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L’effet antioxydant des polyphénols: Etude in vitro

Résumé

D’un jour a I’autre, les antioxydants deviennent une partie essentielle de notre vie. Les
antioxydants aident a neutraliser ou a detruire les radicaux libres (ROS/RNS) élaborés durant
un état physiologique normal ou issues d’un stress oxydant avant qu'ils ne puissent atteindre les
biomembranes est eendommagent les organites cellulaires. Cette étude revoit les différents
types des radicaux libres nocifs générés durant les processus métaboliques et donne également
un apercu de I'aspect mécaniste chimique des diverses méthodes évaluant in vitro le pouvoir
antioxydant des polyphénols. Ces derniers, issues du métabolisme secondaire des différentes
especes végétales, ont fait I’objet d’un apergu détaillé englobant leurs diversité structurelle
ainsi que leur mode d’action antioxydant vis-a-vis les différents types des radicaux libres. Cette
étude a revu d’une maniére détaillée les différentes méthodes d’évaluation in vitro basées sur
les deux mécanismes d’action par lesquels les polyphénols antioxydants peuvent neutraliser les
espéces radicalaires, a savoir, le transfert d’atome d’hydrogeéne (HAT) et le transfert d’électrons
(SET). Malgré le nombre les méthodes developpées et testées pour évaluer le pouvoir
antioxydant des polyphénols in vitro, seulement les avantages et les limites de ces méthodes
sont encore en debat. 11 semble qu’il n’y a pas un consensus pour standardiser une méthode

plus pratique et plus simple pour évaluer le pouvoir antioxydant total des polyphénols.

Mots clés: stress oxydant, antioxydant, polyphénols, HAT, SET.



Antioxidant effect of polyphenols: in vitro Study

Abstract

Over time, antioxidants become an essential part of our life. Antioxidants help neutralize or
destroy free radicals (ROS / RNS) produced during normal physiological conditions or resulting
from oxidative stress before they can reach biomembranes and damage cell organelles. This
study reviews the different types of harmful free radicals generated during metabolic processes
and also gives an overview of the mechanistic aspect of the various methods evaluating in vitro
the antioxidant power of polyphenols. The latter, resulting from the secondary metabolism of
different plant species, have been the subject of a detailed overview encompassing their
structural diversity as well as their antioxidant mode of action against the different types of free
radicals. This study reviewed in detail the different in vitro assessment methods based on the
two mechanisms of action by which antioxidant polyphenols can neutralize radical species,
namely, hydrogen atom transfer (HAT) and electron transfer (SET). Despite the number of
methods developed and tested to assess the antioxidant power of polyphenols in vitro, the
advantages and limitations of these methods are still under debate. There appears to be no
consensus to standardize a more convenient and simpler method for assessing total antioxidant

power of polyphénols.

Key words: oxidative stress, antioxidant, polyphenols, HAT, SET.
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INTRODUCTION

Avec I’évolution de la connaissance scientifique, le concept du stress oxydatif est devenu un
terme fondamental dans le monde des sciences biologiques et médicales. La notion du terme
stress oxydatif est congue pour définir un état physiologique cellulaire caractérisé par un
déséquilibre entre la production des espéces radicalaires et les capacités de défense
antioxydante de 1’organisme [1].

Les espeéces radicalaires provenant de 1’oxygeéne (ROS) ou du nitrogene (RNS) sont
constamment génerés a I’intérieur des cellules suite a I’exposition aux xénsobiotique dispersés
dans notre environnement ambiant et /ou a un certaine nombre de métabolismes endogénes,
impliquant des enzymes redox et celle de la chaine respiratoire lors de transfert d’électron [2]
D’autres activités enzymatique fournissent aussi des ROS, notamment les NADPH Oxydases
au cours de P’inflammation et les cytochromes P450 au cours de la détoxication des
xénobiotique, ainsi, la mitochondrie, la membrane plasmique et le réticulum endoplasmique
sont les sieges principaux de libération des ROS [3].

Les ROS et les RNS, a des concentrations physiologiques, peuvent accomplir une variété de
fonctions bénéfiques dans 1’organisme, telles que la régulation de la transduction des signaux,
I'induction de la réponse mitogénique et la participation a la défense contre les agents infectieux
A des concentrations exécives les ROS et les RNS provoquent des lésions biochimiques au
niveau des cellules de I’organisme du fais de leur conséquence sur le plan moléculaire, telle que
les altérations au niveau des protéines, 1’apparition des cassures sur I’ADN, ou des atteintes de
I’intégrité de la membrane cellulaire par ’induction de la peroxydation lipidique [4]. Ainsi,
cette agression vis-a-vis aux cellules est I’une des causes initiales de plusieurs maladies : cancer,
cataracte, sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu, cedéme
pulmonaire, vieillissement accéléré [5]. Afin de retenir la concentration de ces espéces
radicalaires a celle de 1’état physiologique normal et neutraliser leurs actions nocives, la celle
utilise un systéme antioxydant constitué d’un ensemble d’enzymes d’origine endogéne (SOD,
CAT, GPx, GST) et d’un autre ensemble de substances non enzymatiques d’origine endogéne
et exogene [6].

Les antioxydants exogenes sont des composés synthétiques ou naturels, présents dans
I'alimentation et les végétaux, tels les vitamines (Vit A, C ou E), les oligoéléments (zinc,
manganese, cuivre...) et les polyphénols. Les antioxydants agissent comme un moyen de
défense majeur contre la toxicité induite par les ROS ou RNS, en protégeant les biomembranes

et les composés cytosoliques [7].



L’¢étude des composés naturels d’origine végétal dotée d’une capacitéde de piégeage des
radicaux libres représente un théme de recherche d’intérét revouvlable quotidiennement. Les
plantes se distinguent par leur capacité a élaborer un nombre tres important de métabolites
secondaires y compris les composés phénoliques (polyphénols). Les polyphénols sont
largement répandus dans le régne végétal, ils se trouvent dans toutes les parties de la plante. lls
sont caractérisés par la présence d’un cycle aromatique sur lequel se greffe un ou plusieurs
groupements (-OH), ce qui leur confére ’avantage d’une diversité structurelle possédant un
large spectre d’activités biologiques [8].

L effet protecteur des polyphénols a été attribué a leurs propriétés antioxydantes, susceptibles
de prévenir des dommages oxydatifs moléculaires et cellulaires induisant diverses pathologies.
(Cancers, diabete de type 2, maladies cardiovasculaires et neurodégenératives), ils sont
également utilisés comme additifs dans les industries agroalimentaires, pharmaceutiques et
cosmétiques [9].

La recherche de I’activité antioxydante des polyphénols dans les systémes modéeles permet
I’élargissement de nos conceptions vis-a-vis les mécanismes physiocellulaires lors des
défaillances que peuvent subir les celles atteintes par les différentes maladies. Il existe de
nombreuses méthodes in vitro et in vivo qui peuvent étre utilisées pour évaluater I’activité
antioxydante des polyphénols. Les méthodes de mesure de I’activité antioxydative in vitro
different selon les systemes utilisés dans la génération des radicaux libres et des conditions qui
I’accompagnent. Ceci peut rendre pénible de comparer d’une maniére objective les résultats
obtenus par les différentes études [10]. Il existe de nombreuses théories contradictoires qui
essayent d’expliquer les mécanismes des activités antiradicales des substances analysées in
vitro [11].

Les tests mesurant les activités antiradicalaires adaptées aux molécules simples et non
complexes pourraient faillir en présence de produits complexes composés de nombreuses
substances possédant des propriétés de masquage ou d’intensification [12]. C’est pour ces
raisons que la recherche d’une méthode rapide, simple et fiable est toujours demandee pour
obtenir le pouvoir univoque d’un polyphéol antioxydant.

Cette investgation revoit le concept du stress oxydatif, celui des polyphénolles et trace les
différentes méthodes in vitro appréciées pour la détermination du pouvoir antioxydant des
polyphénols.

Cete investigation, basée sur une doumenttion fondamentale et actualisée, a permis de
structurer notre manuscrit en quatre chapitres :

» Le premier chapitre est consacré a un rappel sur le stress oxydant, les radicaux libres,
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» Ledeuxieme chapitre, traite le sysréeme antioxydant cellulaire adopté par la cellule vivante
pour contrecarrer les effets néfastes issues du stress oxydnts

» La troisieme, est une étude bibliographique sur les polyphénols, leur biosynthese, leur
classification, leurs propriétés chimiques, leur role, ainsi que leurs intéréts sur la santé (activité
anti oxydant et Propriétés thérapeutiques).

» Lequatrieme chapitre est une revue des méthodes d’évaluation in vitro les plus importante

utilisée pour estimer les propriétés antioxydantes des polyphénolles.
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Chapitre |
STRESS OXYDATIF
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1. Stress oxydatif

Le stress est un terme général qui a été d'abord employé dans un contexte biologique par
I'endocrinologiste Hans Selye en 1936 pour décrire la réponse physiologique inadéquate d'un
organisme [13]. Le stress oxydatif occupe une place importante dans la recherche biologique
actuelle. L'intérét considérable porté a ce domaine est justifié par les multiples implications des
ROS dans diverses pathologies, comme le cancer, les maladies cardiovasculaires et
neurodégeneératives. Et dans ce sens la recherche fondamentale du stress oxydant s'efforce a
déchiffrer les bases moléculaires des agressions oxydatives provoquées par les ROS, ainsi que

les systemes physiologiques de protection et de réparation des 1ésions d’origine oxydatives.

1.1. Définition

On désigne par stress oxydatif, I’augmentation de la production d’espéces réactives de
I’oxygéne et/ou par carence en micronutriments antioXydants ou cofacteurs des systémes
enzymatiques antioxydants [14]. C’est un déséquilibre de la balance pro-oxydan-antioxydant
en faveur des premiers [15], ce qui se traduit par des dommages oxydatifs de 1’ensemble des
constituants cellulaires : les lipides avec perturbations des membranes cellulaires, les protéines
avec I’altération des récepteurs et des enzymes, les acides nucléiques avec un risque de mutation
et de cancérisation. Ce déséquilibre endommage des macromolécules, des cellules, des tissus,
des organes et I'organisme dans I'ensemble. Une fois qu'il y a des dégats a ces macromolécules,
leurs fonctions essentielles dans le métabolisme cellulaire sont changées aboutissant a la

manifestation de beaucoup de maladies [16].

1.2. Origine du stress oxydatif

Le stress oxydatif peut avoir diverses origines, telles que la surproduction endogéne d'agents
prooxydants d'origine inflammatoire, un déficit nutritionnel en antioxydants ou méme une
exposition environnementale a des facteurs pro-oxydants (Tabac, alcool, médicaments, rayons
ultraviolets, pesticides, ozone, amiante, métaux toxiques) [17] (Figure 1).
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Figure 1 : La balance d’équilibre entre les systemes pro et antioxydants [6]

1.3. Les radicaux libres

Les radicaux libres sont définis comme des espéces chimiques capables d’une existence
indépendante et possédant une orbitale dont un électron au moins est non apparié ou célibataire.
Un électron apparié occupe une orbitale atomique ou moléculaire par lui-méme. Les radicaux
libres, par la présence en leur sein, d’un ou plusieurs électrons non appariés, sont sensibles a un
champ magnétique. C’est la raison pour laquelle ils sont qualifiés d’entités paramagnétiques
[18]. De point fe vue chimique, ils sont électrophiles transitoires et momentanés restant une
période de 1’ordre de microseconde. Il s’agit donc d’un intermédiaire d’une réaction formant
une réaction en chaine qui va élaborer de nouveaux radicaux libres car la molécule agressée par

le radical libre passe par la suite a son tour a un état radicalaire [19].

Electron seul

Antioxydant
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RN S N
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Figure 2 : Neutralisation d'un radical libre par un antioxydant

Les ROS et les RNS ont la capacité pour faire le don d'électrons aux macromolécules. (Kang
et al, 2017) tels que I'ADN, les protéines et les lipides, entrainant ainsi une réduction des
molécules, des enzymes protectrices puis la mort cellulaire [20]. Il ne faut pas penser que tous

les radicaux de I'oxygene sont extrémement réactifs, cette réactivité étant trés variable selon la
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nature du radical. Ainsi parmi les radicaux formés chez les étres vivants, I'anion radicalaire
superoxyde (O2*) et le monoxyde d'azote (NO®) ne sont pas trés réactifs, mais constituent des

précurseurs d'autres especes plus réactives [6].

1.4. Réles physiologiques des espéces réactives

Les radicaux libres sont indispensables a la vie car ils participent a de nombreuses fonctions
physiologiques lors de la croissance ou de la défense de I’organisme. Ils contribuent a I’activité
de certaines enzymes, a la transduction de signaux cellulaires, a la défense immunitaire vis-a-
vis les organismes pathogénes, a I’apoptose des cellules tumorales, au cycle cellulaire, au
fonctionnement de certains neurones et notamment ceux de la mémoire, et a la régulation des
genes. Plusieurs etudes ont bien montré le réle des radicaux libres et des especes oxygénées
réactives dans la genese de nombreuses maladies. En effet, La production excessive de radicaux
libres provoque des lésions directes de molécules biologiques (oxydation de I'ADN, des
protéines, des lipides, des glucides), mais aussi des lésions secondaires dues au caractere
cytotoxique et mutagéne des métabolites libérés notamment lors de I'oxydation des lipides [21,
22].

Du fait de I'importance de l’oxygéne dans les systémes biologiques, en situation
physiologique, les espéces réactives sont créées en continu dans 1’organisme. Ainsi, les
radicaux libres générés de fagon permanente par le métabolisme normal de 1’oxygéne ne sont
pas seulement des produits agressifs mais aussi des modulateurs de voies de transduction du
signal et de I’expression de génes qui participent a I’homéostasie vasculaire. Ils jouent le role
de messager pour la cellule, dans 1’apoptose et dans la défense contre les infections [23]. Ils
participent au fonctionnement de certaines enzymes, a la transduction de signaux cellulaires, a
la défense immunitaire contre les agents pathogénes, a la destruction par apoptose des cellules
tumorales, a la régulation de la dilatation capillaire, au fonctionnement de certains neurones et

notamment ceux de la mémoire, a la fécondation de I'ovule, a la régulation des génes [6].
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Figure 3: Roles physiologique des espéces réactives [24].

1.5. Les principales sources des radicaux libres

L’oxygene, en tant que récepteur final d’¢électrons dans 1’organisme, se transforme en
molécule d’eau au niveau de la chaine respiratoire mitochondriale. Cette réaction est importante
puisqu’elle est associée a la production de 38 molécules d’adénosine triphosphate (ATP) a haut
potentiel énergétique a partir d’une molécule de glucose (contre deux seulement dans un
processus anaérobie). Les cellules convertissent 3 % de la quantité totale d’oxygéne
consommeée en especes réactives de 1’oxygene (ROS). Les ROS sont majoritaires mais des
radicaux soufrés, nitrogenes, phosphorés ou carbonés sont également formés. Ces ROS qui
peuvent étre radicalaires ou non radicalaires, sont aussi produites en permanence par différents
systemes enzymatiques dont les plus importants sont les NAD (P) H-oxydase et les NO synthase
(Figur 4) [25].
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Figure 4 :

La principale source des radicaux Oz et H2O2, pendant le metabolisme énergétique cellulaire,
est la chaine respiratoire [26]. Les mitochondries ont été identifiées comme responsables de
I'initiation de la plupart des réactions des radicaux libres se produisant dans les cellules [27]. I
y a également d'autres sources cellulaires des radicaux libres telles que I'enzyme xanthine
oxydase (qui catalyse la réaction de I'hypoxanthine en xanthine et la xanthine en acide urique),
le cytochrome P450, les peroxysomes, les microsomes et les macrophages au cours de
I'inflammation. Les ROS peuvent aussi étre produits par une multitude de sources exogenes

telles que les xénobiotiques, les composés chlorés, les agents environnementaux, les métaux

Principaux sites cellulaires de productions des ROS [25]

(redox et non redox), les ions et les rayonnements [28].

el e

Mitochondries = Systémes enzymatiques : UV, Radiations ionisantes
Péroxysomes CAT, SOD, GPx poliuants

Lipoxygénases - Systémes non-enzymatiques : - Xénobiotiques oxydants
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ONOOQ- NO,
H,0, NO
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Figure 5:

les différentes sources des radicaux libres [28].
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1..5.1. Sources endogenes des dérives réactifs de I'oxygene :
Dans l'organisme il y a de nombreuses sources de ROS dont I’importance varie selon les
tissus. La réaction chimique de Fenton produit des ROS dans la cellule. Les autres sources

cellulaires de ROS sont enzymatiques et non-enzymatiques [29].

1..5.1.1. La mitochondrie

1..5.1.1.1. La chaine respiratoire mitochondriale

La mitochondrie est un organite au coeur du métabolisme énergétique de la cellule. Elle est «la
machine » de synthése de I’ATP en condition aérobie. Si cette production constitue son role le
plus connu, la mitochondrie est aussi impliquée dans d’autres mécanismes comme
I’homéostasie calcique, I’apoptose et bien siir la production d’espéces réactives de 1’oxygene
(ROS) [30].

Les mitochondries possedent deux membranes délimitant un espace intermembranaire et un
compartiment matriciel. La membrane externe, formée de 50 % de protéines et 50 % de lipides
polaires, est perméable aux ions et aux petites molécules grace entre autres a I’existence de
porines. La membrane interne, quant a elle, est impermeable car elle est constituée pour 80 %
de protéines et 20 % de lipides. La membrane interne est le siége de la respiration qui
correspond a un transfert d’électrons a travers la chaine respiratoire jusqu’a un accepteur final
I’oxygene.

Dans cette chaine respiratoire mitochondriale, le transport électronique est opéré par quatre
complexes enzymatiques (I, I1, 111 et 1V).

Complexe 1: NADH déshydrogénase/NADH-CoQ réductase par I’intermédiaire de ce
complexe , les e- apportés par le NADH sont transférés au CoQ .

