polyméres flavaniques constitués d’unités
flavan-3-ols. Ces molécules vont étre liées entre elles par des liaisons C-C (type B)
ou C-O (type A). Selon la définition, les homo-polymeres sont des tanins

condensés présentant uniguement des flavan-3-ols alors que les hétéro-polyméres

présenteront des monomeéres de classes différentes.

OH 2
Flavan-3-ols Classes des homo-polymeres R1 R2 R3 fNorqbre de
onctions OH

Catéchol (C) Procyanidols OH H H 5
Epicatéchol (EC) Procyanidols H OH H 5
Gallocatécol (GC) Prodelphinidols OH H OH 6
Epigallocatéchol (EGC) Prodelphinidols H OH OH 6
Fisétinidinol Profisétidinols H H H 4
Robinétinidol Prorobinétinidols H H OH 5

Figure 48. Structure chimique des tanins condensés

Les tanins vont présenter des propriétés biologiques variées. La principale est I'effet
astringent, c'est-a-dire la capacité a précipiter les glycoprotéines. Notons des propriétés anti-
diarrhéiques, veinotoniques, antiseptiques, antioxydantes ou encore cicatrisantes. Comme

vu précédemment, ils vont pouvoir chélater les métaux mais également inhiber des systémes
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enzymatiques. De plus, les cathécols vont avoir une activité cardioprotectrice, anti-

inflammatoire mais également anti-thrombotique.

2.3.4. Les terpénoides
Les terpénoides, ou également appelés isoprénoides, est une famille de composés

chimiques trés vaste se caractérisant par un squelette dérivé du squelette de l'isopréne.

=

Figure 49. Structure chimique d’une unité isopréne

Au sein de cette famille, nous distinguons les molécules en fonction du nombre de
carbones de son squelette, donc en fonction du nombre de molécules d’isopréne

nécessaires a leur synthése. Ainsi la classification est la suivante :

- Cb5: les hémiterpénes

- C10: les monoterpénes

- C15: les sesquiterpénes

- C20: les diterpénes

- C30: les triterpénes

- C40: les caroténoides

- Et les polyterpénoides pour les composés possédant un nombre plus important

d’'unité isoprene.

Bon nombre d’entre eux possédent des activités intéressantes comme les stérols

(comme stabilisateur de membranes), les polyprénols (transporteurs de glucides) et les

caroténoides. Ces derniers jouent un role fondamental dans la photosynthése et sont

capable de piéger les radicaux libres. Notons que la vitamine E est un terpénoide.
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3. Evaluation de I’activité antioxydante

Depuis ces derniéres décennies, les tests d’activité antioxydante ont été largement
développés pour évaluer 'efficacité de nouveaux composés. De nombreuses méthodologies
sont disponibles, permettant d’évaluer les différents aspects physico-chimiques du potentiel
antioxydant dans différentes conditions. Dans cette section, les méthodes expérimentales les
plus répandues seront décrites ainsi que les relativement nouvelles méthodes dites

théoriques.

3.1. Test DPPH

Le DPPH' (ou 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) est un radical stable a température
ambiante et de couleur bleue caractéristique. Sa stabilité provient de la haute délocalisation
des électrons 17 le long de la molécule. Il est un des premiers radicaux a avoir été utilisé pour
étudier la relation structure/activité antioxydante des composés phénoliques(60). Il posséde
dans sa structure un électron non apparié sur un atome du pont azote-azote. Sa particularité
provient de la modification de ses propriétés d’absorption UV/Visible selon son état : la forme
réduite (e.g., aprés ajout d’électron) absorbe a 515-518nm alors que sa forme oxydée ne

présente pas de pic d’absorption.

L’efficacité d’un antioxydant peut étre mesurée par sa capacité a réduire le radical.
Ceci s’observait historiquement par le changement de couleur allant du bleu-violet (forme

oxydée) au jaune (forme réduite).

- @
N—N NO, € N—N NO,
B — ]
Chonld ool
NO, NO,
Bleu Jaune

Figure 50. Modification du DPPH"lors du transfert électronique

Cette propriété peut dorénavant étre quantifiee par spectroscopie UV/Visible en se
focalisant sur lI'absorption a 515-518 nm. Ce test est encore fréquemment utilisé pour
évaluer le potentiel antioxydant de polyphénols. Un avantage indéniable de ce test est qu’il
permet également d’évaluer la cinétique de piégeage. Pour cela, il suffit d’évaluer

'augmentation d’absorption a 515-518 nm en fonction du temps.
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Le mécanisme de piégeage du DPPH reste encore relativement controversé entre le
transfert d’atome d’hydrogéne concerné et le transfert électronique. Le piégeage des
radicaux libres a été décrit ci-dessous comme pouvant suivre deux types de meécanismes.
D’une part, le transfert d’atome d’hydrogéne du groupement hydroxyle présenterait une
cinétique rapide comme dans le cas de certains acides et dérivés phénoliques. D’autre part,
le transfert d’électron aurait une cinétique lente comme montré dans le cas de dérivés
glycosylés et des anthocyanes(61). Cette discrimination de la cinétique en fonction du type
de piégeage reste néanmoins a considérer avec prudence. En effet, il a été récemment
montré que les cinétiques de transfert d’électron sont généralement plus rapide que celles
d’un transfert d’atome(62).

Il est important de noter que dans le cas des polyphénols, la capacité a piéger les
radicaux libres est tributaire des conditions expérimentales. De nombreux facteurs vont
influencer le potentiel antioxydant comme le rapport antioxydant/DPPH" ou le pH. Pour
évaluer l'activité antioxydante, deux approches sont utilisées : d’'une part, la quantité
d’antioxydant nécessaire pour réduire 50 % de DPPH" et d’autre part, le suivi de la cinétique

de la réduction.

3.2. Test TEAC

La méthode TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) permet de mesurer la
capacité d’'un candidat a piéger le radical cation ABTS™ (obtenu a partir de sels d'ammonium
de l'acide 2,2-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique). La particularité de cette
méthode est I'aspect compétitif puisque la mesure sera comparé la capacité d'une
antioxydant de référence le Trolox(63). Il est important de noter que le Trolox est un

analogue chimique de la vitamine E.