Complexe 2: Succinate-deshydrogénase

Le complexe Il catalyse la ré-oxydation du succinate en fumarate qui, par I’intermédiaire de
I’oxydation du FADH?2 et de la réduction d’ubiquinone, permet le transfert de 2 électrons au
complexe Il (complexe b-c1). Ce transfert d’électrons est le seul a ne pas étre couplé a un
efflux de protons.

Complexe 3: Complexe b-c1 (ubiquinone-cytochrome ¢ réductase)

Le pool des quinones est un transporteur libre d'électrons des complexes I et Il vers le complexe
I11. Ce dernier permet un transfert d'électrons a un deuxiéme transporteur mobile situé dans

I'espace inter membranaire, le cytochrome ¢ qui relie le complexe Il au complexe IV. Ce
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transfert d'électrons, également associé a un efflux de protons, fait du complexe Il la deuxiéme
pompe a protons de la chaine respiratoire.

Complexe 4 : ou (cytochrome-C oxydase) ce complexe transfert les e- depuis le cytochrome
C a I’O2 par intermédiaire des cytochromes a et a3. ce complexe est inhibé par le cayanure,
’azide ou encore le monoxyde de carbone. Le fonctionnement de la chaine respiratoire est non
seulement associe a la synthése d’ATP mais aussi a la production de radicaux libresoxygenes
[31].

I'ATP synthase est parfois considérée comme le 5eme complexe de la chaine respiratoire. Ce
complexe enzymatique permet la conversion de la différence de potentiel électrochimique en

énergie chimique (ATP) au travers d'un processus réversible [31].
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Figure 6 :La chaine respiratoire mitochondriale [31].

1..5.1.1.2. La production des ROS PAR par la mitochondries

Une des premiéres études ayant mise en évidence la production de H20- par des mitochondries
intactes a éteé réalisée par [32]. C'est le fonctionnement méme de la chaine respiratoire qui
produit des ROS en conditions physiologiques. Rapidement, il a été montré que cette production
d’H20; est directement liée a la dismutation de I'anion superoxyde. Selon certains auteurs, le
pourcentage d'O> qui entre dans la chaine respiratoire pour donner des ROS est de 1 a 4 %.
Mais ces estimations ont été réalisées a partir de mesures in vitro sur des mitochondries isolées
en presence d'une pression partielle en oxygéne non physiologique et de concentration saturante
en substrats. Il est vraisemblable que la production de ROS mitochondriale in vivo soit
beaucoup plus faible (0,2 a 0,4 %) [33].
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- Le débit de production de ROS est fonction du flux d’électrons dans la chaine respiratoire et
du degré de réduction des transporteurs d’électrons. Mais la production de ROS semble moins
liée au flux d’électrons qu’au potentiel de membrane. En effet, une relation directe a été mise a
jour entre le potentiel de membrane et la production d’anion superoxyde [34].

- L'évolution des concepts a permis de confirmer I’importance des complexes I et III dans la
production de ROS a 1’état 4 [35]. Ces deux complexes contiennent des quinones qui sont
potentiellement des sources importantes de ROS. Pour certains auteurs, le complexe | est la
principale source de Oz *— par le groupe flavine mononucléotidique [36]. Mais d’autres
désignent le site ubiquinone du complexe 111 comme le site majeur de production de ROS [37].
En effet, ce site catalyse la conversion de I'oxygene moléculaire en anion superoxyde par le
transfert d'un électron de I'oxygéne moléculaire. Expérimentalement, si le succinate est utilisé
comme substrat en I'absence de roténone, la production de H2O> est trés importante, ce qui a
mis a jour I’importance du flux inverse d’électrons du complexe II au complexe I. Ce flux
inverse d’¢lectrons est dii au fait qu’enabsence d’ADP (état 4), les ¢€lectrons dérivés du
succinate peuvent remonter au complexe | (parce que le potentiel de membrane est une force)
et réduire le NAD+ en NADH [38].

St Pierre et al. (2002) [39] ont étudi¢ la topologie de production de I’anion superoxyde au niveau
de la membrane interne. Pour cela, ils ont mesuré la production de H202 sur mitochondrie
intacte en présence de différents substrats et inhibiteurs, avec ou sans SOD exogéne ajoutée. Si
la production de H20: a licu sur la face cytoplasmique de la membrane interne, 1’ajout de SOD
exogene va augmenter la dismutation du O™ et provoquer une augmentation de la production
d’H20,. Par contre, si la production de H20> se fait du coté matriciel de la membrane interne
mitochondriale, 1’anion superoxyde sera dismuté en H20, par la SOD mitochondriale, le H20:
diffuse ensuite a 1’extérieur, et donc la SOD exogéne n’aura pas d’effet. Ces auteurs ont pu
observer que le complexe I produit 1’anion superoxyde sur la face matricielle de la membrane
interne. Une autre équipe de recherche a récemment décrit, en utilisant d’autres méthodes, la
production d’anion superoxyde au niveau du complexe III sur la face cytoplasmique de la
membrane interne mitochondriale [37].

La fuite de ROS au niveau de la chaine respiratoire mitochondriale est schématisée dans la

figure 7:
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Figure 7 : Sites de production de ROS au niveau de la chaine respiratoire [33].

1..5.1.1.3. Stress oxydant et dysfonctionnement mitochondrial

Les complexes de la chaine respiratoire mitochondriale, de nature protéique, sont également
des cibles pour les ROS; de plus, ils sont souvent complexés avec des métaux de transition,
cibles et des générateurs des radicaux libres. Les complexes protéiques | et Il sont
particulierement concernés [22].
Par ailleurs, on sait que 1’excés de NO® inhibe la cytochrome oxydase, favorisant également la
formation de O2" depuis la chaine respiratoire [40].
Enfin, 'inflammasome est un complexe protéique oligomérique impliqué dans I’'immunité
innée non spécifique et est notamment exprimé dans les cellules de la lignée granulocytaire.
Des travaux récents suggerent que la mitochondrie est impliquée dans I’intégration et le relai
de différents signaux extracellulaires a I’inflammasome. En effet, une mitochondrie a fortiori
dysfonctionnelle produit des ROS en plus grande quantité et stimuleraient 1’activation de
I’inflammasome [41]. L’inflammasome stimule notamment ’activation de la caspase-1 dans
I’apoptose et favorise la production et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires Les
complexes de la chaine respiratoire mitochondriale, de nature proteique, sont également des
cibles pour les ROS ; de plus, ils sont souvent complexés avec des metaux de transition, cibles
et des générateurs des radicaux libres. Les complexes protéiques | et 111 sont particuliérement
concernés [22].

Les ROS peuvent avoir une action directe sur ’activité mitochondriale. Ainsi, 1’02 peut réagir
avec l'oxyde d'azote (NO), et produire le peroxynitrite (ONOO™) qui peut inhiber la chaine

respiratoire [42] et endommager différents composants mitochondriaux (complexe de la chaine
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respiratoire, membrane, ADN). En effet, I’ADN mitochondrial (ADNmt) est a proximité direct
de la source de production, du fait qu’il est fixé a la membrane interne. L’ADNmt est fragile
car il est dépourvu d’histones et ne semble pas avoir de systemes de réparation aussi efficaces
que celui de I’ADN nucléaire (ADNn) [43].

Les sous-unités des complexes de la chaine respiratoire mitochondriale sont codées en partie
par ’ADNn et par I’ADNmt. Ainsi 13 sous-unités protéiques qui constituent I’ETC sont codées
par ’ADNmt (7 sous-unités du complexe I, une du complexe 11, 3 du complexe 1V, et 2 pour
I’ATPsynthase). Une altération de I’ADNmt pourrait donc altérer le fonctionnement de la
chaine respiratoire et déclencher un cercle vicieux augmentant la production de ROS et les
dégats oxydatifs mitochondriaux. De méme, une oxydation accrue des phospholipides

membranaires mitochondriaux pourrait modifier le fonctionnement mitochondrial [44].

1..5.1.2. Réticulum Endoplasmique
1..5.1.2.1. Les cytochromeS P450

Les cytochromes P450 sont des complexes enzymatiques situés dans la membrane du
reticulum endoplasmique ou dans la membrane interne des mitochondries. Ils sont
essentiellement présents dans le foie et participent au métabolisme des médicaments et autres
xénobiotiques, de I’acide arachidonique, du cholestérol, de la vitamine D3, des eicosanoides.
I1s catalysent I’oxydation de ces substrats par le dioxygéne selon un cycle réactionnel [22], qui
a pour bilan la réaction suivante :

RH + Oz + NADPH + H+ ------- ROH + H20 + NADP+
Les cytochromes P450 ont une structure héminique. Ils sont composés d’un groupement
prosthétique (protoporphyrine IX identique a celle de I’hémoglobine et de la myoglobine) et
d’une partie protéique (apoprotéine). Le groupement prosthétique fixe, par quatre liaisons, un
atome de fer en son centre. Une cinquiéme liaison est réalisée entre I’atome de fer et le
groupement thiolate (RS-) d’une cystéine de 1’apoprotéine. Enfin, une molécule d’eau ou de

dioxygeéne peut se fixer par une sixiéme liaison a I’atome de fer [45].

1.5.1.3. Sources enzymatiques
1.5.1.3.1. NADPH oxydase (NOS)

La NOX est une enzyme cellulaire initialement complexe enzymatigue membranaire
appartenant a la classe des oxydo-réductases (enzymes de classe I). Cette enzyme catalyse la

réaction d’oxydation du NADPH par le dioxygéne (O2). Le complexe NADPH-oxydase
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consiste essentiellement en deux sous-unités (hétérodimére) peptidiques membranaires de 22
kD (la sous-unité ) et 91 kDa (la sous-unité , contenant la portion catalytique de I’enzyme), ainsi
qu’un peptide régulateur nommé Rac ; la partie cytosolique est constituée de plusieurs petites
protéines (ou facteurs cytosoliques) régulées par 1’état redox intracellulaire [46]. La NADPH
oxydase joue un role fondamental dans la réponse immunitaire et plus précisément dans la lutte
contre les micro-organismes. En effet, lors de la phagocytose, cette enzyme présente dans la
membrane plasmique des phagocytes, catalyse la formation d'O,". Il existe aussi une NADPH
oxydase dans des cellules non phagocytaires dont le role serait de réguler la croissance cellulaire
[47].

Son r6le principal est de genérer le radical superoxyde Oae- en transférant des électrons du
NADPH au dioxygéne Oa:

202 + NADPH------- 202¢- + NAD(P)* +H2

La NAD(P)H oxydase est une enzyme localisée au niveau de la membrane cytoplasmique et,
chez les phagocytes, également dans la membrane du phagosome (membrane formée pendant
la phagocytose a partir de la membrane plasmique) et dans la membrane des granules
azurophiles des neutrophiles [6].
Autre différence importante, I’anion super oxyde Formé par le leucocyte est libéré dans le
compartiment Extracellulaire, alors qu’il I’est en grande partie au niveau intracellulaire pour

les autres types cellulaires, dont les cellules vasculaires [48].

1.5.1.3.2. Les oxydases des peroxysomes

Le peroxysome est une source importante dans la production cellulaire de H2O. car cet
organite contient de nombreuses enzymes générant du H>O». Toutefois ce dernier est utilisé
comme substrat par la catalase peroxysomale afin de réaliser des réactions de peroxydation
d’autres substrats. Ces réactions sont importantes dans les processus de détoxification présents
dans le foie et le rein [49].
A P’exception des érythrocytes, au sein des cellules animales, les oxydases (OX) sont largement
retrouvées au niveau d’organites entourés par une membrane simple ; les peroxysomes et qui
sont présents dans divers tissus dont le foie et les reins. Les peroxysomes détiennent plusieurs
enzymes qui générent du peroxyde d’hydrogene. Citons, entre autres, I’urate oxydase, la
glycolate oxydase [22].

RH2 + O2-OX ------- R + H202
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Bien que les peroxysomes possédent une enzyme a action anti-oxydante, la catalase, une partie

de la production de peroxyde d’hydrogeéne passe dans le cytoplasme.

1.5.1.3.3. Xanthine déshydrogénase (XDH) et xanthine oxydase (XO)

I1s’agit de la principale enzyme cytosolique impliquée dans le catabolisme des bases puriques.
La conversion de la xanthine déshydrogénase en xanthine oxydase peut se produire, in vivo, au
sein de tissus 1ésés. Elle conduit, alors, a la production d’anion superoxyde [22]. Cette enzyme
est présente dans le sang, les cellules endothéliales des capillaires et de fagon trés importante
dans le foie et les intestins. La localisation cellulaire de la XO est principalement cytoplasmique
[20].

La xanthine oxydase catalyse la dégradation de I'hypo xanthine en acide urique en condition
de forte demande d'ATP et de déficit en oxygene. Mais elle peut également catalyser I'oxydation
de la xanthine en acide urique, notamment lors d'ischémie-reperfusion ou d’hypoxie. Dans cette

réaction, I'oxygéne moléculaire agit comme un accepteur d'électron produisant ainsi 1’O2™ [51].

Hypoxanthine Xanthine oxydase Xanthine

& N

Q2 Oz
Xanthine + 202 + H2H Xanthine oxvdase Acide urique + 2 O+ 2H

1.5.2. Sources exogenes des espéces réactives de I’oxygeéne

La production extracellulaire Des facteurs exogenes liés a I'environnement ou au mode de vie
sont également a l'origine d'une augmentation du stress oxydant dans I'organisme par
I’accumulation de radicaux libres dans I’organisme. Ces facteurs environnementaux incluant
des agents cancérogenes non-génotoxiques peuvent directement ou indirectement étre
impliqués dans la génération de radicaux libres (xénobiotiques, activation des leucocytes).
L'exposition prolongée au soleil, ainsi les rayonnements UV induisent la synthese de O™,
OHe,102 et d’H20; I’intermédiaire d’agents photo sensibilisants [52] (Figure 8).
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Figure 8 : Génération extracellulaire des radicaux libres

1.5.2.1. Les rayonnements UV:

Les radiations UV provoquent particulierement des dématements au niveau de I'ADN.
Les radiations ionisantes induisent la synthése de radicaux libres dérivés de 1’oxygéne tels que
le O;", et les molécules génératrices des radicaux libres par [D’intermédiaire

d’agents photosensibilisants [53].

1.5.2.2. Les médicaments:

les médicaments qui sont utilisés comme un traitement contre le cancer (anticancéreux comme
les anthracyclines) peuvent provoquer aussi la production des radicaux libres. Des facteurs
environnementaux peuvent contribuer a la formation d’entités radicalaires. Une production
importante des ROS est observée lors d’une intoxication par des métaux lourds (cadmium,
mercure, arsenic) ou dans les phénomenes d’irradiations provoquant des dommages au niveau
de I’ADN. Par ailleurs la fumée de tabac, 1’alcool ou méme certains médicaments
(Xénobiotiques) peuvent étre source de radicaux libres par oxydations de ces composés au
niveau du cytochrome P450 [51].

1.25.3. Les différents types des radicaux libres

Le tableau 1 récapitule la nomenclature des espéces réactives, incluant les principales especes

réactives de 1’oxygéne (radicalaires et non radicalaires)
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Tableau 1 : Nomenclature des principales ROS [22].

Especes dérivees de
I’oxygene (ROS)

Radicaux libres

Non-radicaux

Anion superoxyde, O
Radical hydroxyl, HO*

Radical hydroperoxyl, HO,'

Anion carbonate, CO3™
Radical peroxyl, RO,
Radical alkoxyl, RO’
Dioxyde de carbone, CO,"

Anion oxygeéne singulet, Oy

Peroxyde d’hydrogéne H>O>
Acide Hypobromeux, HOBr
Acide Hypochloreux, HOCI
Ozone, O5

Oxygeéne singulet, 10>
Peroxyde organique, ROOH
Anion peroxynitrite, ONOO"
Acide peroxynitrique, ONOOH
Anion peroxynitrate, Oo,NOO"
Anion nitrosoperoxycarbonate,
ONOCOO2

Anion peroxomonocarbonate,
HOOCO>

Espéces derivées de
I’azote (RNS)

Monoxyde d’azote, NO*
Dioxyde d’azote, NO2
Radical nitrate, NO3®

Acide nitreux, HNO>

Cation nitrosyl, NO*

Anion nitroxyl, NO"

Tetroxyde dinitreux, N20O,
Trioxyde dinitreux, N20O3
Anion peroxynitrite, ONOO"
Acide peroxynitrique, ONOOH
Anion peroxynitrate, O2NOO"
Cation nitrile, NO2*
Alkyl-peroxynitrites, ROONO
Alkyl-peroxynitrates, RO.,ONO
Chlorure de nitrile, NO.Cl
Peroxyacétyl nitrate,
CH3C(O)OONO:

1.2.5.3.1. Especes reactives oxydantes (ROS)

Notre organisme a besoin d’énergie pour fonctionner correctement. Les cellulestransforment
les nutriments apportés par I’alimentation en énergie et en eau. Cette transformation génére
environ 2 % de molécules d’oxygéne [55].

Les espéces réactives de 1’oxygene (ROS) sont des radicaux libres issus de
I’oxygeénemoléculaire, elles représentent la plus importante classe d’espéces réactives générées
dans lesorganismes vivants a cause de I’'importance du métabolisme aérobie [56]. Les dérivés
de I’oxygene non radicalaires comme le peroxyde d’hydrogeéne(H202), I’oxygene singlet (102)
et le anion peroxynitrite (OONO") sont aussi reactives et peuvent étre des précurseurs de

radicaux libres. Ces ROS qui peuvent ( radicalaires ou non radicalaires) sont aussi produites en
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permanence par différents systemes enzymatiques tels les NAD(P)H-oxydase et les NO

synthéase.