HO O

OH

Figure 51. Structure chimique du Trolox

Le test TEAC est également une méthode colorimétrique ou une décoloration de la
solution bleue-verte contenant ABTSe+ sera observée lors de la formation de ABTSH”*
(couleur bleue a verte). Cette décoloration pourra également étre quantifiee par
spectrophotométrie (Absorption UV/Visible) & 734 nm. La valeur TEAC obtenue par ce test
correspond a la concentration de Trolox ayant la méme activité que la concentration unitaire
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du composé a tester. C’est une méthode, tout comme le DPPH, conceptuellement facile a
mettre en place puisque seuls les réactifs et un spectrophotometre sont nécessaires. Elle
est, de plus, rapide et se corréle bien avec des tests biologiques. En revanche, I'inconvénient
majeur de cette méthode reléve de l'instabilité des radicaux ABTS™. Ces derniers doivent

étre générés extemporanément a partir de sels d’ABTS et la mesure doit étre faite assez

rapidement. .
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Figure 52. Modification de 'ABTS " lors du transfert électronique

3.3. Test ORAC

Le test ORAC (ou Oxygen Radical Absorbance Capacity) est une méthode de mesure
de la capacité antioxydante des échantillons biologiques in vitro(64). Cette méthode mesure
la dégradation oxydative d’'une molécule fluorescente aprés ajout d’un générateur de
radicaux libres, le 2,2'-azobis(2-amidinopropane) (AAPH). La dégradation thermique de cette
molécule en présence d’'oxygéne va provoquer la génération de radicaux libres de facon

réguliére qui vont pouvoir attaquer la membrane des globules rouges(65).
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Figure 53. Modification de ’'AAPH" lors du transfert électronique(66)

Deux systémes révélateurs sont fréquemment utilisés: la fluorescéine et la f-
phycoérythrine. La derniére est particulierement pertinente des tests in vitro puisque c’est

une fluoroprotéine.
HO O O

7

CO,H

Figure 54. Structure chimique de la fluorescéine

Le principe est basé sur la mesure de la baisse de fluorescence. La génération de
radicaux libres dégrade la molécule optiguement active, qui perd alors sa propriété a
émettre, et ainsi aboutit a une perte de fluorescence du milieu. L'ajout de composés
antioxydants efficaces devrait (i) permettre le piégeage des radicaux libres et (ii) protéger la
molécule fluorescente. Le milieu sera alors analysé 35 minutes aprées I'ajout du générateur
de radicaux libres par spectrofluorimétrie, permettant de relier I'intensité de fluorescence a la

concentration présente dans le milieu.

Ce test permet également de suivre la cinétique de piégeage ainsi que la
consommation des antioxydants testés. Tout comme le TEAC, les résultats seront comparés

a ceux du Trolox.

L’avantage principal de cette méthode est la capacité d’évaluer dynamiquement les
capacités antioxydantes de composés. Elle permet notamment de déceler une latence
d’action. Ce point est particulierement intéressant pour étudier des extraits végétaux,
aliments ou des compléments alimentaires contenant plusieurs antioxydants a action rapide

et & action retardée, ces effets combinés ne pouvant que difficilement étre prédits.

Cette méthode a également des inconvénients. Elle ne va mesurer ['activité
antioxydante que sur des radicaux peroxyles. De plus, il n’'y a pas de corrélation évidente

entre les résultats obtenus avec cette méthode et la consommation d’aliments réputés
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contenir des antioxydants. Une vaste gamme de molécules et d’extraits végétaux a été
testée par cette méthode aboutissant au recueil d’'un nombre trés important de données.
Toutefois il est difficile de corréler les données in vitro avec des résultats physiologiques in
vivo(67). Les aliments ayant eu les meilleurs résultats avec cette méthode sont le pruneau,

les haricots et les myrtilles.

3.4. Test FRAP

Le test FRAP (ou Ferric Reducing Ability of Plasma) est une méthode basée sur le
changement de coloration lors de la réduction du fer, e.g., de l'ion ferrique (Fe®*") a l'ion
ferreux (Fe®") par transfert d'électrons. Cette réduction se fait un présence d'un
antioxydant(63). De par la nature de la réaction de réduction, I'antioxydant doit présenter
une capacité de donneur délectron. Le transfert d’atome d’hydrogéne ne sera pas le

meécanisme privilégié. L’absorbance est mesurée a 593 nm.

Ce test est peu couteux, simple, reproductible et rapide. Toutefois il n’est pas capable
d’évaluer l'activité antioxydante des thiols (SH), incluant donc les polypeptides et les

protéines a groupement cystéine.

3.5. Test TRAP

Ce test TRAP (ou Telomeric Repeat Amplification Protocol) est spécifique de I'action
des antioxydants sur les radicaux peroxyles ROO". Ces radicaux vont étre produits par des
générateurs de radicaux libres. Pour ce test, le BAP [2,2-azo-bis(2-amidinopropane)
chlorhydrate] ou le AAPH [2,2'-azobis(2- amidinopropane)] seront utilisés.

Cette méthode permet de quantifier les antioxydants non enzymatiques (glutathion...)
ainsi que de mesurer la capacité antioxydante du plasma et du sérum. En revanche, cette
méthode se base sur le fait que chaque antioxydant posséde un temps de latence avant son
action. Ainsi la corrélation avec d’autres méthodes d’évaluation est particulierement

compliquée.

3.6. Cyclovoltammeétrie

La cyclovoltammeétrie ou voltammeétrie cyclique est une méthode d’analyse physique
capable de caractériser des composés oxydables et réductibles en solution. Elle consiste a
mesurer un courant en fonction d’'un potentiel appliqué. Le courant est directement lié aux
changements d’état oxydoréduction du systéme étudié. Plus un systéme s’oxyde facilement,

plus il est réducteur et donc son potentiel antioxydant est intéressant.

Le matériel nécessaire est constitué de 3 électrodes : une électrode de référence, une
électrode de travail et une contre-électrode. Un électrolyte sera ajouté a la solution afin

d’obtenir une conductivité suffisante. Dans cette méthode, le potentiel appliqué E° est
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augmenté de fagon linéaire jusqu’a un maximum E™* || sera ensuite diminué
progressivement jusqu’a un minimum E™". Enfin, le potentiel sera ramené progressivement
au potentiel initial E°. De cette maniere, plusieurs cycles seront mesurés. A partir de
I'évolution de lintensité en fonction du potentiel, les potentiels Redox d’'un systeme peuvent
étre obtenus, mais également d’autres informations plus fondamentales telles les niveaux
énergétiques des orbitales moléculaires de frontiéres, indicateurs importants du transfert
électroniques (Voir Section 3.10. Evaluation théorique de 'activité antioxydante).

3.7. Test a ’hémolyse des globules rouges

Ce test consiste a prélever sur de 'EDTA (ou Ethyléne Diamine Tétra-Acétique) du
sang qui sera ensuite étre centrifugé a 3000 tours/min pendant 10 minutes afin d’extraire un
culot de globules rouges. Ce culot sera lavé puis mis en contact avec le générateur de
radicaux libre AAPH a 37°C.

Quand les antioxydants endogenes seront consommeés, les radicaux libres agiront
alors sur les parois des érythrocytes entrainant alors leur éclatement. L’'hémoglobine sera
alors reléguée dans le milieu. Ce phénoméne d’hémolyse sera suivi par spectrophotométrie
a 545nm. Si dans le milieu sont présents des composés a activité antioxydante, 'hémolyse
sera logiguement retardée. Cette méthode nécessite un étalonnage en utilisant la vitamine C

comme référence.

3.8. Larésonnance paramagnétique électronique (RPE)

Cette méthode est une technique trés utilisée pour visualiser directement les radicaux
libres que ce soit in vitro ou in vivo. Elle suit le méme principe que la résonnance magnétique
nucléaire, a savoir I'absorption et la réémission d’énergie provenant d’un rayonnement

électromagnétique extérieur.

Les radicaux libres se caractérisent par la présence d’'un électron libre, qui par son
mouvement de spin, va produire un champ magnétique. Si le radical se trouve dans un
champ magnétique extérieur puissant et dirigé, il en résultera une absorption d’énergie qui
pourra étre visualisée sous la forme d’un spectre. Plus la quantité de radicaux libres présents
dans le milieu sera importante, plus I'absorbance sera grande. Cette méthode est idéale
pour évaluer les emballements de processus oxydatif. Par exemple, linhibition de la
peroxydation lipidique par des antioxydants est aisément quantifiable. Un antioxydant
enrayera rapidement la phase de propagation empéchant la formation de nouveaux
radicaux. Un autre exemple est la quantification de production d’oxygéne singulet dans le
milieu. Pour la quantification du radical anion superoxyde, la méthode est fréquemment

calibrée en utilisant I'efficacité de superoxyde dismutase (SOD).

DESMIER Thomas | Thése d’exercice | Université de Limoges | mars 2016

55


http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/2.0/fr/

3.9. Méthodes de dosage des antioxydants
3.9.1. Phénols totaux
Ce dosage nécessite un réactif spécifique, le réactif de Folin-Ciocalteu(68) qui est un
mélange d’acide phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique. Sous laction des
antioxydants, ces acides vont étre transformés en oxydes de tungstene et de molybdéne de

coloration bleue.

L’absorption sera mesurée a 750nm contre une gamme étalon mesurée avec l'acide
chlorogénique. Ceci permet de quantifier la présence de phénols totaux dans l'extrait,

exprimée en mg d’équivalent acide chlorogénique.

3.9.2. Vitamine C
Le dosage de la vitamine C (ou acide ascorbique) se fait suivant une réaction
d’oxydoréduction avec un réactif. Souvent est utilisé le 2,6-dichloroindophenol en raison de

sa décoloration lors de cette réaction.

3.9.3. Flavonols
Les flavonols sont des composés hydrosolubles, leur séparation et dosage se fait
suivant la technique d’HPLC (high performance liquid chromatography) couplée a un
détecteur a barrettes de diode. Les flavonols ne sont pas dosables en I'état car ils sont
souvent liés a des sucres. Il sera nécessaire de faire en amont du dosage une hydrolyse
acide afin de séparer les oses des aglycones flavoniques.

L’identification de ces flavones se fait en fonction du temps de rétention dans la
colonne chromatographique par rapport a des standards connus. Les molécules sont
détectés par mesures spectrophotométriques entre 200 et 400nm. L'utilisation du détecteur a
barrettes de diode permet de confirmer l'identité des composés et d’évaluer leur pureté. Le
spectre UV/Visible entre 200 et 400nm est en effet souvent « 'empreinte digitale » de la

molécule.

3.9.4. Anthocyanes
Tout comme les flavonols, les anthocyanes sont hydrosolubles et leur
séparation/dosage se fait suivant la technique d’HPLC couplée a un détecteur a barrettes de
diode. Il est donc nécessaire de procéder également a une hydrolyse acide afin de séparer

les oses des anthocyanidines.

3.9.5. Sélénium total
Le sélénium est également dosé par HPLC suivant la méthode de Hawkes et
Kutnink(69) qui se déroule en plusieurs étapes. La premiére consiste en une dégradation

des matrices organiques dans un milieu oxydant permettant le relargage du sélénium dans le
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milieu. La seconde permet la réduction du Se hexavalent en Se tétravalent a l'aide d’acide
chlorhydrique. Enfin une réaction entre le Se et le 2,3-diaminonaphtalene permet la

formation de piazsélénol qui est un composé jaune fluorescent.

L'HPLC couplé a un détecteur de fluorescence va permettre de déterminer la

concentration en sélénium en comparaison avec une gamme de solutions étalons.

3.10. Evaluation théorique de I’activité antioxydante

Au cours des deux dernieres décennies, la chimie théorique a pris un essor considérable
notamment grace a l'avénement de I'ére numérique. Dans cette discipline, les propriétés
physico-chimiques d’'un systéme sont calculées et prédites en suivant, grossierement, I'un
des deux modéles théoriques différents. La chimie quantique se focalise sur les problemes
électroniques en se rapprochant de la solution de I'équation de Schrodinger. La mécanique
et dynamique moléculaire néglige le caractere discret des électrons en considérant les
atomes comme de boules chargées liés par des ressorts. Cette simplification permet

I'application des lois de la physique classique de Newton.

La contribution de la chimie théorique au sein de la physico-chimie antioxydante est
double. D’une part, elle est la seule discipline permettant de fournir une image dynamique a
I'échelle atomique de tous les événements impliqués dans I'activité antioxydante. Elle permet
donc une compréhension fine de ces processus. D’autre part, I'élucidation de modéles
théoriques robustes permet également la prédiction fiable de l'efficacité antioxydante de
nouveaux composeés. Par ailleurs, I'utilisation de la chimie théorique n’est pas soumise aux
contraintes expérimentales (reproductibilité, conditions variables d’'un manipulateur a un
autre). De nombreux exemples d’études antioxydantes théoriques sont disponibles dans la
littérature. Ici, nous dresserons quelques exemples significatifs en fonction du modeéle (e.qg.,

guantique ou classique).

La chimie quantique, en se focalisant sur I'électron, apporte la notion de réactivité. Le
piégeage des radicaux libres est probablement la propriété antioxydante la plus étudiée.
L’outil quantique permet notamment de calculer la capacité a donner un atome d’hydrogéne
ou un électron par les calculs de BDE (Bond Dissociation Enthalpy) ou de potentiel
d’ionisation, respectivement(70)(71). Ces études permettent également I'établissement de
relations structure-activité. De plus, récemment, des études quantiques se sont focalisées
notamment sur I'aspect cinétique qui est primordial pour estimer l'activité piegeage des
radicaux libres(62). L’étude cinétique permet notamment de discréditer le mécanisme de par
transfert d’atome par rapport au transfert d’électron. La chimie théorique permet également

de comprendre quel groupement d’'une molécule est responsable de 'activité de piégeage.
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Ces informations sont cruciales pour le « drug-design », e.g., l'aide a la création d'un

antioxydant idéal.

Les composés étudiés peuvent présenter une capacité intrinséque de piégeage de
radicaux intéressants in vitro, sans étre efficace in vivo. En effet, pour optimiser leur
utilisation, il est nécessaire de s’assurer que les molécules peuvent atteindre le site d’intérét.
Pour cela, la mécanique et dynamique moléculaire a été largement utilisées pour
comprendre si tel ou tel composé aura la possibilité de se loger dans la membrane, site de
production massive de radicaux libres. Par ailleurs, une récente étude a démontré
implication de flavonols comme régénérateur de vitamine E au sein de la membrane, tout
comme la vitamine C(29). Enfin, la mécanique et dynamique moléculaire permettent
également d’évaluer les capacités d’'un composé a inhiber ou activer une protéine/enzyme
cible (e.g., Xanthine Oxydase)(72).
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4. Etudes et applications

De nos jours, les antioxydants sont trés largement utilisés dans de nombreux
domaines incluant la diététique, I'agroalimentaire, la cosmétologie, le domaine médical mais
également lindustrie moderne. En effet, cette derniére requiert I'utilisation d’antioxydants
puissants qui permettent au produit fabriqué de ne pas se dégrader par oxydation. De la
méme facon, les durées de vie des graisses, plastiques, pétroles ou encore caoutchoucs ont
été considérablement augmentées. Dans cette section seront développées les études et

applications touchant au domaine de la santé.