-Formation des ROS
Les ROS presentent différentes réactivités :

- Le O et H2O2 représentent une classe peu active. Le O2* peut se dismuter en H20; et O
(réaction spontanée ou catalysee par la SOD), réagir avec NO+ pour former ONOO", un oxydant
puissant, ou réduire les ions de métaux de transition. Le O2* est produit notamment par
réduction monovalente d’O> dans les mitochondries, par la NADPH oxydase (enzyme élaborée
par les macrophages participant a la destruction des virus et bactéries) ou par la xanthine
oxydase (une enzyme du métabolisme des purines) [57].

- Le radical OHe est I’'une des especes chimiques les plus oxydantes et peut attaquer tres
rapidement la plupart des molécules biologiques. C’est le produit de la réduction
monoélectronique de H202, en présence des ions métalliques de basse valence (réaction
deFenton).2O- peut étre généré par excitation de 302 en présence de photosensibilisateurs mais
aussi par desprocessus chimiques (ex. : réaction de H.0, avec CIO-). 1O est trés réactif et peut
par exemple s’additionner rapidement sur des doubles liaisons carbone-carbone [58]. Les

différents processus de formation des ROS sont schématisés dans la figure 9. :

Lumigre UV Oxydases

'0; |« [E > l_HzQzI

Oxygene singulet

Oxygene Peroxyde d’hydrogénes

Arginine Cycle redox Superoxyde
dismutase

NADPH oxydase Myéloperoxydase

mitochondrie

I Tl l - HOCI
NO” | ' {020}
Monoxyde d'azote l Anion superoxyde l
Fe™

ONOO [ OH* ]
Peroxynitrite ‘/‘R/d""l h\‘d\“‘“k\‘
; ‘ﬂm de la
Nllr-.vﬂmn des SRR Oxydation des Peroxydation Oxydation de
protéines protéines lipidique I'ADN

Figure 9 : Les processus de formation des ROS
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1.2.5.3.1.1. Les ROS radicalaires

1.2.5.3.1.1.1. L’anion superoxyde (02")

Le superoxyde est le principal précurseur de la plupart des ROS, généré par l'addition d'un
électron a I'O2. Sa principale source dans une cellule est le complexe | et le complexe 111 de la
chaine de transport d'électrons mitochondriale [59].

0,+e =>0y

Cet anion est produit au niveau cellulaire lors du catabolisme des bases puriques et du
fonctionnement des cytochromes P450 dans les reticuli endoplasmiques et les mitochondries.
Cependant, c’est la chaine respiratoire mitochondriale qui est responsable de 80 % de la
production d’anion superoxyde dans les cellules non phagocytaires [60]. sous I’influence du
Q10 et la NADH-déshydrogénasse, sous I’influence de métalloenzymes endommagées ou
altérées par mutation genétique, et par des NADPH oxydases au niveau des membranes des
cellules du systeme immunitaire ou il participe a une action bactéricide. Les xanthines oxydases
rencontrées dans le cytosol pratiquement de tous les tissus sont capables de produire des
radicaux superoxydes a partir de I’hypoxanthine/xanthine et d’oxygene, et pourraient avoir des

implications particuliérement en cas d’ischémie-réperfusion [61].

H+ H* H*

Lva

#M : h MATRICE
4

! 0; 2H,0 .- N

e & (ADP| RS

S + H*

P,

02 . /
membrane interne

Membrane externe

Figure 10. Production d'anion superoxyde dans la chaine respiratoire mitochondriale.

L’anion super oxyde O2" joue un réle trés important dans la génération de d'autre radicaux
libres tels que Le peroxyde d'hydrogéne H20-, le radical hydroxyle *OH, et I'oxygéne singulet
O.". L’anion super oxyde capable de réagir avec l'oxyde nitrique pour former le peroxynitrite
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(ONOO-) qui est capable de donner par la suite des composes tres toxiques comme le radical

hydroxyle et le dioxyde nitrique [62].

ONOO +H' — "OH + NO;

1.2.5.3.1.1.2. Le radical hydroxyle (OH")

Le radical hydroxyle (OH") est extrémement puissant et réagit indifféremment avec toutes les
biomolécules, auxquelles il a un acces facilité a travers le H202 [63] est ’oxydant le plus
puissant des ROS avec une vitesse de réactivité élevée, ne possede pas de cibles privilégiees et
a une tres faible durée de vie. Ce radical peut oxyder un substrat selon trois modes d’action :
I’arrachement d’un électron, 1’arrachement d’un atome d’hydrogéne sur un substrat organique
ou I’addition sur une double liaison [64].

Le radical hydroxyle (OH®) est formé principalement par la dégradation du H2O- en
présence de metaux de transition sous leur forme réduite, ainsi H20 associé a du fer ferreux

conduit a la réaction de Fentol Fe2++ H,0 ______ Fe + OH-+ OH

H202 peut également réagir avec le radical superoxyde, aboutissant la encore a la production

du OH®, ce mécanisme réactionnel est appelé réaction d’Haber et Weiss [65].

02?- + H202FE3HCU2+02 + OH + DH"

D’autres voies de formation du OH®.Le radical hydroxyle est produit durant I’inflammation
en grande quantité lors desinteractions entre 1’anion superoxyde et I’acide hypochloreux, entre
I’acide hypochloreux et lesions ferreux (Fe2") ou entre le peroxyde d’hydrogéne et le monoxyde

d’azote [66]

1.2.5.3.1.1.3. Le radical peroxyl ROz

Les radicaux R* peuvent réagir avec une molécule de dioxygene Les radicaux Re ainsi obtenus
sont transformés en radicaux peroxydes RO2" par addition d’une molécule de dioxygéne selon
la réaction :

Re# Q) ====-- RO

ainsi, une réaction en chaine produisant des hydroperoxydes. Ils’agit d’une peroxydation. Dans
les cellules, cette chaine réactionnelle affecte principalement les acides gras polyinsaturés ; il
s’agit de la peroxydation lipidique. Les radicaux peroxydes sont de bons oxydants. Plusieurs
modes d’actions sont décrits pour les propriétés oxydantes des radicaux peroxyle : transfert de

charge (arrachement d’un électron) ou d’un atome d’hydrogeéne (Arrachement d’un atome H),

28



addition sur les doubles liaisons (réactions intramoléculaires ouintermoléculaires) exemple Les
radicaux peroxyl peuvent alors arracher un atome d’hydrogene H® a une autre molécule

organique RH, formant, ainsi, des hydroperoxydes RO2 H et des radicaux libres R* comme suit

peuvent également se décomposer avant d’avoir réagi avec un substrat en donnant des radicaux

superoxydes [67].

1.2.5.3.1.1.4. Le radical alkoxyle RO’

Les hydroperoxydes produisent des radicaux alkoxyl ROe En présence de metaux de

transition (M¥) qui prolongent le processus de réaction en chaine en agissant sur une

moléculeorganique RH. RO2H + M+--=-- RO+ + OH + M2
RO+ + RH-==--- ROH + R-

Les RO" peuvent également étre généres par la décomposition des peroxydes organiques
(ROOH). Normalement stables dans 1’organisme et a température ambiante, 1’addition de
métaux de transition permet leur décomposition et constitue un des principaux démarrages de

la peroxydation lipidique [22]. Par exemple :

ROOH + Fe2* —-=—--- RO+ + OH- + Fe3*

1.2.5.3.1.2. ROS non radicalaires

1.2.5.3.1.2.1. Le peroxyde d’hydrogéne
Le peroxyde d’hydrogéne (H202) se forme par la dismutation spontanée ou enzymatique du
radical superoxyde [68]. La dismutation enzymatique est catalysée principalement par la

superoxyde dismutase (SOD).
20,7+ 2H: 50, + H,0,

A coté de la SOD, il existe d’autres enzymes produisant H-O2, comme les oxydases présentes
particulierement dans les peroxysomes [69]. Le peroxyde d’hydrogéne H2O. peut étre formé

par réaction de deux anions superoxydes, réaction catalysée par la superoxyde dismutase ;

207+ 2H+—>0:, + H20>
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Il s’agit d’un intermédiaire stable mais trés oxydant, capable de diffuser au sein des membranes
hydrophobes et participant a la production de plusieurs molécules dont les plus réactives sont
OHe et HOCI [70]. En présence de métaux de transition (fer et cuivre), I’H2O2 donne naissance

via la réaction de Fenton a un radical hydroxyle HO® hautement réactif [71].

Qa4+ 2H+ —> 07 + H:0:

Le peroxyde d’hydrogeéne H.O> peut également étre transformé en hypochlorite desodium (eau
de Javel) par la myéloperoxydase, enzyme localisée dans les granules azurophiles des

polynucléaires neutrophiles.

1.2.5.3.1.2.2. L’oxygéne singlet (*O2)

C’est un agent oxydant trés puissant qui peut directement oxyder des protéines, 'ADN et des
lipides et causer des dommages tissulaires. L’oxygéne singulet réagit avec des molécules
contenant des doubles liaisons carbonecarbone pour former des peroxydes. Par exemple, le
cholestérol des membranes peut étre oxydé par I’oxygéne singulet et former son 5-alpha-
hydroperoxyde [22]. Il est également formé in vivo par l'activation des neutrophiles, des
€osinophiles et par certaines d’autres réactions enzymatiques catalysées par des enzymes, telles

que les lipoxygénases, les dioxygénases et la lactoperoxydase [72].

1.2.5.3.1.2.3. L’acide hypochloreux (HOCI)

Comme le peroxyde d’hydrogéne, 1’acide hypochloreux ne rentre pas dans la définition stricte
du radical. Cependant, au cours de I’inflammation, la métabolisation du peroxyde d’hydrogéne
en acide hypochloreux par 1’enzyme, la myélopéroxydase est élevée (Deby-Dupont et al.,

1999). L’acide hypochloreux est un agent chlorant et un oxydant fort

H:0; + Cl-+ H+ —> HOCI + H:0

Il passe facilement a travers les membranes biologiques, et peut altérer les constituants
protéiques de la cellule a cause de son fort pouvoir oxydant [73]. Dans les organismes vivants,
I’acide hypochloreux est produit par une enzyme contenue dans les cellules phagocytaires, la

myeloperoxydase (MPO) [22].
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1.2.5.3.2. Les espéces reactives azotées (RNS)

Ils sont synthétisées & partir du monooxyde de d’azote (NO) et de I’anion superoxyde
(principal élément donnant naissance aux especes réactives d’oxygeéne ou ROS) donnant lieu
auperoxynitrite (ONOO"), substrat hautement réactif. Ceci a poussé certains auteurs a parler de

RONS (Réactive Oxygenand Nitrogéne Species) au licu de ROS pour designer I’ensemble des espéces

réactives oxydantes radicalaires ou non radicalaires.

1.2.5.3.2.1. Les RNS radicalaires

1.2.5. 3. 2.1.1.LLe monoxyde d’azote
Le monoxyde d’azote (NO®) est produit chez les organismes supérieurs par 1’oxydation de
I’un des atomes N terminaux de la L-arginine, cette réaction est catalysée par la nitrique oxyde

synthase (NOS) selon la réaction suivante :

O+ Arginine + NADPH —> NO?+ Citrulline + H20 + NADP*

Le NO libéré des cellules endothéliales réagit trés rapidement avec I’oxygéne pour former du
dioxyde d’azote (‘NO2) qui peut a son tour réagir avec 1’oxyde nitrique pour former le trioxyde
d’azote (N203). Sa rapide réaction avec le radical superoxyde (¢O2-) produit le trés réactif
peroxynitrite (ONOO-) qui est capable d’oxyder les macromolécules particulierement lors des

états pathologiques [74] (Figure 11).

O:
l Catalase
5 H0+40;
) SOD
NO _
ONOO" 0; = H,0, +H:0
\1:/+ 3 2H,0 - GSSG
Ji € GSH-Peroxydase
/ cu’ +GSH
14
o _ ™M Rr+mo
——
C)j
vitamine E
ROO" —— ROOH
Réaction de détoxification des ROS ! GSH-Peroxydase
————— Réaction aboutissant & des ROS J +GSH
ROH + H,O + GSSG

Figure 11 : Les especes réactives oxygénés (ROS) et leurs systemes de détoxification.
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Le monoxyde d’azote a une demi-vie relativement longue, et est connu pour jouer des rbles

fonctionnels importants dans une variété de systemes physiologiques.

1.2.5.3.2.1.2. Le dioxyde d’azote NO?’
In vitro le dioxyde d’azote est un gaz marron, mais aussi un radical libre aux potentialités
oxydantes bien plus fortes que NO [22]. Il se forme notamment lorsque du monoxyde d’azote

NO" est exposé directement au dioxygene :

2NO++ O:—> 2NO:-

In vivo les concentrations en dioxygéne dissout ne sont cependant pas suffisantes pour que la
réaction soit quantitativement importante. Le nitrique dioxyde est un puissant declencheur du
lipide peroxydation par sa capacité d'arracher un atome d’hydrogéne d'une double liaison au
niveau des acides gras polyinsaturés [62]. (
1.2.5.3.2.1.3. Le péroxynitrite

Son apparition est extrémement rapide, et se produit par une réaction entre deux ROS:

-0z + NO®* —-———- NO:-

A Tinstar du radical hydroxyle, NO3- est une ERO qui cause beaucoup de dommagesaux

composants cellulaires [75].

1.2.5.3.2.2. Les RNS non radicalaires
1.2.5.3.2.2.1.Preoxynitrite OONO ~:

Le peroxynitrite est produit dans des cellules contenant des enzymes NOS, tels que le muscle
lisse ou les cellules endothéliales, et en particulier lors de la réponse inflammatoire. est un
oxydant puissant et diffusible, capable d’endommager de nombreuses molécules organiques. I1

est formé par la réaction entre O.°* - et NO* [76].

Le peroxynitrite apparait comme I'espéce le plus toxique pour les tissus au niveau des sites de
I'inflammation et participe dans plusieurs désordres neurodégénératif et des Iésions rénales
Le peroxynitrite (OONO-) est capable d'oxyder les protéines et les bases azotiques des brins

d'’ADN par une grande similarité de lI'oxydation par le radical hydroxyle [77].
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Chapitre 11
SYSTEME ANTIOXYDANTS
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2. Systémes antioxydants

2.1. définitions

L’organisme est doté d’un ensemble de systemes de défenses treés efficace contre la
surproduction des ROS et des RNS [78]. Un antioxydant peut étre défini comme tout substance
qui est capable, a concentration relativement faible, d’entrer en compétition avec d’autres
Substrats oxydables et ainsi retarder ou empécher I’oxydation de ces substrats [79]. Cette
définition fonctionnelle s’applique a un grand nombre de substances, comprenant des enzymes

aux propriéteés catalytiques spécifiques, mais aussi de petites molécules hydro- ou liposolubles.

(oxygene fondamental)

MPO
SOD Vit C

anion superoxyde peroxyde d' hydrooene
Fe.Cu (eau de javel)
’
tumlase % Vit C, flavonoides,
%' GSH
ferritine, transferrine, %
agents chélateurs
radmal hydroxyle

llpoperoxydee

acide hypochloreux]

oxygene singulet acide urique, Vlt C, GSH

B-caroténe, lycopéne Vit E, Se-GPx, ubtqumone

Figurel2 : Régulation de la production des ROS par les systéemes antioxydants de défense.

2.2. Les différentes sites cellulaires des antioxydants

Les antioxydants peuvent étre classés en molécules liposolubles ou hydrosolubles. Selon leurs
caractéristiques physico-chimiques, ils auront une localisation cellulaire préférentielle : les
membranes cellulaires pour les substances liposolubles et le cytosol et/ou le milieu
extracellulaire pour les substances hydrosolubles. Ils seront particulierement efficaces sur les

radicaux libres présents dans chaque type de milieu, respectivement (Figure 13).

34



p-caroténe
Vitamine C
Vitarmnine E

frcaroténe v -

Polyphenols
Ubiquinone

Reticulum Lysosome

endoplasmique

\ ) Peroxysomes
Catalase P Mitochondrie

Vitamine C

L]
’ : Glutathion reduit
Superoxyde _ -
dismutase (Cu/Zn)\/fp P /f/fj’ - / Thicredoxine
Glutathion Membranes —
peroxydases {Se} : lipidigues Superoxyde dismutase (Mn)
vitamine E - N
p-caroténe Polyphénols Adapie de LJ Machlin & af.,

FASEB J, 1987

Figurel3 : Localisation et effet des antioxydants au niveau cellulaire.

2.3. Les différents types des antioxydants
Les antioxydants existent dans les cellules vivantes sous une forme enzymatique (SOD, GPXx,

CAT....etc) ou non-enzymatique (GSH, I’acide urique).

2.3.1. Les antioxydants endogénes
C’est un systéme de défense endogéne réduisant les espéces réactives de 1’oxygéne (ROS)

issues de réactions redox en molécules stables et moins réactives.

2.3.1.1. Les antioxydants enzymatiques
Le superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT) et la glutathion peroxydase (GPx) ont une
action complémentaire sur la cascade radicalaire au niveau de 1’02 et du H,O, conduisant a la

formation de I’eau et de I’oxygeéne moléculaire [82].

2.3.1.1.1. Superoxyde dismutase (SOD)

Les superoxydes dismutases sont le premier et le plus important élément de défense contre les
ROS et plus particulierement contre 1’anion superoxyde [83]. Elles sont a I’origine de la
production de peroxyde d’hydrogene, elles permettent surtout de diminuer la durée d’existence
de I’anion superoxyde et ainsi, d’empécher la formation d’espéces beaucoup plus néfastes
comme le peroxynitrite par exemple.

Il existe trois isoformes de la superoxyde dismutase qui se distinguent par leurs localisations

et leurs co-facteurs [84].