4.1. Etudes
4.1.1. SU.VI.MAX

L’étude SU.VI.MAX (SUpplémentation en Vitamines et Minéraux Anti-oXydants) a été
lancée en 1994 dans le but de récolter des informations sur la consommation et I'état de
santé des francgais(73). L'étude a duré 8 ans et a regroupé plus de 13000 sujets de 35 a 60
ans. L'ensemble des participants était divisé en deux groupes, I'un prenant quotidiennement
une capsule contenant des doses nutritionnelles de vitamines et minéraux antioxydants,
I'autre un placebo. A l'instar des études cliniques, le processus était en double aveugle : ni le

médecin ni le sujet ne savait si ce dernier prenait un placebo ou non.
Les capsules comprenaient :
- 6 mg de p-carotene synthétique
- 120 mg de vitamine C
- 30 mg de vitamine E synthétique
- 20 mg de zinc
- 100 pg de sélénium

De fagon surprenante, les résultats de cette étude n’ont pas montré d’effet significatif
de la supplémentation en vitamines et minéraux antioxydants. En effet, aucune différence
notable n’a été décelée entre les deux groupes sur l'incidence des cancers, des maladies

cardiovasculaires ischémiques ou de la mortalité.

En réalité, une distinction entre sexe a toutefois été notée. Il semblerait que l'incidence
de cancer et la mortalité soient diminuées par la prise d’antioxydants chez 'homme et non
chez la femme. Une des raisons supposées est que les femmes ont déja une alimentation
plus équilibrée et donc naturellement plus riche en antioxydants. L’'ajout d’antioxydants

n’aurait donc pas d’'impact.
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4.1.2. SU.VI.MAX 2
Cette étude, faisant suite a la précédente, a pour but de mettre en relation le
comportement alimentaire avec les pathologies liées au vieillissement (cancer, cataracte...)

et la qualité globale du vieillissement(74).

Cette étude a regroupé prés de 7200 sujets agés de plus de 60 ans sur une période de
16 ans, temps nécessaire a la constitution d’'une banque de données suffisante incluant le

recueil des données alimentaires et I'enregistrement des événements de santé.

4.1.3. Meta-analyse
Une méta-analyse a été conduite en collaboration entre une équipe danoise et serbe
avec pour but dévaluer [l'effet d'une supplémentation en antioxydants sur la
mortalité(75)(76).

Cette méta-analyse conclut qu'une supplémentation en antioxydant n’est pas
nécessaire a titre préventif. 1| a méme été démontré qu’une utilisation de p-caroténe, de
vitamine E et de vitamine A a forte dose aurait un effet néfaste sur I'organisme. Il est donc
préconisé que tout complément alimentaire doit étre considéré avec beaucoup de précaution
et soin. Son évaluation par les organismes nationaux de santé devrait étre effectuée avant

toute commercialisation.

4.2. Utilisation dans lI'industrie agroalimentaire

Les antioxydants sont largement utilisés dans le domaine agroalimentaire afin de
prolonger la durée de vie des aliments. Toutefois leur utilisation est réglementée. La liste
d’additifs susceptibles d’étre utilisés est précise. Les différents composés sont classés en

fonction leur structure chimique.

4.2.1. Lavitamine C et ses dérivés
La vitamine C (ou acide ascorbique) est une vitamine hydrosoluble sensible a la

chaleur et a la lumiére que I'on retrouve a I'état naturel.

Figure 55. Structure chimique de la vitamine C
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Elle est surtout utilisée en agroalimentaire pour les produits a conservation longue et
non réfrigérée afin d’éviter la prolifération de bactéries a l'origine de la dégradation du
produit. Elle est également utilisée pour son pouvoir réducteur dans le vin et la biere ainsi

gu’a titre préventif d’'oxydation pour certains fruits (e.g., mirabelle).

Un des dérivés de I'acide ascorbique est I'ascorbate de sodium. Il s’agit d’'un produit
synthétique qui est utilisé avant tout comme antioxydant mais également en tant que fixateur
de couleur et supplément vitaminique. On le retrouve dans certains aliments pour bébé ainsi
gue dans les poissons surgelés. Autre dérivé de 'acide ascorbique, I'ascorbate de calcium
est un sel de calcium dont la principale utilisation est I'application sur les pommes avant leur
commercialisation afin d’empécher leur oxydation et ainsi leur brunissement. De la méme
facon, I'ascorbate de potassium est utilisé pour prévenir I'oxydation des beurres, sirops et

conserves.

Le palmitate d'ascorbyle est un ester d'acide ascorbique et dacide palmitique
permettant a la vitamine C d’étre liposoluble. On le retrouve dans les laits déshydratés, les
matiéres grasses ainsi que dans les aliments diététiques pour nourrissons et/ou enfants en

bas age.

O HO OH

Figure 56. Structure chimique du palmitate d'ascorbyle

Le stéarate d'ascorbyle est un ester formé d'acide ascorbique et d'acide stéarique. Il
est utilisé dans la conservation des margarines. Son utilisation est interdite en France mais

autorisée aux Etats-Unis.
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Figure 57. Structure chimique du stéarate d'ascorbyle
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4.2.2. Les dérivés de I’acide gallique
L’acide gallique ou acide 3,4,5-trihydroxybenzoique est un acide phénolique non utilisé

dans son état basal. Cependant, ses sels et esters sont largement plus répandus.

COOH

HO OH
OH

Figure 58. Structure chimique de I'acide gallique

Le gallate de propyle est un composé de synthése formé a partir d’acide gallique et de
propanol. Au niveau de l'intestin, il est métabolisé, redonnant I'acide gallique et le propanol.
Son utilisation est autorisée mais a une concentration maximale de 100mg/kg. On le retrouve
dans les laits en poudre pour distributeurs, les chewing-gums et les pommes de terre
déshydratées. Il est a noter que son cousin, le gallate d’octyle est également utilisé dans les

mémes aliments.

O O\/\

HO OH
OH

Figure 59. Structure chimique du gallate de propyle

O O

HO OH
OH

Figure 60. Structure chimique du gallate d’octyle
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Par son caractere liposoluble plus important que les deux précédents, le gallate de

dodécyle est utilisé afin d’'empécher le rancissement par oxydation des produits gras.

O O~~~

HO OH
OH

Figure 61. Structure chimique du gallate de dodécyle

Enfin, le gallate d’éthyle est un composé organique résultant de I'estérification de

I'acide gallique par I'éthanol. Il est utilisé dans les soupes et la boulangerie fine.

OO~

HO OH
OH

Figure 62. Structure chimique du gallate d’éthyle

4.2.3. Larésine de gaiac
La résine de gaiac est extraite des arbres Guaiacum officinale et Guaiacum santum
originaires des régions tropicales et subtropicales des Amériques. Elle fut utilisée par le
passé comme traitement contre la syphilis, comme stimulant mais également pour lutter
contre le manque d’appétit. Cette résine est utilisée en agroalimentaire dans les sauces, le

saindoux et les huiles.

La gomme de gaiac est également utilisée mais n’est pas considérée comme un

antioxydant, elle est décrite comme étant un conservateur.

4.2.4. L’acide érythorbique et ses dérives
L’acide érythorbique est un stéréoisomeére de I'acide ascorbique. lls ne différent que
par la configuration de I'atome de carbone asymétrique porteur du groupe hydroxyle, ce qui
justifie son deuxiéme nom, l'acide isoascorbique. Contrairement a I'acide ascorbique, il

n'existe pas a I'état naturel et doit donc étre synthétisé. Par ailleurs, le changement de
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configuration absolue du carbone retire toute action sur le scorbut. Il garde néanmoains son

potentiel antioxydant et est surtout utilisé dans les aliments transformés (poisson, viande).

HOH

HO

HO  OH

Figure 63. Structure chimique de 'acide érythorbique

L’erythorbate de sodium, de calcium et de potassium sont des sels de l'acide
érythorbique. lls sont utilisés comme antioxydants pour améliorer la conservation des

viandes.

4.2.5. Autres
Il existe d’autres antioxydants utilisés largement pour leur capacité a empécher
l'oxydation des graisses et huiles principalement d’origine animale. Il s’agit du BHA
(hydroxyanisole butylé), du BHT (hydroxytoluéne buthylé) et de la TBHQ (tert-
butylhydroquinone). lls sont également employés en cosmétologie et seront développés
dans la section 4.3.2. Les antioxydants de synthése. Leur utilisation semble destinée étre

disparaitre en raison d’un risque cancérigéne notamment.

4.3. Utilisation en cosmétologie

Un produit cosmétique se définit comme étant une substance ou un mélange destiné a
étre mis en contact avec une partie superficielle du corps humain (e.g., épiderme, ongles,
Ieévres). Son action a pour but de nettoyer, protéger, conserver, parfumer ou corriger I'aspect.
Il s’agit de produits participant a I'hygiéne et a I'embellissement, leur activité superficielle
étant souvent localisée au niveau de I'épiderme. On les trouve sous différentes formes

comme des crémes, gels, émulsions.

Les produits modifiant I'apparence ont été utilisés trés tét dans notre Histoire. Par
exemple, Néron et Poppée utilisaient de la céruse et de la craie pour éclaircir leur peau. De
nos jours, entre l'industrialisation et les avancées scientifiques, la cosmétologie a pris une
importance toute particuliere dans notre société en raison du culte de l'apparence lié

notamment au développement de la publicité.
Il faut entendre par produit cosmétique :
- les produits d'hygiene (e.g., démaquillant, dentifrice, déodorant)
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- les produits de soin du visage (e.g., creme antiride, créme de jour, créme de nuit,

creme hydratante, masque de beauté)
- les produits capillaires (e.g., apres-shampooing, gel, teinture)
- les produits de maquillage (e.g., anti-cerne, autobronzant, fond de teint, mascara)
- les parfums
- les écrans solaires
- les produits pour le rasage et les produits dépilatoires
- les préparations pour bains et douches
- les produits de soin du corps : huile, lait, gommage, créme pour les mains.

Actuellement, les produits cosmétiques peuvent contenir jusqu’a 50 ingrédients, parmi
les 8000 ingrédients cosmétiques référencés. lls sont généralement constitués d'un ou
plusieurs principes actifs, d’excipient(s) et d’additifs (e.g., adjuvants, conservateurs,

colorants).

En cosmétologie, les additifs ont pour but d’améliorer la conservation, la couleur, la
texture ou le parfum des produits fabriqués. Les antioxydants sont trés largement utilisés en
cosmétologie, que ce soit comme principes actifs ou comme additifs. lls sont méme gage
d’efficacité pour le consommateur et sont souvent mis en avant dans les campagnes de

marketing. La notion d’antioxydant peut parfois étre floue en cosmétologie.

Les antioxydants conservateurs que l'on trouve ans les produits cosmétiques peuvent
étre d’origine naturelle ou synthétique. Quoi qu’il en soit, ils se doivent de répondre a
plusieurs criteres : ils doivent protéger le produit cosmétique des dégradations photo-induites

ou de l'oxydation due a l'air, tout en n’en modifiant ni 'odeur, ni 'aspect ni la couleur.

Leur intérét repose sur la capacité a interrompre activement la réaction de
peroxydation. lls vont étre utilisés dans toutes les formulations contenant des corps gras
insaturés mais également dans celles contenant des extraits végétaux riches en oxydases.
De plus, les antioxydants vont permettre limiter le phénoméne de rancissement dont peuvent

étre victimes les produits cosmétiques.

En tant qu’additifs, les antioxydants sont présents dans les produits cosmétiques a une
concentration d’environ 0,02 a 0,05%(77).
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4.3.1. Les antioxydants naturels
Parmi tous les antioxydants naturels, il existe deux molécules particulierement

utilisées, a savoir I'a-tocophérol et le palmitate d’ascorbyle.

- L’ a-tocophérol est une forme de la vitamine E. La peau peut absorber la vitamine
E selon 2 voies : 'une passe au travers de la couche cornée, de I'épiderme et de
la jonction dermo-épidermique; la seconde passe par le canal pilo-sébacé et

l'intérieur des follicules pileux.
Elle posséde plusieurs activités intéressantes dans le domaine de la cosmétologie.

Son action sur le cuir chevelu permet une protection vis a vis des phénomenes
d’irritation en limitant la peroxydation des lipides du sébum. Du plus, en raison de
son stockage dans la paroi cellulaire, elle forme le premier barrage protecteur de la
peau contre les rayons UV. Sa présence permet de réduire I'érythéme cutané

induit par une surexposition solaire.

Une application répétée sur la peau permet d’améliorer la fonction de barriére: la
perte d’eau est moindre, I'aspect de la peau s’améliore en surface (gain en
souplesse et en sensation de douceur). En paralléle, I'action antioxydante contre le

vieillissement permet d’observer une diminution des rides.

- Comme vu précédemment, le palmitate d’ascorbyle est un ester liposoluble. Il est
utilisé dans les rouges a lévres, les crémes pour les mains et dans les crémes

dépigmentaires.