35



a. SOD 1 ou CuzZn-SOD

C’est un homodimeére tres stable, elle posséde du cuivre (Cu) et du zinc (Zn) comme cofacteurs
dans son centre catalytique et est localisée dans le milieu intracellulaire [85]. Elle est
particulierement active dans le foie, le cerveau et les globules rouges. Le cuivre participe a
I’activité catalytique alors que le zinc stabilise le site actif ou il se produit une alternance de

réduction et d’oxydations du cuivre par les anions superoxydes :

Cuz+ + 02" eeeeee- Cu* + 07 Cu* + 02°- 0 Cuz* + H202

b. SOD 2 ou Mn-SOD

Assemblée en tétramere, la protéine SOD-2 possede Mn comme cofacteur dans son centre
catalytique et est présente dans les membranes internes des mitochondries [86]. Elle se trouve
dans la matrice mitochondriale ou elle permet la protection des mitochondries face aux anions
superoxydes produits. On observe aussi, au sein du site actif, une alternance de réduction et

d’oxydation :
Mn3* # 03" ===eemn Mn2* + O2

MN2* + Oger =eeee- Mn3* + H:0:

c. SOD 3 ou EC-SOD

Il s’agit de la SOD découverte le plus récemment. Assemblée en tétramere, elle posséde une
haute affinité pour I’héparine et a été détectée dans le plasma, la lymphe, les liquide d’ascite et
dans le liquide cérébro-spinal. Comme SOD 1, elle posséde Cu et Zn comme cofacteur dans
son centre catalytique mais est localisée dans le milieu extracellulaire. Son mécanisme d’action
est encore mal connu et il s’aveére que les concentrations en SOD 3 chez le chien sont

extrémement faibles [85].

2.3.1.1.2. La catalase :

La catalase (EC1.11.1.6) est une enzyme responsable de la détoxification du peroxyde
d’hydrogene produit dans les condition physiologiques. Elle est localisée principalement dans
les peroxysomes, mais aussi dans les mitochondries et le cytoplasme (chez les cellules qui ne
possedent cette organelle tels les érythrocytes). La catalase est composée de quatre sous unités

protéiques, chacune contenant un groupement héminique avec le Fe3* lié au site actif. Chaque
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molécule a habituellement une molécule de NADPH*H* qui lui est liée, la protégeant ainsi

d’une éventuelle inactivation par le peroxyde d’hydrogene.

H20.+ Fe(lll)- ? H;0 +O=Fe(IV)-E
H:0. + O=Fe(IV)- ? 02+ Fe(lll)-E +H.0

La CAT réagit trés efficacement avec le H>O., pour former de I'eau et de I'oxygéne moléculaire,
et avec les donneurs d’hydrogene (méthanol, éthanol, acide formique ou phénol).

CAT + 2H;0; -=-? 2H:0+0:

CAT + ROOH+AH: --~? H0+ROH+A
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
[87].

2.3.1.1.3. la Glutathion peroxydase (GPX) et reductase(GR)
Glutathion peroxydase (GPx) et reductase (GR) :

La GPx agit en synergie avec la SOD puisque son role est d’accélérer la dismutation du H202
en H20 et O2™ Lors de cette réaction deux molécules de glutathion réduit (GSH) sont oxydées
en glutathion-disulfure (GSSG). Il existe également une glutathion peroxydase associée a la
membrane mitochondriale, la phospholipidehydroperoxyde glutathion peroxydase (PHGPX)
qui est spécifiquement impliquée dans la diminution de la peroxydation lipidique
La glutathion réductase, quant a elle, a pour role de régenérer le GSH a partir du GSSG gréace
au NADPH qui est utilis¢ comme donneur d’¢lectrons. En effet, la concentration cellulaire en
glutathion étant limitée, il est nécessaire de le réduire constamment pour que la GPx maintienne

sa fonction [88]. Ces deux enzymes sont présentes dans le cytosol et dans les mitochondries.
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2.3.1.1.4. Glutathion-S-transférase

La Glutathion-S-transférase (GST) est une enzyme cytosolique présente dans de nombreux
tissus (muscle, intestin, foie, rein). C’est un systéme trés important dans la protection de
la cel-lule contre les espéces réactives de I'oxygeéne, par sa capacité de conjuguer le glutathion
avec les composés électrophiles et la réduction des peroxydes. L'activité de conjugaison du

GSH avec les composés electrophiles est présentée comme suit:

Il ] . Q— GS-SG + HX

Elle catalyse la réaction de conjugaison du GSH réduit avec les xénobiotiques afin de les rendre
plus hydrosolubles. En effet, 1l existe 5 isoformes cytosoliques de la GST [89].

2.3.1.2. Les antioxydants non enzymatique
L’organisme possede une seconde ligne de défense « les piégeurs de radicaux libres » qui sont
des composés pour la plupart apportés par 1’alimentation et dont le role essentiel est de

neutraliser les effets toxiques des ROS, limitant ainsi toute atteinte de 1’intégrité cellulaire

2.3.1.2.1. L’acide urique :

L’acide urique est produit final du métabolisme des purines, augmente dans le plasma lors
d’efforts physiques intenses. Il a été proposé comme des meilleurs antioxydant du plasma in
vivo ou il pourrait contribuer a 35 — 60 % de. Il peut étre oxydé en différents produit, puis est
régénéré par la vitamine C. C’est un puissant piégeur de radicaux ‘OH, ROO et NOO" en
produisant le radical UrH, qui est relativement stable en raison de la délocalisation des électrons

dans le noyau purine [76].
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UrH; + "OH e UrH" "+ HO"+ HY
UrH; + ROQ"  wwweeewweeweeliise--  (JrH "+ ROO™+ HT
UrH; + NOO = UrH' "+ NOO + HY

L’ion urate peut étre ensuite régénéré suite a la réduction du radical UrH~ par I’ascorbate
(AscH™, ce qui limite ainsi 1’action du radical urate avec d’autres cibles.

UrH""+ AscH = =—————ppe-  UrH; + AscH'™

Il subsiste certains doutes quant a une réelle fonctionnalité¢ antioxydant de 1’acide urique, dont

I’augmentation peut aussi bien avoir des conséquences pro que antioxydants [90].

2.3.1.2.2. Glutathion

Le glutathion constitue la molécule a thiol libre la plus répandue dans les cellules . Ce
tripeptide soluble, de formule y-Glu-Cys-Gly, est omniprésent dans les cellules a des
concentrations pouvant dépasser le millimolaire [40]. Il est présent principalement sous
deuxformes redox distinctes, une forme réduite monomérique (GSH) et une forme oxydée
dimérique (GSSG), toutes deux solubles en milieu aqueux. Il fait aussi I’objet d’interactions
synergiques avec d’autres composants du systeme de protection antioxydant tels que la
vitamine C ou la vitamine E baissant ainsi les niveaux de peroxydation lipidique [90].

Le GSH constitue également une source importante de stockage de soufre dans les difféerents
compartiments cellulaires et tissus. Outre ces roles, le glutathion intervient également dans la
synthese des protéines et des acides nucléiques, la régulation du cycle cellulaire, le transport
cellulaire, le métabolisme secondaire, la protection cellulaire et I’activité de certaines enzymes
agissant en tant que co-substrat [91].

La glutathion peroxydase catalyse I'oxydation du glutathion dans laquelle deux molécules de
glutathion sont reliées par leurs groupements sulfhydriles en formant un pont disulfure. Ce

dernier est ensuite réduit par la glutathion réductase avec l'utilisation de NADPHH" [92].

ROOH ePX ROH +H20

I'd

2GSH GSSG

NADP+ SR NADPH + H+

2.3.1.2.3. La bilirubine:

La bilirubine est le produit final de la dégradation de I’héme de plusieurs protéines hémiques
d’intérét biologique comme I’hémoglobine des hématies et la myoglobine des muscles.

Transportée dans le sang, la bilirubine est conjuguée dans le foie et excrétée dans la bile ou elle
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quitte 1’organisme. L’héme oxydase (HO) est une enzyme retrouvée dans le réticulum
endoplasmique, catalysant la dégradation de I’héme en biliverdine et libérant du fer a 1’état
ionique Fe2+ et du monoxyde de carbone. La biliverdine est ensuite transformée en bilirubine
grace a la biliverdine réductase présente dans le cytosol. Faiblement hydrosoble, la bilirubine
est fortement liée aux protéines et lipoprotéines plasmatiques et potentialise la défense
antioxydante sanguine (notamment avec 1’albumine). In vitro, on a montré que la bilirubine
avait de puissantes propriétés antioxydantes envers plusieurs espéces reactives comme le

peroxynytrite, les radicaux peroxyles et alkoxyles, ainsi que 1’oxygéne singulet [22].

2.3.1.2.4. Le Coenzyme Q10_

Transporteur liposoluble d*électron dans la chaine de transport des électrons, le Q10 est situé
dans la membrane mitochondriale interne. Il se forme dans le cytosol ainsi que dans la
mitochondrie par condensation enzymatique entre I’hydroxybenzote. C’est un élément mobile
qui transfere les électrons au complexe 111 1l peut étre également impliqué dans la régénération
de la vitamine E ce qui amplifie son role protecteur contre les ROS, ainsi son effet antioxydant

peut s’exercer au niveau de I’ADN [93].

2.3.2. Les systemes antioxydant exogene :

2.3.2.1. Les vitamines :

2.3.2.1.1. Vitamine C :

La vitamine C ou acide ascorbique est une vitamine hydrosoluble, sensible a la chaleur, aux
ultraviolets et a ’oxygene. Apres ingestion, elle passe rapidement dans le sang puis diffuse de
facon variable dans tous les tissus. Elle est essentielle pour plusoeurs fonctions physiologiques.
La plupart des plantes et des animaux peuvent synthétiser I'acide ascorbique sauf les singes et
les humains en raison du manque de 1I’enzyme gulonolactone oxydase [94].

La vitamine C ou acide ascorbique agit principalement comme un agent réducteur et
représente un excellent piégeur des espéces réactives de 1’oxygéne (OHe, Oz, RO%), en
réagissant avec ces dernieres, 1’acide ascorbique est alors oxydé en acide déshydroascorbique.
En outre, il agit en synergie avec la vitamine E en permettant sa régénération ; il contribue aussi
au bon fonctionnement du systétme immunitaire, du métabolisme du fer ainsi que dans

la synthése du collagéne et des globules rouges [95, 96].
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2.3.2.1.2. Lavitamine E (VItE) :

La vitamine E est un terme générique qui représente une famille de composés chimiquement
apparentés qui est subdivisée en deux sous-groupes appelés tocophérols et tocotriénols. De plus,
les tocopherols et les tocotriénols ont les formes a, B, v et 8, nommées sur la base du nombre et
la position des groupements méthyles dans le cycle chromanol [97].

La vit E est une vitamine liposoluble qui se trouve dans les membranes cellulaires et les
lipoprotéines circulantes. Parmi les quatre tocophérols et les quatre tocotriénols trouvés dans
les aliments, seulement 1’a-tocophérol répond aux besoins humains en vitamine E [98]. Cette
derniére piege les radicaux peroxyles produits durant la peroxydation lipidique, ce qui conduit

a un radical tocophérol [99].
LOOH ¥ \Vit. B/ \ Vit. C¥ \GSSG, DHLA...
Les o-tocophérols (ArOH) réagissent avec des radicaux peroxyle lipidiques formant un
radical d'hydroperoxyde lipidique et un tocophéroxyle (ArOe), et empéchant la propagation de

la peroxydation lipidique[92].
LOOe + ArOH ----------------- LOOH + ArQe

2.3.2.1.3. Les oligoéléments
Ces oligo-éléments interviennent comme cofacteurs d’enzymes indispensables dans la lutte
contre les radicaux libres. Parmi ces oligo-éléments, le zinc, le sélénium et le manganése ont

une action définie.

2.3.2.1.3.1. Le sélénium :

Sélénium est un €élément minéral essentiel contenu a 1’état de traces dans I’organisme. Il se
présent sous diverses formes chimiques dans I’alimentation. Le sélénium agit comme un
cofacteur enzymatique de la glutathion peroxydase. Dans I’alimentation le sélénium organique
se trouve essentiellement lié a un acide aminé, la cystéine. Le sélénium organique est mieux

absorbé, il subit une métabolisation hépatique qui conduit a des intermédiaires nécessaires a la
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synthese de dérivés physiologiquement actifs comme la GPx. Les aliments riches en sélenium

sont notamment, les noix de Brésil, les brocolis, I’ail...etc [76].

2.3.2.1.3.2. Le zinc :

Le zin est le deuxiéme oligo-élément le plus répandu dans le corps, il est impliqué dans la
structure et la fonction de plus de 300 enzymes. Il est essentiel pour le fonctionnement et le
métabolisme normaux des cellules. Les concentrations les plus élevées se trouvent dans la
prostate, la rétine, les muscles, les os, le foie et les reins. Dans ces tissus le zinc n'est pas
facilement mobilisé, et donc ne constitue pas un réservoir utile. Il fonctionne comme un
antioxydant complexe, il participe aux activités de chélation enzymatique (superoxyde

dismutase), stabilise les membranes cellulaires et inhibe la peroxydation lipidique [100].

2.3.2.1.3.3. Le manganeése :

Le manganése est présent en grande quantité dans les mitochondries du muscle squelettique,
du foie, du pancréas et du rein. Il est impliqué dans la synthése, la sécrétion et I’action de
I’insuline en association au zinc et au cuivre. Il est également indispensable pour la maturation
des os et du cartilage. Il participe aussi a la synthese des vitamines E et B1 [101]. La carence
en manganese est rare. Elle peut entrainer une hypocholestérolemie, une hypocoagulabilité ainsi
qu’une atteinte cutanée. En revanche, I’exceés de manganese entraine une toxicité lorsqu’elle est
localisée dans le cerveau car elle peut entrainer un syndrome pseudo-parkinsonien [100].
Lorsque I’on observe un déficit ou une diminution de la biodisponibilité du manganése dans les
tissus riches en mitochondries, on observe parallelement une inactivation de la SOD-Mn, ce qui

peut augmenter le stress oxydant.

2.3.2.1.3.4. Le cuivre :

Le cuivre est un des cofacteurs essentiels de la SOD étant donné sa facilité a passer de 1’état
réduit a I’état oxydé [103]. On retrouve le cuivre surtout dans le foie, les huitres et le chocolat
noir. Néanmoins, il joue également un role important dans ’initiation des réactions produisant
des ROS de par ses propriétés de métal de transition, tout comme le fer [104]. 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 [105]. En d’autres

termes, cet €lément peut jouer a la fois le réle de protecteur ou d’initiateur.
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2.3.2.2. Les caroténoides :

Béta-caroténe sont surtout effectives aux faiblespressions partielles d'oxygene, d‘ailleurs
réalisées en milieu cellulaire. Grace a son systéeme de doubles liaisons conjuguées, le béta-
caroténe fixe les radicaux peroxyles ROO?® et le radical formé est stabilisé par mésomeérie ; la
propagation des oxydations en chaine s'en trouve inhibée. Cette rupture est constatée pour les
acides gras (protection contre les lipopéroxy-dations [106].

Le béta-caroténe neutralise I'oxygéne singulet. Cette atténuation excite le caroténe qui relache
alors son énergie sous forme thermique et sans dommage pour la cellule. Dans ce domaine,
d'autres caroténoides sont plus actifs que le béta-caroténe, le lycopéne, la canthaxanthine. De
ce fait, les caroténoides font partie du systéeme de défense cellulaire contre les formes agressives

de I'oxygéne et les radicaux libres [107].

2.3.2.3. Les polyphénols :

Les polyphénols représentent un groupe de molécules chimiques produites par des plantes,
caractérisees par la presence d'unités phénoliques dans leur structure moléculaire. lls
comprennent une multitude de structures chimiques, a partir de molécules simples comme les

acides phéenoliques, aux composés hautement polymeérisés, tels que les tannins condensés [108].

2.4. Effets indésirables des radicaux libres

2.4.1. Effets métaboliques et cellulaires des radicaux libres sur I’organisme :
Les antioxydants sont des molécules en général faiblement toxiques. Pourtant, pour certains
d'entre eux, leur utilisation a forte dose n'est pas denuée de danger. Par exemple, le radical a-
tocophérol (&-TO.) stabilisé par mésomérie, peut initier des réactions d'oxydation avec les
acides gras mono et poly insaturés des phospholipides membranaires (LH, LOOH) a l'origine
de radicaux libres, et peut ainsi contribuer a la phase de propagation des réactions radicalaires
survenant dans la peroxydation lipidique. Ce réle pro oxydant de I'4-tocophérol en tant
gu'initiateur des réactions radicalaires n'est néanmoins possible que si le radical a-tocophéryl
est présent en forte concentration dans les membranes et que la vitamine C n'assure pas sa
régenération [109].
Le taux élevé des ROS provoque des lésions directes de molécules biologiques (oxydation de
I'’ADN, des protéines, des lipides, des glucides), mais aussi des lésions secondaires dues au

caractere cytotoxique et mutagéne des métabolites libérés notamment lors de I'oxydation des
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lipides (Figurel8). Cette oxydation provoque des dommages sur tout 1’organisme, accélérant le

vieillissement, maladies cardiovasculaires, cancer, diabéte [110].
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Figure 14 : Principaux dommages cellulaires induits par les ROS

2.4.1.1. Les proteines

Les protéines sont de grosses molécules complexes qui jouent de nombreux réles critiques
dans le corps. Ils font la plupart du travail dans les cellules et sont nécessaires pour la structure,
la fonction et la régulation des tissus et des organes du corps. Les protéines sont constituees de
centaines ou de milliers d'unités plus petites appelées acides aminés, qui sont liées les unes aux
autres par de longues chaines. Il existe 20 types différents d'acides aminés qui peuvent étre
combinés pour former une protéine. La séquence d'acides aminés détermine la structure

tridimensionnelle unique de chaque protéine et sa fonction spécifique.