4.3.2. Les antioxydants de synthése
- Le BHA ou hydroxyanisole butylé est un mélange de 2-tertiobutyl-4-hydroxyanisole
(2-BHA) et de 3-tertiobutyl-4-hydroxyanisole (3-BHA). Outre son utilisation comme
antioxydant ayant pour but d’éviter aux produits lipophiles de rancir, il est
également employé comme agent masquant afin de réduire ou masquer I'odeur de
base d'un produit. Il est largement utilisé dans les rouges a lévres, dans les
cremes hydratantes ou pour les fonds de teint. Le BHA est actuellement suspecté
de provoquer des réactions allergiques cutanées, d’étre un potentiel cancérigéne
voire de rentrer en compétition avec certaines fonctions hormonales. Son
utilisation a donc été interdite en Europe dans la composition des parfums mais

autorisée dans d’autres produits.
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Figure 64. Structure chimique de la 2-BHA et de la 3-BHA

- Le BHT ou 2,6-di-tert-butyl-4-méthylphénol présente les mémes propriétés que le
BHA avec les mémes risques pour la santé. Malgré cela, ces deux molécules sont

préférées a I'a-tocophérol notamment en raison d’un co(t de production moindre.

OH

Figure 65. Structure chimique de la BHT

- Enfin, le TBHQ ou butylhydroquinone tertiaire. Il est principalement utilisé avec le
BHA.

OH

OH

Figure 66. Structure chimique de la TBHQ

4.3.3. Les actifs et plantes utilisées
- Les tanins sont des polyméres de polyphénols permettant la précipitation de
protéines. Par leurs propriétés, ils permettent le raffermissement de la peau et le
resserrement des pores. Certains d'entre eux ont aussi une action anti-

inflammatoire en diminuant la perméabilité capillaire(78).
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- Les caroténoides d’une part absorbent la lumiéere visible de fagcon importante et
d’autre part réduisent la quantité de radicaux libres générés par le stress oxydant
de la photosensibilisation. lls ont donc une double action antioxydante(79). En
revanche, ils ne font pas écran aux rayonnements ultraviolets et n’ont quasiment
aucun effet sur I'érythéme induit par ces rayonnements(80). De ce fait, ils n’ont

aucune action protectrice sur les lésions photo-induites de 'ADN(81).

- Les feuilles d’Aloe Vera présentent une pulpe épaisse qui constitue un gel
particulierement recherché en cosmétique. Plus de 75 ingrédients sont présents
dans la feuille d’Aloe Vera, notamment des anthraquinones, des vitamines (A, C,
E, B...), des acides aminés, des enzymes. Cette mixture lui confére des propriétés
hydratantes et protectrices largement vantées dans les produits cosmétologiques.
D'un point de vue plus pharmaceutique, I'Aloe Vera est utilisé en tant
gu’antiprurigineux et adoucissant pour les crevasses, gercures, érythémes

solaires, et érythémes fessiers.

- L’huile essentielle d’armoise contient entre autres des tanins, et posséde donc une

propriété tonifiante de la peau.

- Le concombre est composé majoritairement d’eau, mais contient des
oligoéléments et quelques vitamines. Cette plante est souvent employée pour ses

vertus adoucissantes et rafraichissantes.

- Le Fenugrec est une plante composée de trées nombreux ingrédients utile a la
cosmeétique. Grace au pouvoir émollient conféré par les mucilages présents dans
les préparations a base de fenugrec, cette plante est employée pour la confection
de masques régénérateurs de la peau et de cremes nourrissantes. Dans certains
pays, le fenugrec entre dans la composition des cataplasmes appliqués sur les

plaies infectées, les abces et les furoncles.

- Le lierre contient du carotene, du tocophérol et des flavonoides, il est utilisé

comme adoucissant et amincissant.

- Lafleur de l'ortie blanche contient des flavonoides et des tanins. Elle possede des
propriétés qui permettent son utilisation au sein des lotions capillaires et dans les

shampoings (contre la chute capillaire).

- Les préparations & base de tilleul sont utilisées comme antirides ou pour la

décoloration des taches de rousseur, selon les doses présentes.
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4.4. Utilisation en médecine humaine
4.4.1. La PUVAthérapie

La PUVAthérapie est un procédé thérapeutique utilisé depuis plusieurs années dans le
traitement de hombreuses affections de la peau et des muqueuses (notamment le psoriasis).
Ce traitement, nécessitant un examen cutané préalable, consiste en l'irradiation du corps par
des rayons Ultra-Violets A (UVA) aprés la prise d'un médicament photosensibilisant la
Méladinine ®. Le principe actif de cette spécialité est le méthoxsaléne qui est un dérivé des
furanocoumarines. Il s’agit d'une molécule possédant des propriétés antioxydantes mais
dans son utilisation dans la PUVAthérapie, ce sont ses propriétés photosensibles qui sont
exploitées. Apres son ingestion per os, la molécule va diffuser dans I'organisme de fagon

non spécifique.
J AN

O 0~ 0
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Figure 67. Structure chimique du méthoxsaléne

Les zones présentant la dermatose vont étre exposées aux rayonnements UVA qui
activent le méthoxsaléne. Ce dernier va se lier aux deux brins d’'une méme paire

chromosomique en formant un pont covalent, entrainant la mort cellulaire par apoptose.

Ce traitement est contraignant a plusieurs niveaux. En effet pour qu'il soit efficace, il
nécessite en moyenne deux a trois séances par semaine pour un total maximum de 30
séances avec une exposition croissante aux UVA. De plus, dans les 8h suivant la prise du
médicament, il est obligatoire de porter des lunettes de soleil afin de protéger les yeux des
UVA et UVB. Il est important durant toute la période de la cure de faire attention aux
interactions avec la prise d’autres médicaments et aux possibles manifestations cutanées
indésirables. Toutefois, il peut étre observé une sécheresse cutanée qui pourra étre
soulagée par l'utilisation d’'un pain surgras pour la toilette et d’'une émulsion corporelle
hydratante (de préférence le soir). Le traitement peut également provoquer un prurit, des
douleurs cutanées, une hypertrichose. La PUVAthérapie est formellement contre-indiquée

chez la femme enceinte.

Il est primordial, et il en va de la réussite du traitement, de respecter scrupuleusement

les séances et ne pas interrompre prématurément le traitement.
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4.4.2. Les topiques
De nombreux médicaments possédent des antioxydants comme principe actif
permettant une action locale bénéfique a I'organisme. Voici une liste non exhaustive des

spécialités pharmaceutiques utilisées de nos jours :
- A 313 ® (Rétinal) : Traitement d'appoint des dermites irritatives.

- Cicatryl ® (Chlorocrésol, Allantoine, Gaiazuléne, Alpha-tocophérol acétate) :

Traitement symptomatique local des plaies et brilures superficielles peu étendues.

- Curacne ® (Isotrétinoine): Acnés sévéeres (telles que acné nodulaire, acné
conglobata ou acné susceptible d'entrainer des cicatrices définitives) résistantes a
des cures appropriées de traitement classique comportant des antibiotiques

systémiques et un traitement topique.

- Cirkan ® (Désonide, Lidocaine, Rétinol (DCI), Ruscosides, Alpha-tocophérol,
Héparine sodique) : Traitement symptomatique des douleurs, prurits et sensations

congestives au cours des poussées hémorroidaires et autres affections anales.

- Difrarel ® (Vaccinium myrtillus, extrait anthocyanosidique, B-caroténe) : Traitement
d'appoint des troubles de la vision mésopique et scotopique (héméralopie),
myopie.

- Effederm ® (Trétinoine) : Acné de sévérité moyenne, particulierement indiqué
dans l'acné rétentionnelle. Troubles de la kératinisation résistants aux émollients.

Verrues planes.

- Leucodinine ® (Méquinol) : Traitement local des hyperpigmentations mélaniques
acquises, notamment : mélasma, mélanose post inflammatoire et chimique

(parfum).

- Transvercid ® (Acide salicylique): Traitement local des verrues vulgaires,

notamment des verrues multiples et/ou de grande taille (dont verrues plantaires).

-  HEC ® (Acide tannigue, Hamamélis extrait fluide, Phénazone) : Traitement local

d'appoint des brdlures superficielles de faible étendue.

4.4.3. Les veinotoniques
Les veinotoniques sont des médicaments ayant la propriété d’augmenter le tonus de la
paroi veineuse. lls vont réduire la douleur et 'cedéme en limitant la dilatation de la veine et le
phénoméne inflammatoire par leurs propriétés antioxydantes. L’efficacité des veinotoniques
a été récemment soumise a controverse. En effet, les polyphénols présents dans ces

spécialités ne sont pas absorbés sans biotransformation au niveau de la sphere digestive. lls
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sont au préalable métabolisés par les bactéries du transit. Les métabolites créés sont bien
moins antioxydants. lls sont récemment passés du statut de médicament remboursable a

non-remboursable par la Sécurité Sociale francgaise.

- Bicirkan ® (Fragon extrait sec, Acide ascorbique, Hespéridine méthylchalcone) :
Traitement d'appoint des manifestations fonctionnelles de [linsuffisance
veinolymphatique (jambes lourdes, douleurs, impatiences du primodécubitus).
Traitement d'appoint des signes fonctionnels liés a la crise hémorroidaire.

-  Cemaflavone ® (Acide ascorbique, Citroflavonoides) : les manifestations
fonctionnelles de [insuffisance veinolymphatique (jambes lourdes, douleurs,
impatiences du primo-décubitus)

- Daflon ® (Fraction flavonoique purifiée micronisée) : Traitement des symptomes
en rapport avec linsuffisance veinolymphatique (jambes lourdes, douleurs,

impatiences du primodécubitus).

- Ginkor Fort ® (Ginkgo biloba extrait standardis én Troxérutine, Heptaminol
chlorhydrate) : Traitement des symptdmes en rapport avec une insuffisance

veinolymphatique (jambes lourdes, douleurs, impatiences du primodécubitus...).

- Veliten ® (Acide ascorbique, a-tocophérol acétate, Rutoside) : Traitement des
manifestations fonctionnelles de l'insuffisance veinolymphatique (jambes lourdes,
douleurs, impatience du primodécubitus). Traitement symptomatique des troubles

fonctionnels de la fragilité capillaire.

4.4.4. Prévention dans le phénomeéne d’ischémie-reperfusion
Ce phénomeéne touche les tissus irrigués par une artére, que ce soit via un mécanisme
pathologique (e.g., obturation par un caillot) ou via un mécanisme provoqué (e.g., artére
clampée pour une transplantation). Au cours de la reperfusion, de nombreuses lésions

graves sont observées(82)(83).

Dans un premier temps, I'ischémie posséde une phase cellulaire ou les mitochondries
semblent avoir un rdle majeur dans la survenue des troubles liés a ce phénomeéne. Il est
important de noter que toute altération majeure du métabolisme mitochondrial entraine
inéluctablement la mort de la cellule(84). Le dysfonctionnement mitochondrial a de multiples

conséquences :

- Un déficit de la chaine respiratoire, provoquant une baisse notoire de la production
d’ATP.
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- Une augmentation significative de la production de ROS par coupure de la chaine
mitochondriale et une augmentation de calcium intracellulaire. Pour rappel, le

métabolisme mitochondriale constitue un enchainement de transfert électrons.

- Louverture du mPTP (ou motochondrial permeability transition pore) avec
libération du cytochrome C dans le cytosol et stimulation des processus de mort
cellulaire par apoptose(85). La libération du cytochrome C est la traduction de la
dégradation de la membrane interne mitochondriale par peroxydation lipidique.

S’ensuit une phase locale ou linflammation joue un réle crucial et « embrase » le foyer
oxydé lors de la reperfusion. En effet, 'activation du complément provoque le recrutement
des neutrophiles et donc la libération massive de ROS et de peroxydases provoquant ainsi

une augmentation importante du stress oxydant(85).

Des études montrent que l'utilisation d’antioxydants lors de la phase de reperfusion au
cours de greffes rénales permet de réduire le stress oxydant provoqué par le phénoméne

d’ischémie-reperfusion.

Les cocktails proposés en préventif sont I'association vitamine C et vitamine E (a-

tocopherol)(86), ainsi que I'association L-arginine et a-tocopherol(87).

L’ a-tocopherol seul est également proposé pour les transplantations
pancréatiques(88), ou en association avec le coenzyme Q10 pour les transplantations

cardiaques(89).

Au Japon, une molécule a été développée et commercialisée, I'edaravone, puissant
antioxydant, afin d’aider a la récupération neurologique faisant suite a une ischémie
cérébrale(90)(91).

2~z

Figure 68. Structure chimique de I'Edaravone

4.45. Prévention des maladies cardiovasculaires
Contrairement a I'étude SU.VI.MAX, de nombreuses études semblent montrer I'intérét

de cocktails antioxydants en prévention des maladies cardiovasculaires.

En effet, une supplémentation quotidienne en vitamine C a permis de mettre en

évidence son caractére protecteur vis-a-vis des maladies cardiovasculaire(92)(93) ainsi que
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la survenue d’accident vasculaire cérébral(94). Plus récemment, I'apport en vitamine C a été

relié a une baisse de la pression artérielle(95).

Concernant la vitamine E, il semblerait qu’un trop faible taux sanguin constant serait

associé a un risque augmenté de décés par maladie cardiovasculaire ou d’infarctus du

myocarde(96).

Plus spécifiqguement, comme vu dans la section 1.2.4. L’athérosclérose, le phénoméne
d’athérosclérose s’initie par I'oxydation des LDL dans la paroi vasculaire. La formation de la
plaque d’athérome est donc dépendante de Ila balance pro-/antioxydant. Une
supplémentation en vitamine E couplée a du sélénium (constituant de la glutathion
peroxydase) a donc un caractere protecteur vis-a-vis de la formation de ces plaques
d’athérome en inhibant 'oxydation des LDL(97). Par la suite, 'association d’un p-caroténe,
I'astaxanthine, a démontré une diminution de linfiltration des macrophages au niveau de la
plague. Il est important de noter que ce sont les cellules périphériques de la plaque
d’athérome qui sont les premiéres soumises a I'action des macrophages. L’'action diminuée
des macrophages a donc moins de risque de fragiliser la périphérie de la plaque d’athérome
et permet ainsi de limiter sa rupture(98). Trés récemment, ['utilisation conjointe de
macromolécules amphiphiles contenant I'a-tocopherol a démontré une efficacité importante
dans ce domaine. Le mélange empéche l'accumulation des LDL oxydés ainsi que la

transmission du signal inflammatoire(99).