2.4.1.1.1. Stress oxydatif et altérations des protéines et des acides amines

La protéine subit différents types de modifications, qui peuvent étre soit direct ou indirects.
Lors des modifications directes, l'activité de la protéine est modifiée en raison de diverses
modifications chimiques, telles que la nitrosation, la carboxylation, la formation de liaisons
disulfures. La modification indirecte des protéines peut survenir a la suite d'une interaction avec
les produits de la LPO [111].
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Les protéines les plus sensibles aux attaques radicalaires sont surtout celles qui comportent un
groupement sulthydrile. C’est le cas de nombreuses enzymes cellulaires et protéines de
transport qui vont ainsi étre oxydées et inactivées. D’autres 1ésions irréversibles conduisent a
la formation d'un intermédiaire radicalaire. Les protéines peuvent alors soit subir des
réticulations par formation notamment de ponts bi-tyrosine détectables par leur fluorescence,
soit subir des coupures en cas d'agression forte, soit des modifications de certains acides aminés
en cas d'agressions modérées. Les protéines modifiées par oxydation perdent leurs propriétés
biologiques et deviennent beaucoup plus sensibles a l'action des protéases et notamment du
protéasome. Les protéines oxydées deviennent aussi tres hydrophobes, soit par suppression de
groupements amines ionisables, soit par extériorisation de zones hydrophobes centrales. Elles
vont alors former des amas anormaux dans ou autour des cellules. Ces amas, associés aux

lipides, forment les dépbts de lipofuschines caractéristiques des tissus des sujets agés [6].
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Figure 15: Nature de quelques modifications des chaines latérales d’acides aminés des

protéines apres attaque radicalaire [6].

Les radicaux libres peuvent également affecter les protéines par oxydation de I'ARN. La ou
c'est prouvé que I’ARN oxydé cause des erreurs dans la traduction, menant finalement a la
production de protéines anormales. Ces protéines peuvent étre responsables de la présence de

maladies neurodégénératives, comme la maladie d'Alzheimer [112].
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24.1.2. L’ADN

Toutes les cellules contiennent un ensemble d’instructions controlant 1’élaboration de leurs
structures et le maintien de leurs diverses activités. Cet ensemble est gouverné et contrélé par

I’acide désoxyribonucléique ou ADN.

1. La structure de ’ADN

La structure de I’ADN présente différents niveaux de complexité, une structure primaire et

une structure secondaire.

a) Structure primaire de ’ADN

L’ADN est un polymere linéaire de nucléotides. Chaque nucléotide est constitué de trois
parties : une base azotée, un sucre et un groupement phosphate.

Une liaison N-glycosidique relie la base au sucre, le 2-désoxyribose ; 1’association base et
sucre forme un nucléoside.

Il existe quatre bases azotées, séparées en deux familles :

o Les bases puriques (guanine et adénine)

o Les bases pyrimidiques (cytosine et thymine).

Les nucléotides sont reliés entre eux par des ponts phosphodiesters impliquant les fonctions

hydroxyle des extrémités 3 et 5° des 2-désoxyriboses.

b) Structure secondaire de ’ADN

L’ADN présente une structure hélicoidale, composée de deux brins dont 1a séquence des bases
est complémentaire. Ainsi deux chaines de nucléotides sont maintenues accolées par des
liaisons hydrogene spécifiques entre des paires de bases complémentaires (adénine et thymine
d’une part, guanine et cytosine d’autre part). L’organisation spatiale de I’ADN double brin est
une double hélice dans laquelle les bases sont situées a I’intérieur tandis que le squelette sucre
phosphate est repoussé a I’extérieur. Le diametre de 1’hélice et d’environ 2 nm. La biomolécule
d’ADN se retrouve dans le noyau de toutes les cellules eucaryotes et dans une zone nucléaire
appelée nucléoide dans les cellules procaryotes. Chez les eucaryotes, I’ADN se retrouve
compacté sous forme de chromosomes de telle manicere que le polymére d’1.60 m puisse étre

contenu dans un noyau de quelques pum de diametre.
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Figure 16: structure de la molécule d'ADN

2 - Réle biologique
L’ADN assure deux fonctions fondamentales pour la vie de tous organismes, la transmission

de I’information génétique et la synthése des protéines.

24.1.2.1. Les dommages de ’ADN

Comme les autres molécules cellulaires, I’ ADN subit 1’attaque perpétuelle d’agents déléteres.
Ces agents introduisent des modifications dans la double hélice appelées dommages ou
Iésions. Les bases modifiées, les coupures simples et doubles brins, les pontages ADN / ADN
et ADN / protéines ainsi que les sites abasiques (provenant d’une altération premiere du sucre

ou d’une perte de base) constituent les quatre grandes classes de dommage de I’ADN(Figure
21).

coupure de chaine ‘k
(simple brin) e = o
S

dimérisation entre deux

bases adjacentes
pontage
ADN-protéine

modification de la base
(oxydation, alkylation,
transposition)

f—= coupure de chaine
formation de (double brin)
site abasique

Figure 17 : Différents types d’altérations d’ADN.
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2.4.1.2.1.1. Les dommages oxydatifs de ’ADN

Le radical hydroxyle et I’oxygéne singulet constituent les deux ROS qui sont a I’origine des
dommages oxydatifs de I’ADN, ils provoquent 1’oxydation des bases, les cassures simples et
doubles brins [113]. La probabilité de diffusion du radical hydroxyle dans le noyau est limité
par sa faible durée de vie. Il peut cependant étre généré dans le noyau par I’anion superoxyde
via le cycle d’Haber-Weiss [110]. L'attaque radicalaire directe peut entrainer I'oxydation des
bases, engendrant un trés grand nombre de bases modifiées : 8 oxo-guanine,8 nitro-guanine,
formamidopyrimidine , 8-oxo-adénine, formimido-uracile, 5-hydroxycytosine,
5-hydroxyméthyl-uracile, thymine-diol, oxazolone [6] (figure22). La guanine est une base

azotée particulierement sensible a ces altérations [115].
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Figure 18 : Quelques bases oxydées engendrées par les ROS suite a un stress oxydant

Aussi, les ROS peuvent s’attaquer a la liaison entre la base et le désoxyribose, créant un site
abasique, ou attaquer le sucre lui-méme, créant une coupure de chaine simple ou double (rupture
compléte de la double hélice) [6]. L'attaque radicalaire des protéines qui entrant en contact avec
I'ADN pour le protéger (histones) ou pour le lire (enzymes et facteurs de la réplication ou de la
transcription), peut entrainer des pontages entre les protéines ou leurs adduits avec les bases

azotées et former des liaisons de type lysine-guanine ou tyrosine-thymine [116]. Par ailleurs,
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les chloramines et 1’acide hypochloreux HOCI sont considérés comme des perturbateurs des
mécanismes de réparation de I’ADN dans le noyau [22].

La sensibilit¢ de I’ADN aux ROS s’explique également en partie par la présence de nombreux
métaux de transition (comme Fe, Cu, Zn, Mg, Ni, Cd...) fixés sur la molécule d’ADN en raison
de son caractére polyanionique. Toute production de radical superoxyde O>™ ou de peroxyde
d’hydrogéne H2O> est en effet susceptible de générer HO" par une réaction de Fenton et
d’amplifier ou d’orienter le profil de ces Iésions le long de la double hélice [56].

L’ADN mitochondrial a une sensibilité particuliere aux radicaux libres [22]. On considére
généralement que I'ADN nucléaire présente une base modifiée par les ERO sur 1,3.105 bases
contre une base sur 8.103 bases dans I'ADN mitochondrial [6].

En effet, ’ADN mitochondrial est au plus proche du principal site de production de radicaux
dans la cellule. Les radicaux les plus agressifs pour la mitochondrie sont le peroxyde
d’hydrogene et le peroxynitrite, formé localement au sein méme de la machine mitochondriale
et attaquant directement son ADN [56]. De plus, contrairement a I’ADN nucléaire, I’ADN
mitochondrial n’est pas enroulé autour d’histones; il est donc particulierement exposé. Il a
¢galement été suggéré que les mécanismes de réparation de I’ADN mitochondrial, bien que
présents, étaient plus lents que dans le noyau. Enfin, I’ADN mitochondrial, bien que codant
pour un faible nombre de protéines (dont sept sous-unités du complexe I, une du complexe llI,
trois du complexe IV et deux du complexe V), ne comportent pas d’introns : les dommages
entrainés par les radicaux libres sont alors plus susceptibles d’affecter un géne que dans le cas

de I’ADN nucléaire [22].

2.4.1.2.1.2. Les effets indirects des ROS sur ’ADN

Les ROS sont souvent produites a [D’extérieur des cellules lors des mécanismes
d’inflammations ou dans le cytoplasme lors des cycles rédox. L’espéce la plus réactive des
ROS, le radical hydroxyle, a une durée de vie trés limitée (durée de vie de 10-9 s quand elle est
mise a réagir avec une solution 1 M d’acide linoléique a 37 °C [117]. Elle attaque donc
difficilement directement I’ADN car elle doit au préalable diffuser dans le cytoplasme puis
traverser la membrane nucléaire. Par contre, elle est amenée a réagir d’autres biomolécules
cellulaires comme les protéines ou les lipides qui sont présentes a proximité de son site de
génération.

- La réaction des protéines avec les ROS conduit a la formation de nouveaux radicaux

organiques alcoxyle ou peroxyle Ces radicaux peuvent endommager I’ADN [118]. Deux types
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de dommages sont induits par cette dégradation : des pontages entre les proteines et les bases
de ’ADN mais aussi des dommages oxydatifs comme la 8-0x0-7,8-dihydroguanine. Les
radicaux alcoxyle dérivés des protéines sont a I’origine des pontages avec les bases de I’ADN
alors gue les radicaux peroxyle engendrent des dommages oxydatifs.

- Aussi I’endommagement des lipides peut étre source de dommages de I’ADN. A ce propos,
la réaction entre les bases aminées de I’ADN et des aldéhydes dérivés de la peroxydation

lipidigue comme le malondialdéhyde (MDA) forme ce qu’on appelle des adduits.

2.4.1.3. Les lipides

Les lipides sont des composés organiques, qui forment le cadre de la structure et de la fonction
des cellules vivantes. Il existe une grande diversité de lipides du fait de la variété des fonctions
chimiques polaires et hydrophobes. Les lipides assurent quatre fonctions essentielles dans
I’organisme. 1Is constituent 1’ossature des membranes biologiquesb laréserve d’énergie en étant
stockés sous forme de triglycérides dans les tissus adipeux. lls servent de signal de ciblage des
protéines vers les membranes etils véhiculent des informations. Les acides gras polyinsaturés

représentent les molécules clés des réactions d’oxydation.

- Les lipides membranaires :

Les membranes biologiques sont principalement constituées de lipides. Elles se divisent en
deux grandes classes, une classe pour laquelle la queue hydrophobe est composée de deux
chaines aliphatiques comportant entre 14 et 24 carbones (classe des phospholipides et des
glycolipides) et une seconde pour laquelle il s’agit d’un squelette carboné cyclique (dérivés du
stérol).

- Les lipoprotéines

Les lipoprotéines sont constituées par un assemblage de lipides et de protéines (les
apolipoprotéines), et appartiennent a la classe des protéines de transport.
Elles assurent le role de transport dans 1’organisme du cholestérol, des phospholipides et des
triacylglycérols (lipides réserves d’énergie).
Relations entre les radicaux libres et les lipides membranaires :
I1'y a longtemps qu’il a été reconnu que les concentrations élevées des radicaux libres, peuvent
infliger des dégats directs aux lipides. Les glycolipides, les phospholipides et le cholestérol sont

les cibles préférées d'endommagement radicalaire.
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2.4.1.3.1. La peroxydations lipidiques :

La peroxydation des lipides est un phénoméne général qui se produit des la présence
del’oxygeéne moléculaire [119] soit par des espéces radicalaires de l'oxygene, soit catalysée par
des enzymes. Il s’agit d’un mécanisme de dégradation enchaine des acides gras insaturé
conduisant a la formation d’hydro peroxydes instables,responsables de la diminution de la
fluidité membranaire [120].
2.4.1.3.1.1. Les facteurs inducteurs de la peroxydation des lipides

Les facteurs qui influencent I’oxydation des lipides sont nombreux. On trouve des
facteurs intrinseques tels que la composition en acide gras des lipides (hombre et position des
doubles liaisons), la présence des métaux de transition tel que le Fer et le cuivre, et d’autre
enzymes ou un exces d’antioxydants naturels : tocophérols, caroténoides ...etc, et des facteurs
externes tels que la température, la lumiére [121]. La phase d’initiation de I’oxydation des
lipides peut étre déclenchée par plusieurs facteurs : les ROS, les enzymes, les métaux et la
température [121].

2.4.1.3.1.2. Les voies d’oxydation des lipides :

- L’oxydation des lipides peut résulter de plusieurs voies réactionnelles en fonction du milieu
et des agents initiateurs :

- I’autoxydation (catalysée par la température, les ions métalliques, les radicaux libres)

- la photoxydation, initiée par la lumiére en présence de photosensibilisateurs

- I’oxydation enzymatique initiée par la lipoxygénase.

LH = Liplde bnasturd
(acide gras libee, triglycéride, phaspholipide)

Trmiibitsuteue
. FHOTO
. \ Aldehydes, cétanes, acides
S 4 | OXvoATION ™. Polymirai s/, anydds,
/ o, o, w \\ Composis cychives, tram

/ 1 S Seivsinn.
f.-"/ shotlage Y Al remani bement
[ ) cychivation,
| \ OXYDATION e ‘ polymerisation

mnmanqn: Loou
°1 lww

1! l:m,.i Han
! (aure L° ded il amibn,
. ! | oxvn.ulon der plgmenl

dey proteines

. .L- wholem
- H* et

T cuttege -

Figure 19 : Les principales réactions d’oxydation des lipides non saturés.
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2.4.1.3.1.2.1. L’oxydation enzymatique des lipides

et plus particuliérement I’acide arachidonique, peuvent étre oxydés enzymatiquement,. par les
lipoxygeénases, les cyclooxygénases et le cytochrome C qui sont des enzymes importantes qui
oxydent des acides gras in vivo. (Niki, 2008). selon deux voies majeures et une voie mineure
(voie de la cyclooxygénase,voie de la lipooxygénase,voie des époxygénase a cytochrome
P450) . Ces voies sont essentielles car elles permettent aux acides gras d’assurer leur role de
médiateur cellulaire.

Les lipides membranaires des cellules animales ou vegétales, les triglycérides ainsi que les

lipides des lipoprotéines, peuvent étre oxydés

Lipoxygénase
O:

Acides gras insaturés libres __ ,  hydroperoxydes ___ 5 hydroxy acide gras

Lipase /Phospholipases Métaux de transition
Phospholipides Radicaux libres
Triglycérides Auto-oxydation

Figure 20 : Mécanisme d’initiation de la peroxydation des lipides par 1’activité

lipoxygenasique [12].

-La photo-oxydation:
Elle se produit lorsque I'oxygene triplet et convertis en oxygene singlet, par lI'exposition au
rayonnement UV. L'oxygéne singlet interagit avec des acides gras polyinsaturés pour former

les hydroxyperoxydes, qui initient la réaction d'auto-oxydation [12].

2.4.1.3.1.2.2. La peroxydation non-enzymatique

La peroxydation lipidique constitue la voie d’oxydation non enzymatique des lipides initiées
par les especes réactives de 1’oxygene, est un processus physiologique normal qui a lieu dans
tous les tissus de I'organisme vivants [123]. Cette voie constitue un processus de dégradation
en chaine des acides gras et engendre la formation d’hydroperoxydes lipidiques.
Contrairement aux trois voies d’oxydation enzymatique, la peroxydation lipidique s’avére le

plus souvent néfaste. Au lieu de conduire a des biomolécules essentielles pour I’organisme, elle
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génere des molécules capables de réagir avec les autres entités cellulaires ou nucléaires parmi
lesquelles I’ADN.

2.4.1.3.1.2.3. Mécanisme de la peroxydation lipidique
La peroxydation lipidique entrainée par I’action des radicaux libres est une réaction spontanée
en chaine qui comporte trois étapes : I’initiation, la propagation et la terminaison [124].

On distingue deux types d’initiations, radicalaire et par 1’oxygene singulet.

2.4.1.3.1.2.3.1. Peroxydation lipidique par initiations radicalaire

Un atome d’hydrogéne d’un acide gras est arraché au cours d’une étape d’initiation par un
radical (hydroxyle, alcoxyle ou peroxyle). Ensuite, une étape de propagation permet
I’amplification de la dégradation initiale avec formation d’hydroperoxydes lipidiques. Ces
derniers se décomposent en un nombre important de produits secondaires. Le processus de
propagation peut étre arrété par des etapes de terminaison pouvant faire intervenir des
antioxydants.
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Figure 21: Principe de la peroxydation lipidique

a) Etape d’initiation :

Le mécanisme de peroxydation lipidique est initié¢ par arrachement d’un atome d’hydrogéne,
soit d’un acide gras, soit du cholestérol par une ROS. On considére généralement que le radical
hydroxyle HO", les radicaux alkoxyles RO" et peroxyles ROO" (les acteurs principaux de la
propagation de la peroxydation lipidique), HOO", et NO>" font parties des espéces initiatrices
majeures chez les mammiferes.Le radical hydroxyle constitue 1’entité la plus réactive [125].
Cette réaction aboutit a la formation d’un radical d’acide gras [126] ou d’un radical dérivé du

cholestérol [11]. Pour les acides gras, les atomes d’hydrogéne des groupements bis-allyliques
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sont les plus facilement arrachés [127] alors que pour le cholestérol, il s’agit de 1’atome
d’hydrogéne lié au carbone C7. Les acides gras les plus conjugués sont les plus facilement

oxydables, le radical alkyle d’acide gras étant alors stabilisé par mésomérie [128].

Etape d’initiation : HO"+ LH — L’ + 120

b) Etape de propagation

Cette étape implique deux réactions :

- Le radical alkyle formé réagit tout d’abord trés rapidement avec 1’oxygeéne pour former un
radical peroxyle tres peu stable. Cette réaction est suivie par une étape, cinétiqguement limitante,
au cours de laquelle le radical peroxyle arrache a son tour un atome d’hydrogene a un acide
gras pour générer un hydroperoxyde lipidique ainsi qu’un nouveau radical alkyle d’acide gras
qui va assurer la propagation de la réaction [129].

Notons également que certains radicaux peroxyle peuvent subir des transpositions ou des
cyclisations avant de réagir avec un nouveau lipide [130].

Etape de propagation : L"+ O, — LOO’

réaction cinétiquement limitante : LOO"+ LH — L' + LOOH

. Apreés diffusion des membranes cellulaires vers le cytoplasme, les hydroperoxydes lipidiques
sont peu stables vont se dégrader par des mécanismes complexes et variés, surtout en présence
de métaux réducteurs (cuivre et fer) libres ou sous formes héminiques [131]. Leur

décomposition aboutit & la formation des produits secondaires de la peroxydation lipidique.

c) Etape de terminaison

Le processus de propagation en chaine amplifiant la dégradation lipidique initiale peut étre
interrompu par combinaison des radicaux lipidiques pour donner des produits non
radicalaires[125]. La réaction la plus fréquente est la dimérisation de deux radicaux peroxyles
selon le mécanisme de Russell. L’étape de terminaison peut également faire intervenir des
molécules anti-oxydantes comme 1’a-tocophérol qui joue le role de piégeur de radicaux [132].
L’anti-oxydant est alors transformé en radical puis est réduit par 1’acide ascorbique pour

retrouver sa forme initiale [133].

Etapes de terminaison : LOO® + LOO* — LOOL + O2
LOO++ AH — LOOH + As —» A (A:antioxydant)
Le+AH > LH+ A — A
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2.4.1.3.1.3.2. La peroxydation lipidique initiée par ’oxygene singulet
L’oxygene singulet peut également initier la peroxydation lipidique. L’espéce réactive de
I’oxygene s’additionne alors aux doubles liaisons C=C de la chaine des acides gras pour former
directement les hydroperoxydes. Dans ce cas, il n’y a pas d’étape de propagation. Cependant,
par décomposition en radicaux libres, les hydroperoxydes peuvent servir d’initiateurs

radicalaires et engendrer un nouveau processus en chaine de peroxydation lipidique [134].

2.4.1.3.1.2.4. Les produits issus de la peroxydation lipidique
La peroxydation lipidique est un processus complexe allant de la formation des produits

primaires jusqu’a celle des produits secondaires [135].

Tableau 2 : Les produits issus de la peroxydation lipidique

Les dienes conjugués

Les produits primaires
Les hydroperoxydes

Le malondialdehyde (MDA)
Les produits secondaires 4-hydroxynonenal (4-HNE)

Les isoprostanes

2.4.1.3.1.2.5. Les biomarqueurs et conségquences de la peroxydation lipidique
La peroxydation lipidique est une source endogéne des aldéhydes qui provoquent de nombreux

dommages oxydatifs aux macromolécules intracellulaires. Ces dommages sont trés nombreux,

les hydroperoxydes instables en se décomposant vont donner de nouveaux radicaux libres

provoquant des oxydations des biomolécules, mais aussi des aldéhydes réactifs qui feront des

adduits sur les groupements NH> des biomolécules (acides nucléiques, protéines, lipides).

 L’oxydation des protéines au niveau de leurs fonctions thiols altére leurs structures et leurs

fonctions (perte d’activités des enzymes et des récepteurs).

* Toutes les structures de la cellule seront ainsi touchées et particuliérement les

membranes (plasmiques, mitochondriale, lysosomale).

*+ Des conséquences nutritionnelles vont résulter de 1’oxydation de nutriments

(disparition des vitamines A, E, C, oxydation d’acides amines) [119].
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2.4.1.3.1.2.6. L’induction de la peroxydation lipidique model in vitro et in

VIiVO

2.4.1.3.1.2.6.1. Le foie

Le foie représente lI'organe interne le plus volumineux du corps humain, s'avere responsable
de plusieurs fonctions physiologiques vitales, il regoit et gére la plupart des nutriments et des
substances nocives provenant du métabolisme cellulaire et de circulation. Les maladies du foie
peuvent étre causées par des produits chimiques toxiques, des médicaments et l'infiltration
virale par I'ingestion ou l'infection. L'exposition a des polluants divers et des xénobiotiques
comme l'alcool, le paracétamol, le tétrachlorure carbonique (CCI4) endommagent le foie en
produisant les ROS, qui est extrémement toxique et produit des lésions dans le tissu hépatique
par la liaison covalente et I'oxydation dans la base d'/ADN, le lipide et la protéine, il peut aussi

changer l'activité fonctionnelle d'enzymes et des protéines structurelles [136].

24.1.3.1.2.6.1.1. Le mécanisme de I’induction de la peroxydation lipidique
par le FeSOq :

Le sulfate de fer est disponible comme une préparation de médicament, il est utilisé pour le
traitement et la prévention de 1’anémie ferroprive [137]. Le fer est potentiellement toxique et
son accumulation dans l'organisme aboutit & la genération des ROS [138]. Le mécanisme
majeur de I’hépatotoxicité induit par le fer, semble étre d0 au stress oxydatif pour augmentant
la peroxydation lipidique hépatique. Le Fe?* réagit avec I'eau oxygénée qui est un réactif
essentiel dans la réaction fenton tirée par l'action du radical I’anion superoxyde, pour former le
OH" fortement réactif. En raison de son haut potentiel standard [139]. Ce radical peut non-
spécifiguement oxyder des molécules lipidiques dans la membrane cellulaire (des acides gras
non saturés, les phospholipides et le cholestérol) pour former le LOOH [140].

2.4.1.3.1.2.6.1.2. Le mécanisme de I’induction de la peroxydation lipidique
par Le CCl4

L'exposition au CCls est peut aboutir a 1’hépatotoxicité aigue chez les humains. C’est un
hépatotoxine célebre qui est responsable des dégats hépatocellulaires [141]. Ces dégats
surviennent en deux phases. La phase initiale implique le métabolisme de CCL4 par le

cytochrome P450 aux radicaux trichlorométhyle et/ou peroxyltrichlorométhyle (CCls’,
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CCL300") métabolites fortement reactifs. Ces radicaux peuvent se lier aux molécules
cellulaires comme les protéines, les lipides et les acides nucléiques, promouvant la peroxydation
lipidique et finalement a la nécrose cellulaire. La deuxiéme phase implique I'activation des
cellules Kupffer, qui est accompagnée par la production de médiateurs proinflammatoires
[142].
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Figure 22 : La chronologie des étapes menant a un changement des acides gras et a la nécrose
cellulaire par le tétrachlorure de carbone.

2.4.1.3.1.2.6.2. Erythrocytes

Généralité

L’érythrocyte est une cellule anucléée, sa membrane déformable lui permet de transiter vers
les capillaires sanguins et atteindre les tissus du corps. Il a seule fonction, le transport du
dioxyde de carbone du tissu aux poumons et du transport de 1’oxygéne des poumons au tissu.

Il a une durée de vie moyenne de 120 jours dans la circulation sanguine.

-Membranes érythrocytaires

La membrane érythrocytaire est une membrane fluide. La composition biochimique de la
membrane représente en poids 40-55 % de protéines, 35- 45 % de lipides, et 10 % de glucides.
Ces derniers sont conjugués soit a des protéines (glycoprotéines), soit a des lipides

(glycolipides). Le modele de structure généralement admis est celui de Singer et Nicolson
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[143]. La membrane est constituée par une trame lipidique en double feuillet d'une épaisseur de
7 a9 nm. Dans cette bicouche phospholipidique baignent des molécules protéiques enchassées

profondément dans les deux feuillets lipidiques.

- Protéine

- Du coté interne, le réseau protéique constitue le cytosquelette qui confere la forme discoide
au GR et assure sa grande déformabilité. Le squelette protéique comporte 3 protéines
principales : la spectrine, l'actine ou protéine 5, la protéine 4.1 . qui soutiennent la couche
phospholipoprotéique membranaire grace a des liaisons avec les protéines 3 (via I'Ankyrine)
avec les glycophorines (via la protéine 4/1 et I'Actine).

- Du cOté externe, se situent les récepteurs et les motifs antigéniques . Les protéines
transmembranaires jouent un réle essentiel dans les échanges du GR avec le milieu extérieur.
Les plus importantes sont les ATPases Na* et K" dépendantes qui permettent le transport actif
des cations Na* et K*, le ATPases Ca™ dépendantes et les protéines permettant le transport des

anions, de I'eau et du glucose [144].

-Les lipides
La majorité des lipides de la membrane érythrocytaire sont représentés par les phospholipides
(20 %), le cholestérol (16 %) et les glycolipides (4 %).

a - Les phospholipides :
Les phospholipides prédominants sont la phosphatidylcholine (28 %), la
phosphatidyléthanolamine (26 %), la sphingomyéline (25 %) et la phosphatidylsérine (13 %).
On trouve aussi, en faibles quantités, I'acide phosphatidique (2 %), le phosphatidylinositol (1%)
et la lysophosphatidylcholine (1 %). Les lipides sont répartis asymétriquement dans la
membrane, la majeure partie de la phosphatidylcholine (65-75 %) et la sphingomyeéline est
orientée vers l'extérieur de la cellule, tandis que la phosphatidylsérine (96 %) est dans le
cytoplasme.

b- Le cholestérol :
possede des cycles aromatiques, qui lui permettent d’adopter une configuration plane et rigide,
ainsi qu’une chaine latérale, qui est libre : il peut par conséquent s’insérer dans les membranes
entre les PL. Cette propriété est essentielle pour son role de modulateur de la fluidité

membranaire.
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c -Les glycolipides :
Une partie des lipides sont glycosylés et constituent la classe des glycolipides qui sont
représentés par les globosides, les trihexoside-céramides et les dihexoside-céramides. Les
glycophorines érythrocytaires s'intégrent entre les phospholipides dans la couche bilamellaire,

avec les longs axes hydrophobes des acides gras plantés dans la couche lipidique.
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Figure 23 : La membrane d’Erythrocyte.

- Hémoglobines

Principal constituant du GR, elle représente 95 % des protéines intracellulaires. L'Hb est une
chromoprotéine qui donne la couleur rouge aux hématies. Sa fonction essentielle est celle de
transporteur d’oxygene, assurant I'oxygénation tissulaire. Elle est maintenue a 1'état fonctionnel
grace aux enzymes érythrocytaires. L’Hb est constituée de quatre chaines peptidiques de

globine et d’une molécule d’héme [145].

2.4.1.3.1.2.6.2.1. Composition de la molécule d’hémoglobine
La globine est constituée de chaines polypeptidiques variables :

Les hémoglobines humaines sont des protéines tétramériques, constituées de quatre sous-unités
polypeptidiques identiques les deux a deux : deux polypeptides ou globines alpha et deux
globines non alpha ( beta pour | hémoglobine adulte A , gamma pour 1 hémoglobine feetale et
deta pour | hémoglobine A2 ). unies par des liaisons non covalentes. Chaque chaine de globine
possede un groupe prosthétique, I’héme, constitué d’une protoporphyrine IX et d’un atome de

fer divalent qui fixe 1’oxygene.
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Figure 24 : Structure tridimensionnelle de la molécule d’hémoglobine adulte

2.4.1.3.1.2.6.2.2. La synthese de I’hémoglobine :
La synthése de I’hémoglobine débute dés le stade de proérythroblaste et s'achéve a celui de

réticulocyte.

- Lasynthese des chaines de globine :

. La répartition des différentes hémoglobines varie selon I'age:

* Chez le feetus 1’Hb F est majoritaire et I'Hb A représente moins de 10 % de I'Hb totale;
* A la naissance 1’HDb F représente 60 a 85 % de I'Hb totale;

+ Six mois apres la naissance, un profil identique a celui de I’adulte est atteint HbA1 : 97%,

HbA2 : < 3%, HbF : < 1%.
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HbA2 : alet &2
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Figure 25 : Représentation des 4 chaines de globine identiques 2 a 2 [146]
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- Lasynthese héminique :

La synthese héminique s’effectue au méme temps dans les érythroblastes. Trois étapes
biochimiques peuvent étre schématisées : - Formation d'acide delta amino-lIévulinique (ALA) a
partir du succinyi coenzyme A (produit par le cycle de Krebs dans la mitochondrie) qui s'unit a
la glycine grace a I'ALA synthétase [147].

Globine

\N

NN

Figure 26: Schéma d’une molécule d’héme.

2.4.1.3.1.2.6.2.3. Etat redox érythrocytaire :

La richesse du globule rouge en oxygéne, en Hb et en fer ainsi que la membrane érythrocytaire
en acides gras poly-insaturés, rend le globule rouge susceptible aux dommages peroxydatifs.
Différents facteurs menent a la formation des RL (02, H20., HO") dans les érythrocytes dont

I'auto-oxydation de I'Hb et la réaction de Fenton [138].

2.4.1.3.1.2.6.2.4. Conséquences pathologiques des ROS sur les érythrocytes:

A cause de la présence de I’hémoglobine les globules rouges produisent les radicaux libres qui
sont responsables de la peroxydation lipidique et de la formation du radical superoxyde lors de
I’auto-oxydation de 1’oxyhémoglobine en méthémoglobine. La réaction du radical superoxyde
avec les péroxydes dans le globule rouge produit des especes hautement réactives, telles que le
radical hydroxyle. [139]. Or les globules rouges ne peuvent pas synthétiser leurs lipides
membranaires, donc si une peroxydation a lieu, la paroi est définitivement endommagée et

I’hémoglobine libérée ; ce phénomeéne est 1I’hémolyse péroxydative [148].
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De nombreuses expériences ont été menées afin de determiner les effets de substances
oxydantes sur les globules rouges. Il a ét¢ montré que 1’exposition de globules rouges humains
a l’action de concentrations faibles de péroxyde d’hydrogéne provoque la formation de
complexes covalents entre la spectrine et ’hémoglobine ce qui entraine par la suite une
modification de la forme et de la déformabilité cellulaire, avec une réorganisation des lipides
de la membrane et une modification des propriétés de surface [149]. En augmentant le stress
oxydant, suite a une exposition a de I’oxygene pur une altération des lipides membranaires a
été observee. Deux hypothéses s sont congues :

« soit I’hémolyse est une conséquence directe de la peroxydation des acides gras insaturés de la
membrane érythrocytaire

* soit ’hémolyse fait suite a la rupture des doubles liaisons des AGPI, qui entraine une
modification de la forme du globule rouge et de la perméabilité.

on conclu que la peroxydation lipidique n’est que la phase initiale de modifications
biochimiques initiées par I’hyperoxémie, et que la lyse cellulaire est le résultat de nombreuses
modifications membranaires et énergétiques. En captant un hydrogéne sur un lipide
membranaire, un radical libre va entrainer la formation d’un radical péroxygéné. Celui-Ci va
entrainer une chaine de réactions, se propageant au sein de la membrane cellulaire. Cette attaque
radicalaire entraine une réorganisation profonde de ’architecture membranaire par :

- I’oxydation des groupements thiols de la membrane,

- la peroxydation des lipides avec création de pontages moléculaires,

- la formation de liaisons avec la spectrine,

- ’inhibition des enzymes et des protéines de transport.

Tout ceci entraine une perte de la souplesse et de la solidité membranaire, avec des
consequences sur les fonctions de barriére et de transmission des informations de la membrane.
Ces modifications sont liées a la formation de bréches ioniques, a des troubles de la
perméabilité, ainsi qu’a des modifications de la relation récepteurs-ligands. La réponse
cellulaire au stress dépend de I’intensité de la stimulation. Lorsqu’il est modéré, il stimule la
prolifération cellulaire, ainsi que la surexpression des enzymes antioxydantes. Lors de
stimulation plus importante, les radicaux libres vont stimuler I’activation de protéases, ce qui
va entrainer 1’altération des transports ioniques, et la fuite de la glutathion synthétase intra
cellulaire. Lors de stress excessif, les radicaux libres entrainent I’oxydation des lipides,

protéines et glucides. Les dégats cellulaires sont alors importants, avec lyse cellulaire [149].
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Chapitre 111
LES POLYPHENOLS
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I11. : Les polyphénols

3.1. Généralités

Les polyphénols sont des molécules organiques hydrosolubles largement répandus dans le
regne végétal, par plus de 8000 structures identifiées. lls se résultent du métabolisme secondaire
des plantes, principalement via la voie du shikimate. Ils comportent au moins un groupe
phénolique dans leur structure et se caractérisent genéralement par haut poids moléculaire
élevé. lls se caractérisent par la présence de plusieurs groupements phénoliques associés en
structures plus ou moins complexes [150, 151]. Ils se classifient en plusieurs sous-groupes selon
la structure de leur squelette carboné qui se diversifie suivant la position des substitutions sur
les noyaux, la nature et le nombre de molécules de sucre fixées ainsi que par la nature des
liaisons hétérosidiques [152]. Ils contribuent aux réactions de défense vis-a-vis différents type
de stress biotiques (agents pathogenes, blessures, symbiose) ou abiotiques (lumiére,
rayonnements UV, faible température, carences). lls contribuent a la qualité organoleptique des

aliments issus des végétaux (couleur, astringence, arome, amertume) [153].

3.2. Localisation des polyphénols dans les plantes :

Les polyphénols peuvent étre localisés dans les divers organes de la plante, : racine, tige, bois,
feuille, fleur, fruit. Leurs principales sources alimentaires sont les fruits, les Iégumes, les plantes
médicinales, les boissons (tels le thé, le café, les jus de fruits) [154].

A T’échelle de la cellule végétale, les polyphénols sont principalement répartis dans deux
compartiments : les vacuoles et la paroi. Dans les vacuoles, ils sont conjugués avec des sucres
ou des acides organiques, ce qui permet d’augmenter leur solubilité et de limiter leur toxicité
vis-a-vis la cellule. Au niveau de la paroi, on trouve surtout de la lignine et des flavonoides liés
aux structures pariétales. Les composés phénoligues sont synthétisés dans le cytosol. Une partie
des enzymes impliquées dans la biosynthése des phénylpropanoides est liée aux membranes du
réticulum endoplasmique, ou elles sont organisées en métabolons [155].