- Omacor ® (Esters éthyligues d'acides oméga 3) : Traitement adjuvant en
prévention secondaire de l'infarctus du myocarde, en association aux traitements
de référence (incluant les statines, les antiagrégants plaquettaires, les
bétabloquants et les inhibiteurs de l'enzyme de conversion de l'angiotensine).
Traitement des hypertriglycéridémies endogénes, en complément d'un régime dont
la prescription seule s'est révélée insuffisante pour fournir une réponse adéquate
() type IV en monothérapie et (i) type IlIb/lll en association avec les statines,

lorsque le contrdle des triglycérides est insuffisant.

- Coumadine ® (Warfarine sodique) : prévention des complications
thromboemboliques en rapport avec certains troubles du rythme auriculaire
(fibrillations auriculaires, flutter, tachycardie atriale), certaines valvulopathies

mitrales, les protheses valvulaires.

- Sintrom ® (Acénocoumarol) : Prévention des complications thrombo-emboliques
des infarctus du myocarde compliqués : thrombus mural, dysfonction ventriculaire

gauche sévere, dyskinésie emboligéne
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4.4.6. Les suppléments vitaminiques
Les médicaments utilisés comme suppléments vitaminiques vont étre prescrits en cas

de déficit ou a titre préventif afin d’éviter tout risque de développement d’'une carence.
- A 313 ® (Retinol) : Traitement curatif de la carence en vitamine A

- Elevit ® : Prévention ou correction des troubles en rapport avec un régime

alimentaire carencé ou déséquilibré au cours de la grossesse et de l'allaitement.
- Toco ® (a -tocophérol acétate) : Traitement des carences en vitamine E.

- Uvesterol ® (Ergocalciférol) : Indiqué chez le nouveau-né (en particulier le
nouveau-né prématuré) et le nourrisson présentant un risque de déficit ou de

malabsorption en vitamines liposolubles A, D et E, et vitamine C.
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Conclusion

Le stress oxydant est un paradoxe en soi. Initialement concu pour défendre
'organisme, la balance pro-/antioxydant est un équilibre fragile. L'appréhension de ce
phénomeéne est d’autant plus difficile par sa dimension ubiquitaire et non sélective : un pro-

oxydant puissant attaque tout ce qui I'entoure sans distinction.

La supplémentation en antioxydants peut s’avérer donc nécessaire plus
particulierement pour les populations ayant une alimentation mal équilibrée. La « malbouffe »
devient un phénomene de plus en plus préoccupant dans les pays occidentaux de nos jours.
Les antioxydants se retrouvent naturellement dans bon nombre de fruits, Iégumes, boissons
et graines, et les maodifications des habitudes alimentaires font apparaitre des carences de
plus en plus fréquentes. Il est important de noter que les besoins naturels en vitamines et
oligoéléments représentent de faibles quantités tant leurs concentrations efficaces dans
l'organisme se situent dans une fourchette étroite. Ainsi, une sur-supplémentation en ces
éléments n'améliore pas nécessairement I'état de santé des individus, voire méme pourrait

étre délétere dans certains cas. Tout est, une nouvelle fois, une question d’équilibre.

Par ailleurs, les antioxydants sont, a raison, trés largement utilisés dans lindustrie
agroalimentaire et cosmétologique a des fins de conservateurs. Le réservoir naturel de ces
substances en fait un matériel quasi inépuisable, il s’agit pour la plupart de molécules
naturelles ou hémisynthétiques. Cependant une certaine prudence est de mise quant a
I'utilisation de ces substances. Il ressort de certaines études un pouvoir potentiellement
délétére de ces produits s’ils sont utilisés de fagon excessive ou inappropriée. Récemment,
de nombreux scandales ont émergés car les antioxydants puissants utilisés ont présenté un
éventuel pouvoir cancérigéne ainsi que de possible troubles hormonaux. Un cadre de

réglementation est donc nécessaire afin d’encadrer plus strictement leur utilisation.

Le développement de nouvelles molécules (ou cocktails) antioxydant(e)s dans le
domaine de la santé est tributaire de I'avancée des connaissances sur le role du stress
oxydant dans la physiopathologie de certaines maladies telles que la maladie d’Alzheimer et
la maladie de Parkinson. Tous les domaines scientifiques sont concernés et doivent travailler
conjointement, afin de prédire une efficacité maximum mais également anticiper les effets
secondaires. La recherche en nouveaux antioxydants est donc plus que jamais un probléme

d’actualité.
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Thomas DESMIER

Les antioxydants de nos jours : définition et applications

Résumeé :

Le stress oxydant se définit quand il y a un déséquilibre entre les systemes pro-oxydants et
antioxydants endogenes ayant pour conséquence des dommages intracellulaires. Il est impliqué
dans de nombreuses pathologies allant de l'infection a la maladie d’Alzheimer. L’évolution de la
meédecine avec la compréhension de I'apparition des pathologies a permis de mieux cibler des
thérapeutiques et c’est ainsi que les antioxydants ont trouvé leur intérét dans le traitement ou la
prévention de plusieurs maladies. Une source majeure d’antioxydants est notamment la Nature.
Elle est d’'autant plus importante a 'Homme qu’elle lui en fournit une quantité significative via
l'alimentation (e.g., fruits, Iégumes, graines ou boissons). Les domaines d’application des
antioxydants sont multiples. lls sont largement utilisés pour leur capacité a empécher I'oxydation
dans l'industrie, 'agroalimentaire mais également en cosmeétologie ou ils jouent un réle marketing
du fait de leur origine naturelle. Dans ce manuscrit, aprés une définition du stress oxydant et des
pathologies associées, une liste non-exhaustive des systémes antioxydants endogénes et
exogenes est décrite. Par la suite, les méthodes communes d’analyse du pouvoir antioxydant sont
présentées. Enfin la derniére partie est consacrée aux diverses applications des antioxydants et

plus particulierement en médecine humaine.

Mots-clés : antioxydant, stress oxydant, radicaux libres, pathologies

Abstract :

An imbalance between the endogeneous pro-oxidative and antioxidant systems leads to the
oxidative stress. Such process is directly correlated to intracellular damages that is observed in a
broad range of deseases. Over the past decades, molecular mechanisms of such pathologies has
been thoroughly investigated. This has allowed to design new antioxidant strategies to prevent or
help in the treatment of aforementionned deseases. Nature is one of the most important sources of
antioxidants. Therefore, food plays a crucial role in antioxidant processes. Antioxidant compounds
can be used in a broad range of fields, e.g., food industry as well as in cosmetology. In this
manuscript, section | deals with the oxidative stress and associated pathologies. Then, Section 2
provides a non-exhaustive list of endogeneous and exogeneous antioxidants. Section 3 present
the state-of-the-art of antioxidant assay. Finally, Section 4 focused on several applications,

including industry, cosmetology and medicine.

Keywords : antioxidant, oxidative stress, free radical, pathologies
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