Au niveau des tissus, la localisation des polyphénols est liée a leur réle dans la plante et peut
étre tres caractéristique. Au sein des feuilles leur répartition est variable, par exemple les
anthocyanes et les flavonoides sont majoritairement présents dans 1’épiderme. Certains

composés sont accumulés dans des organes bien définis.
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3.3. Biosynthése des polyphénols

Les composés phénoliques sont synthétiseés a partir des hydrates de carbone via deux grandes

voies métaboliques : la voie de 1'acide shikimique et la voie de 1’acétate/ malonate [156].

. La voie de I'acide shikimique.

La voie de I'acide shikimique représente la voie principale pour la biosynthése des composés
aromatiques chez les plantes et les micro-organismes y compris les acides aminés aromatiques
: la phénylalanine, la tyrosine et le tryptophane. Ces derniers sont des métabolites primaires et
servent comme précurseurs de nombreux produits naturels secondaire tels les flavonoides, les

acides phénoliques, les coumarines, les alcaloides [157].
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Les deux substrats phosphoenolpyruvate et I'érythrose-4-phosphate sont des précurseurs qui
dérivent respectivement de la glycolyse et de la voie des pentoses phosphate. Ils se condensent
pour former le 3-deoxy-D-arabino-heptulosonate 7-phosphate (DAHP). Cette réaction est
catalysée par I’enzyme DAHP synthase (2-dehydro-3-deoxyarabinoheptulosonate-7-phosphate
synthase). La série des réactions enzymatiques conduit respectivement a la formation de 1’acide
3-déhydroquinique par I’enzyme 3- déhydroquinatesynthase, 1’acide 3-déhydroshikimique par
I’enzyme 3-déhydroquinate déhydratase et finalement 1’acide shikimique par 1’enzyme

shikimate déshydrogénase.
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L’acide shikimique est encore converti en shikimate 3-phosphate par 1’enzyme

, et plus tard en 5-enolpyruvylshikimate 3-phosphate (EPSP) par I’enzyme 5-
enolpyruvylshikimate 3-phosphate synthase. L’EPSP est alors converti en acide chorismique
par la chorismate synthase. L’acide chorismique est a un point de branchement pour la

biosynthese des acides aminés aromatiques: le tryptophane, la phénylalanine et la tyrosine

l chorismate mutase HOOC MHz

o cooH

HOOC L —

phénylalanine

COOH

OH
acide préphénique

La phénylalanine et la tyrosine sont des précurseurs d’une importante classe des composés
phénoliques ; les phénylpropanoides, aussi bien que plusieurs d’autres classes des composés
phénoliques. Ceci exige la conversion de I’acide chorismique en acide préphénique, catalysée
par la chorismatemutaseet en acide arogénique catalysé par le préphénateaminotransférase.
L’enzyme arogénatedéhydratase convertit 1’acide arogénique en phénylalanine, tandis que
I’enzymearogénate déshydrogénase génére la tyrosine [158].

La désamination de la phénylalanine grace a 1’action de la Phénylalanine Ammoniac Lyase
(PAL) conduit a I’acide t-cinnamique, (le premier phénylpropane formé).

La PAL est I’enzyme constituant le point de branchement entre le métabolisme primaire du
shikimate et le métabolisme secondaire des phénylpropanoides.

L’acide t-cinnamique est ensuite transformé en acide coumarique puis en 4-coumaroyl-
coenzyme A, respectivement par I’action des enzymes cinnamate-4-hydroxylase (C4H) et CoA-
ligase (4CL).

Cette étape conduit directement a la voie du phénylpropanoide conduisant a la synthése des
différents composés phénoliques [159].

Une grande diversité caractérise ces phénylpropanoides spécifiques du régne vegétal. Le
squelette carboné subit, de manicre régiospécifique, des réactions d’hydroxylation, de
méthylation, de glycosylation, d’acylation, de prénylation ou encore de sulfatation. Ces

réactions biochimiques sont catalysées par des enzymes spécialisées appartenant a des familles
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multigéniques telles que les monooxygénases, les méthyltransférases, les glucosyltransférases
ou encore les acyltransférases.

Cette variabilité structurale reflete la multitude des activités et des fonctions biologiques de ces
composés. Ceci implique une régulation fine des étapes enzymatiques intervenant dans cette
voie métabolique, que ce soit au cours du développement de la plante ou en réponse a divers
stimulus environnementaux.

La régulation du métabolisme des phénylpropanoides et de la voie de 1’acide shikimique est
coordonnée, afin de mieux contréler le flux de carbone injecté dans la voie des

phénylpropanoides, par I'intermédiaire de la PAL [160].

Voie de ’acétate / malonate

La glycolyse et la f-oxydation aboutissent a la formation de 1’acétylCoA donnant le malonate.
A travers cette voie s’effectue la cyclisation des chaines polycétoniques, obtenues par
condensation répétée d’unités « Acétate » qui se fait par carboxylation de 1’acétyl-CoA. Cette

réaction est catalysée par I’enzyme acétyl-CoA carboxylase.
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3.4. Propriétés chimiques des polyphénols

Les propriétés chimiques des polyphénols sont essentiellement liées a celles des noyaux
phénoliques [161] particuliérement des substituants a effet mésomére attracteur d’électrons (°
M) et substituants a effet mésomere donneur ("M). La conjugaison d’une des deux paires libres
de I’atome oxygeéne avec le cycle traduit I’effet ("M) du groupe OH. Ce phénoméne augmente
la délocalisation électronique et produit une charge négative partielle sur les atomes C2, C4, C6
(figure 3) [162].
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On constate qu’une charge négative apparait en position ortho et para du phénol (figure3), ce
sont donc les positions susceptibles de recevoir un électrophile [163]. De ces caracteres de base
découlent les différentes propriétés physico-chimiquessuivantes :

- Lanucléophilie

- Les propriétés réductrices
- Lapolarisabilité

- La Liaison hydrogene

- L’acidité

3.5. Classifications

Les polyphénols sont en général classés en flavonoides et non flavonoides Le groupe des non
flavonoides comprend plusieurs composés parmi lesquels on distingue les acides phénoliques,
les stilbenes, les lignanes, les coumarines et le les xanthones [160]. Le groupe des
flavonoides comprend principalement; les flavones, flavanones, flavonols, isoflavonones,
anthocyanines, proanthocyanidines et flavanols est se caractérise par une structure de type C6-
C3-C6, soit deux cycles aromatiques reliés par trois carbones. Les flavonoides les flavonoides
sont responsables de la couleur variée des fleurs et des fruits et représentent une source

importante d'antioxydants dans notre alimentation [164].

3.5.1. Les non flavonoides

3.5.1.1. Les acides phénoliques (C6-C1 ou C6-C3)

Les acides phénoliques représentent les formes les plus simples des composés phénoliques, ils
atteignent environ le tiers de la teneur totale de I'alimentation en polyphénols. Ils possédent au
moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. Ils se divisent en deux sous-

classes, les dérivés de 1’acide hydroxybenzoique et de I’acide hydroxycinnamique [165].

3.5.1.1.1. Dérivés de I’acide hydroxybenzoique (C6-C1)

Les dérivés de 1’acide hydroxybenzoique proviennent de 1’acide benzoique et prennent une
formule de base de type C6-C1 [166]. lls tres communs aussi bien sous forme libre que sous
forme combinée a 1’état d’esters ou hétérosides. Ils existent fréquemment sous formes d’esters
ou de glycosides. Les principaux acides hydroxybenzoiques retrouvés dans les végétaux sont

les acides phydroxybenzoique, protocatéchique, vanillique, gallique et syringique [167].

69



CO,H
R1=R2=R4=H, R3=0H : acide phydroxybenzoique R,
R1=R4=H, R2=R3=0H : acide protocaatéchique
R1=R4=H, R2=0CH3, R3=0H : acide vanillique
R1=H, R2=R3= R4=0H : acide gallique
R1=0H, R2=R3= R4=H : acide salicylique

R Ry

Ra

3.5.1.1.2. Dérivés de I’acide hydroxycinnamique (C6-C3)

La structure de base C6-C3 des acides hydroxycinnamiques dérive de celle de 1’acide cinnamique
(figure 5) Rarement libres, ils sont souvent estérifiés [168] et peuvent également étre amidifiés ou
combinés avec des sucres (O-acylglucosides, O-arylglucosides) ou des polyols tel 1’acide quinique
[165].

Les molécules de base de la seriehydroxycinnamique : L’acide p-coumarique, caféique, ferulique, et
I’acide sinapique. Le composé le plus courant est 1’acide caféique qui représente a lui seul 75 a 100 %
des acideshydroxycinnamiques totaux de la plupart des fruits [9]. Le degré d’hydroxylation du cycle
benzénique, ainsi que on modification via des réactions secondaires représentent joue un réle primordial

das la réactivité chimique de ces molécules [166].

R1=R2=H : acide cinnamique (non phénolique) =
R1=H, R2=0H : acide p-coumarique

R1=R2=0H : acide caféique

R1=0CH3, R2=0H : acide férulique

3.5.1.2. Les Stilbenes (C6-C2-C6)

Les stilbénes dérivent de I’acide cinnamique (phénylpropanoides), ils présentent une structure
en C6-C2-C6, avec deux cycles aromatiques (un cycle A portant deux fonctions hydroxyles en
position méta et un cycle B portant des fonctions hydroxyles ou méthoxyles en méta, ortho et
para). Les deux noyaux aromatiques sont reliés par une double liaison, formant un systéeme
conjugué. Cette particularité leur confére une grande réactivité due a la délocalisation des
électrons 7 sur la totalité de la molécule. Les stilbénes se trouvent en petites quantités dans

I’alimentation humaine [169].
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R1=R3=R’2=0H, R2=R’1=R’3=H : resvératrol
R1=R3=0CH3 , R2=R’1=R’3=H, R’2=0H : ptérostilbene
R1=glucose, R2=R’1=R’3=H, R3=R’2=0H : picéide

3.5.1.3. L lignines (C6-C3)n

Les lignines sont des polymeéres ramifiés formés de trois alcools phénoliques simples (alcool
sinapylique, alcool coniférylique, alcool p-coumarylique). Les alcools s’oxydent par la suite
par la peroxydase pour donner des radicaux libres.

Les lignanes phénoliques se trouvent dans la plupart des plantes riches en fibres, y compris les
graines de citrouille, graines de sésame, les céréales, les fruits et les legumes [170].

La lignine est un polymeére insoluble dans 1’cau et dans la plupart des solvants organiques. Les
trois monomeres de bases peuvent s’assemblent de diverses manieres pour former une structure

tridimensionnelle tres ramifiée [171]. La figure suivante illustre la structure d’une lignine.
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3.5.1.4. Les coumarines (C6-C3)

Les coumarines sontétérocycles oxygénés ayant comme structure de base le benzo-2-pyrone.
Ce sont des composés phénoliques cyclisés (figure 8) qui dérivent des acides t-cinnamique et
p-coumarique pour la majorité d’entre eux. Cependant, leur voie debiosynthése peut varier
d’une espéce a I’autre. Ils inhibent la croissance et la sporulation des champignons et autres
microorganismes qui sont pathogenes pour les plantes [172]. Les coumarines ont une structure

de base (C6-C3) dérivant des acides orthohydrocinnamiques [173].

Ry
R1=H : umbelliférol AN
R1=0H : aescultol
R1= OCHs : scopolétol HO o 0

3.5.1.5. Les xanthones C6-C1-C6

C'est une famille constituée des composés polyphénoliques ayant une structure de base (C6-
C1C6).

La structure chimique d’un xanthone est constituée d’un systéme cyclique conjugué composé
de carbone 1-4 (cycle aromatique A) et de carbone 5-8 (cycle aromatique B) [174] et d'un
systeme a trois anneaux qui contient plusieurs groupes fonctionnels comprenant l'isopréne, le
groupe méthoxy et les groupes phényles, ainsi que des protonsaromatiques, des groupes

hydroxyle phénoliques, des protons hydroxyle, et les anneaux dihydrofuranne [175].
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3.5.2. les flavonoides (C6-C3-C6)

Les flavonoides englobent une trés large gamme de composés naturels (plus de 6000)
guasiment universels chez les plantes vasculaires. Ils constituent des pigments responsables des
colorations jaune, orange, et rouge de différents organes végétaux [176]. lls possédent la méme
structure de base (C6-C3-C6) contienant quinze atomes de carbone dans leur structure de base
: (deux cycles aromatiques A et B a six atomes de carbones (figure 10) liés avec une unité de
trois atomes de carbone qui peut ou non étre une partie d'un troisiéme cycle C). Leur structure
riche en groupements hydroxyles leur attribue le terme polyphénols. Ces groupements
hydroxyles sont responsables de bioactités des polyphénols [177].

La liste des flavonoides ne cesse de croitre, ceci est di a I'apparition de nombreux modéles de
substitution; les substituants primaires (groupe hydroxyle) peuvent eux-mémes étre substitués
(glycosylés ou acylés) donnant parfois des structures tres complexes [9].

Les flavonoides se répartissent en plusieurs classes des molécules dont les plus importants sont
les flavones, les flavonols, les flavanones, les flavanols, les isoflavones, et les anthocyanes, ils
varient dans leurs caractéristiques structurelles par la diversité fonctionnelle autour de

I’oxygénation de I’hétérocycle.

3.5.2.1. Les flavonols

Les flavonols se distinguent par la présence d’un groupement OH en position C3 et la présence
d’une double liaison en position 2-3(Figure 11). Ces composés constituent le groupe le plus
hydroxylé des flavonoides et les plus répandus dans le régne végétal. Elles sont essentiellement
représentées par la quercétine, le kaempférol et la myricétine. Les flavonols qui s'accumulent

dans les tissus végétaux sont presque toujours sous la forme conjuguée glycosylés [178].
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R1=H : Kaempférol
R1=0OH: Quercétine
R1=0CHs : Isorhamnétine

3.5.2.2. Les flavones

Les flavones sont structurellement trés similaire aux flavonols et ne different que par I'absence
d'hydroxylation en position 3 sur le cycle C (figure 12). Elles sont principalement représentées
dans l'alimentation par I'apigénine et la lutéoline. Contrairement aux flavonols, elles sont moins
répandues dans les fruits et les légumes. Par conséquent, leur apport alimentaire est tres faible
[178].

R1=R2=H: Apigénine
R1=OH, R2=H : Lutéoline
R1=R2= OCHzs : Tricine

3.5.2.3. Les flavanones

Les flavanones sont caractérisées par 1’absence de double liaison en 2, 3 et par la présence
d’un centre d’asymétrie en position 2 (figure 13). Les principales sources des flavanones sontles
agrumes, mais ils sont également trouvés dans les tomates et certaines plantes aromatiques tels
gue la menthe. Elles existent sous forme libre ou sous forme glycosylée. Parmi les formes libres
des flavanones, on cite la naringénine retrouvée dans le pamplemousse et 1’orange amere. Le
plus souvent, les flavanones existent sous forme glycosylée en position 7, comme dans le cas
d’hespéridine, qui se trouve dans le citron, I’orange douce et la mandarine, et les

néohesperidosides responsables du golt amer du pamplemousse et de I’orange [179].

74



R,

R1=H : Naringénine
R1=0OH: Eriodictyol oH
R1=0CHs : Héspéritine HO o

OH o

3.5.2.4. Les flavan-3-ols(flavanols)

Ces molécules sont toujours hydroxylées en C3 et se caractérisent par I’absence du groupe
carbonyle en C4 (figurel4). Elles sont souvent a 1’origine des polymeéres flavoniques appelés
proanthocyanidols ou tannins condensés.Les flavanols sont largement répandus dans les fruits
et légumes, mais la source la plus riche de flavanols au sein de I’alimentation humaine est
certainement le thé. Dans ce groupes chaque composé peut exister sous forme de quatre
stéréoisomeres optiqguement actifs : (+)catéchine, (+)-épicatéchine, (-)-catéchine, (-)-

épicatéchine. Le premier et le quatrieme sont les formes les plus répandues.

on on

OH OH
HO o, 1o, 0. o
\@)\ou \@j o

OH oH
(+)catéchine (-)-épicatéchine

3.5.2.5. Les isoflavones

Les isoflavones se sont considérées comme des dérivés des flavones, elles représentent une
sous-classe importante et trés distinctive des flavonoides (BOUHEROUM,2007).
Contrairement a la plupart des autres flavonoides, les isoflavones sont caractérisées par la
présence d’un cycle B fixé a C3 plutot que la position C2 (figurel5). Ils sont une distribution
tres limitée dans le régne vegétal ( Fraga, 2009 ). Les isoflavones se trouvent presque

exclusivement dans les légumineuses [178, 179].
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Ry

R1=0OH, R2=OH: Genisteine HO D ‘
R1=OGlu, R2=H : Daidzeine ‘ _

OH

OH

3.5.2.6. Les anthocyanes

Les anthocyanes sont des pigments hydrosolubles présents dans la plupart des espéces [180].
Ces pigments sont des dérivés du cation 2-phénylbenzopyrylium plus communément appelé
cation flavylium (figure 16). Constituée de trois cycles aromatiques, responsable du pouvoir
absorbant (chromophore).

Elles sont généralement localisées dans les vacuoles des cellules épidermiques, qui sont de
véritables poches remplis d'eau [181] et ils sont responsable des couleurs rouges, violettes et
bleues dans les fruits, les Iégumes, les fleurs et les graines, leur présence dans les plantes est
donc détectable a l'ceil nu , mais aussi jouent un réle important dans la physiologie végétale
comme attracteurs des insectes et dans la dispersion des graines [182]. Les anthocyanes sont
stabilisés dans les plantes par des interactions avec des acides aminés, des tanins, des 4-oxo-

flavonoides.

R1=H : Pélargonidine (Rouge)
R1= OH : Cyanidine (Bleu)

3.5.3. Les tanins (C15)n:

Les tanins sont des composés polyphenoliques, hydrosolubles, de structures variées et de
masse moléculaire comprise entre 500 et 3000 ayant en commun la propriété de tanner la peau,
c’est-a-dire de rendre imputrescible. Ces substances ont en effet la propriété de se combiner
aux protéines, ce qui explique leur pouvoir tannant. Elles sont fortement hydroxylés et peuvent
former des complexes insolubles lorsqu’ils sont associés aux glucides, aux protéines et aux
enzymes digestives, réduisant ainsi la digestibilité des aliments [183].

Les tanins sont largement répandus dans les organismes végétaux et plus particulierement dans

les fruits, les graines de céréales et diverses boissons. Dans I'alimentation humaine, les sources
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les plus importantes de tannins sont le vin et le thé. On distingue deux groupes de tanins
differents par leur structure aussi bien que par leur origine biogénétique : les tanins

hydrolysables et condensés.

3.5.3.1. Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables (figure17) (acides tanniques) sont des polyméres de I’acide gallique
ou de son produit de condensation ; 1’acide éllagique. Ils ont un poids moléculaire plus faible
et précipitent beaucoup moins les protéines que les tanins condenses. lls peuvent diminuer la
dégradation des parois dans le rumen et étre hydrolysés dans I’intestin en libérant des produits
toxiques pour le foie et le rein [184]. Comme leur nom I’indique, ces tanins subissent facilement

une hydrolyse acide et basique, ils s’hydrolysent sous 1’action enzymatique et de 1’eau chaude.

3.5.3.2. Tanins condensés (proanthocyanidines ou procyanidines)

Les tanins condensés (figure 18) sont des polyphenols de masse molaire éleveée. Ils résultent
de la polymérisation auto-oxydative ou enzymatique des unités de flavan-3,4-diol liées
majoritairement par les liaisons C4-C8 (parfois C4-C6) des unités adjacentes, et se nomment
ainsi proanthocyanidines de type B. Lorsque la condensation se produit entre les unités
adjacentes par la liaison C4-C8 et par une liaison d’éther additionnelle entre C2 et C7, les
proanthocyanidines sont dits de types A [186]. Les tanins condensés sont présents dans les
vacuoles d’un réseau de cellules spécialisées, situées sous 1’épiderme des feuilles et des tiges
de certaines legumineuses tempérees (sainfoin, loiercorniculé ou pédonculé) et tropicales
herbacées (Lespedezasericea, des-modiumintortum) et arbustives, ainsi que dans les feuilles
d’arbustes fourragers ...etc [186].Ci-dessus est représenté le modéle de structure d’un tanin de

type B
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R=H procyanidine
R=0OH prodelphinidine

3.6. Roles et effets biologiques des polyphénols
Gréce a leurs propriétés les compensant phénoliques peuven avoir de nombreux roles et effets
bénefiques chez les végétaux, les sols pollués et les étres humains. Ils sont également utilisés

comme additifs pour les industries agroalimentaire, pharmaceutique et cosmétique.

3.6.1. Chez les plantes

Les composés phenoliques peuvent intervenir dans certains:

- aspects de la physiologie de la plante (lignification, régulation de lacroissance, interactions
moléculaires avec certains microorganismes symbiotiques ou parasites...)

- interactions des plantes avec leur environnement biologique et physique (relations avec les
bactéries, les champignons, les insectes, résistance aux UV); soit directement dans la nature soit
lors de la conservation apres récolte de certains vegétaux

- critéres de qualité (couleur, astringence, amertume, qualités nutritionnelles...) qui orientent
les choix de I'hnomme dans sa consommation des organes végétaux (fruits, Iégumes,
tubercules...) et des produits qui en dérivent par la transformation

- variations caractéristiques des végétaux lors des traitements technologiques (préparation des
jus de fruits, des boissons fermentées...) pendant lesquels apparaissent fréquemment des
brunissements enzymatiques qui modifient la qualité du produit fini.

Les composés phénoliques assurent la communication entres cellules, entre végétaux, entre

végétaux et animaux [187].
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3.6.2. Chez les étres humains

Le r6le des composés phénoliques est amplement signalé dans la protection contre certaines
maladies attribué a leur interaction possible avec de nombreuses enzymes et a leurs propriétés
antioxydantes Ces composés montrent des activités anticancéreuses, antivirales,
antibactériennes,  antiallergique,  antiathérogene,  antioxydant,  anti-inflammatoire,

antithrombotiques, cardioprotecteur et les effets vasodilatateurs [187].

Action sur les cellules du
systéme immunitaire Anti-tumoroux

Anti- oxydont \J

/\/L NF-x8

Détoxifiant — ~ POLYPHENOLS& _——> Anti- inflammatoire <

) A N \
Anti-agrégant

Vasodilatateur Anti-thrombotique
P e
eNOS NO

iINOS

Anti-angiogénique Anti-apoptotique
Figure 27: Role et effets biologiques des polyphénols

3.6.2.1. Activité antioxydant

Les composés phénoliques sont capables d'agir comme des antioxydants, grace a Leurs
structures. Ils peuvent neutraliser les radicaux libres en donnant un électron ou un atome
d'hydrogene. Les groupes hydroxyle des polyphénols sont bien des donneurs d'atomes
d’hydrogenes. Ils peuvent réagir avec les especes réactives de I’oxygene et les espeéces réactifs
de l'azote, enfin de réaction, le cycle de génération de nouveaux radicaux est interrompu. Suite
a l'interaction avec les espéces réactives initiales, la forme radicalaire de I'antioxydant est
produite, ayant une plus grande stabilité chimique que le radical initial. L'interaction des
groupes hydroxyle de composes phénoliques avec les électrons du noyau benzénique donne aux
molécules des propriétés particulieres, le plus notamment la capacité a générer des radicaux
libres, ou le radical est stabilisé par la délocalisation. Le pouvoir antioxydant des composeés

phénoliques est également attribué a leur capacité a chélater les métaux ioniques impliqués dans
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la production de radicaux libres. Cependant, les composés phenoliques peuvent agir comme des
prooxydants [189]. Les polyphénols peuvent agir selon divers mécanismes :

- Inhibition enzymatique

- Chélation des ions métalliques

- Piégeage des radicaux libres

ROO" + ArOH —————» ROOH + ArQ’

! ™

Alkylperoxyl Phénol

3.6.2.1.1. Inhibition enzymatique

Les phénomeénes d’interaction polyphénols-protéines ont été largement étudiés in vitro,
particulierement dans le cas des flavonoides. L’inhibition de la production des ROS par les
polyphénols, particulierement les flavonoides, peut procéder directement par formation de
complexe inhibiteur-enzyme et/ou par piégeage directe des ROS [190]. Cette double action est
bien illustré par le cas de la xanthine oxydase, cet enzyme est considérée comme une source
biologique importante de radical superoxyde. Cos et al. [190] ont confirme les résultats des
relations entre la structure chimique des flavonoides et leur capacité d’inhiber la formation de
superoxyde par inhibition de la xanthineoxydase (formation de complexes enzyme-inhibiteur)
et/ou par réduction du superoxyde produit. Les résultats de leur étude (1998) se résume dans ce
qui suit :
* Les flavanones, les dihydroflavonols et les flavan-3-ols (cycle C non plan) ne sont pas

inhibiteurs de la xanthine oxydase ;

* Les flavonols et les flavones (cycle C plan et conjugué avec les cycles A et B) ont la capacité

d’inhiber I’enzyme.

» L’absence du groupe hydroxyle en C3 augmente légerement I’activité inhibitrice. Les
flavonoides glycosylées ont des activités inférieures a celles des composés non glycosyleés. Par

exemple, la rutine est presque dix fois moins active que la querceétine.

e Les flavonoides présentant un cycle B de type catéchol (ortho-diphénol ou
1,2dihydroxybenzéne) sont de bons piéges a superoxyde en raison de la stabilité

desradicauxsemiquinones formés lors de la capture.

De nombreux flavonoides sont de puissants inhibiteurs des metalloenzymes tels que

lipoxygénase [191].
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3.6.2.1.2. Chelation des ions métalliques

Les ions du ferou du cuivresontessentiels pour de nombreusesfonctionsphysiologiques.
Ilsentrentnotammentdans la composition des hémoprotéines et de cofacteursd’enzymes du
systeme de défenseantioxydant (par exemple, les ions du fer pour la catalase, et ceux du cuivre
pour le superoxyde dismutase). Maisilssontaussiresponsables de la production du radical
hydroxylepar la réduction du peroxyded’hydrogéneselon la réaction de Fenton :

H202 + Fe?* (Cu* ) ----------- *OH + "OH + Fe®* (Cu?)

En outre, I’autoxydation des ions Fe?" et Cu* est une source de superoxyde et peroxyde
d’hydrogene. Ainsi, complexer les ions du feret du cuivre sous uneforme qui bloqueleuractivité
redox est un mécanismed’actionantioxydante. Divers polyphénolsabondantsdans les plantes et
dansl’alimentationsontconsidéréscomme de bonschélateurs des ions métalliques [192]. La
complexation des ions métalliques par les polyphénols induit typiquement un déplacement
bathochrome de leurs bande d’absorption dans le domaine UV-Visible. Certaines études
menées sur la chélation des ions du fer par certains flavonoides ont mis en évidence les sites
essentiels pour la chélation des ions métalliques [193].
1. les groupes 3’-hydroxy et 4’-hydroxy du cycle B
2. les groupes 3-hydroxy et 4-oxo du cycle C,
3. lesgroupes 4-o0xo et 5-hydroxy.
Ainsi, la quercétine qui combine tous ces substituants est un complexe anti-métallique

particulierement efficace.
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3.6.2.1.3. Piégeage des radicaux libres

La réduction de divers radicaux par les polyphénols a été beaucoup étudiée afin de déterminer
les éléments majeurs de I’activité antioxydante. Grace a leur faible potentiel redox [194] les
polyphénols, plus particulierement les flavonoides (FI-OH), sont thermodynamiquement
capables de réduire rapidement les radicaux superoxydes, peroxyles (ROOv¢), alkoxyles (RO¢)

et hydroxyle par transfert d’hydrogéne :

FI-OH + X* ------- FI-O* + XH
Ou:
X" représente 1’'un des EOR mentionnés ci-dessus.

Le radical aryloxyle (FI-O®) peut réagir avec un autre radical pour former une structure quinone

tDH LOH XE fo iO' OH U{ o)

Le radical aryloxyle peut réduire le dioxygéne pour donner une quinone et un anion

stable.

superoxyde, cette réaction est responsable d’un effet prooxydant des flavonoides. Ainsi, la
capacité antioxydante des polyphénols dépend non seulement du potentiel redox du couple Fl-
O°/FI-OOH mais aussi de la réactivité du radical FI-O". Plusieurs travaux ont établi des relations
entre la structure chimique des polyphénols et leur capacité a piéger les radicaux libres. Les
travax ’¢é de Cuvelier menée sur I’activité antioxydante des acides phénoliques a retenu que :
* Les acides cinnamiques ont une activit¢ antiradicalaire supérieure a celle des acides
benzoiques correspondants. Les acides caféique, sinapique, férulique et p-coumarique sont
respectivement plus actifs que les acides protocatéchique, syringique, vanillique et p-
hydroxybenzoique. lls sont plus actifs que les phénols simples: acide p-coumarique > phénol et
acide caféique >pyrocatéchol. Ainsi, le groupe CH=CH-COOH participe a la stabilisation du
radical aryloxyle par résonance.

* Les acides benzoiques sont, moins actifs par rapport aux leurs homologues phénols, ce qui

tend a démontrer le role negatif du COOH directement fixé sur le noyau benzénique.
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* L’addition d’un second OH sur le cycle aromatique augmente fortement [’activité
antioxydante des acides phénoliques, particulierement quand le second OH est en ortho ou para
du premier: ortho = para > méta ou para > ortho > méta.

« Untroisieme OH sur le cycle renforce également le caractére antioxydant (ex: acide gallique).
En résumé, les flavonoides les plus actifs sont ceux qui combinent les trois critéres suivants :
1) la structure ortho-dihydroxy sur le cycle B (groupement catéchol),

2) la double liaison C2-C3 en conjugaison avec la fonction 4-oxo,

3) la présence du groupe 3-OH en combinaison avec la double liaison C2-C3.

3.7. Propriétés thérapeutiques des polyphénols

Les polyphénols sont capables de piéger les radicaux libres et d'activer les autres antioxydants
présents dans le corps. Cette activité antioxydante permet aux polyphénols de réguler les
radicaux libres tel I'oxyde nitrique qui favorise une bonne circulation sanguine, coordonne
I'activité du systeme immunitaire avec celle du cerveau et module la communication entre les
cellules de ce dernier. L’activité antioxydante des polyphénols peut s’exercer sur les
transporteurs des lipides du sang. Les polyphénols empéchent ainsi la formation des LDL
oxydeés, formation qui rend place lors d’états pathologiques variés caractérisés par un stress
oxydatif. Ils aident a combattre 1’inflammation et réduisent la fragilité des capillaires, ils
réduisent les effets du diabéte. De nombreuses études épidémiologiques montrent qu’une

alimentation riche en polyphénols diminue le risque des maladies chroniques [195].

3.7.1. Polyphénols et cancer
Parmi les propriétés biologiques intéressantes des polyphénols, la prévention du cancer. En

effet, un certain nombre de recherches menées in vitro et in vivo ont montré que les polyphénols
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pourraient étre utilisés comme des agents de prévention des différentes maladies cancéreuses
[196].

Des recherches plus récentes ont decrit les activités anti-cancérigenes de la curcumine, le
resvératrol et 1’épigallocatéchine-3-gallate (EGCG) pour le traitement du cancer du col [197].
Les effets inhibiteurs du thé vert et noir dans le traitement du cancer ont largement été étudiés.
Les polyphénols du thé de type flavan-3-ol sont des composés bioactifs puissants qui interférent
avec l'initiation, le développement et la progression du cancer par des processus critiques [198]
Ils ont la capacité d’interrompre ou inverser le processus de cancérogenése en agissant sur les
molécules de réseau de signalisation intracellulaires impliquées dans I’initiation et / ou la
promotion d'un cancer pour arréter ou inverser la phase de progression du cancer. Les
polyphénols peuvent également declencher I'apoptose dans les cellules cancéreuses a travers la

modulation d'un certain nombre d'éléments principaux en signal cellulaire [199].

3.7.2. Polyphénols et maladies cardiovasculaires

Diverses études épidémiologiques ont montré I’existence d’une corrélation inverse entre la
consommation de polyphénols ou d’aliments riches en polyphénols et le risque de
développement de maladies cardiovasculaires. Ainsi une méta-analyse basée sur 7 études
castémoins et 10 études en cohortes suggere une réduction du risque d’infarctus du myocarde
de 11% lors de la consommation de trois tasses de thé par jour [200].Plusieurs études de
cohortes ont montré que la prise de flavonols et de flavones était inversement corrélée aux taux
de mortalité par maladies coronariennes [201]. Il s'avére notamment que de fortes prises de
quercétine et de kaempférol réduisent le taux de mortalité due a des accidents cardiaques de
type ischémie, dans lesquels peuvent étre mises en cause les plaques d'athérome [202].

Les mécanismes d'action des polyphénols, impliqués dans la prévention de ce type de
pathologies, incluent l'inhibition de l'oxydation des LDL, l'inhibition de l'agrégation des

plaquettes et I'inhibition de la formation de cellules spumeuses dans les aortes.

3.7.3. Polyphénols et inflammation

Les propriétés antioxydantes des polyphénols ont longtemps été considérées comme étant le
principal phénomene expliquant leurs effets protecteurs. Cependant, de nombreuses études ont
pu montrer que les polyphénols et leurs métabolites agissaient également comme des
modulateurs des voies de signalisation de I’inflammation. Les études menées chez I’homme

sain ont montré que le suivi d’un régime riche en fruits et [égumes était inversement corrélé aux

84



marqueurs de I’inflammation (CRP, IL-6) dans le plasma [20.], que la consommation
d’anthocyanes était associée a la diminution du taux de cytokines (IL-8, 1L-13 et IFN-a)
circulantes [204] ou encore que 1’augmentation du pouvoir antioxydant du plasma dd a une
consommation de jus de fruits concentré était associée a une diminution des cassures de brins
d’ADN.

L’inflammation est la réponse immunitaire de 1’organisme a une agression par des agents pro-
inflammatoires d’origine virale, bactérienne ou autre (par exemple, les lipoprotéines oxydées,
marqueurs du stress oxydant). L’inflammation est précisément régulée afin de limiter les
altérations des biomolécules de 1’hdte. Cependant, une régulation inappropriée de ce
phénomeéne peut conduire a un état inflammatoire chronique et la plupart des pathologies
chroniques, citées précedemment, possédent une composante inflammatoire.

Des études in vitro et in vivo ont permis de montrer que les polyphénols pouvaient agir sur les
activités enzymatiques du métabolisme de I’acide arachidonique (AA)u phospholipase A2,
cyclooxygénase et lipoxygénase. IIs agissent également sur la production de 'NO en modulant
I’activité¢ des NOS. Des travaux menés in vitro ont ¢galement montré que des flavonoides
comme la lutéoline ou I’apigénine inhibaient la production de cytokines telles que IL-4, IL-5 et
IL-13, que la quercétine inhibait la production de TNF-a par des macrophages stimulés au
lipopolysaccharide (LPS), que le kaempférol inhibait I’expression et la sécretion du TNF-a, de
I’'IL-1B ou de I'IL-6 dans les mastocytes [120]. De plus, il est maintenant connu que les
polyphénols exercent leur activité anti-inflammatoire en agissant in vitro et in vivo sur

’activation du facteur de transcription NF-«xB [205].

3.7.4. Polyphénols et maladies neurodégéneratives

Les maladies neurodégénératives telles que la maladie de Parkinson et la maladie d'Alzheimer
représentent un probléme croissant lié aux pathologies du vieillissement cérébral,
principalement car il ya une augmentation de la prévalence de la maladie d'Alzheimer a la fois
et la maladie de Parkinson avec I'age. Ceux-ci et d'autres maladies neurodégénératives semblent
étre déclenchées par des événements multi-factoriels dont la neuro-inflammation, une
augmentation du stress oxydatif, de fer et / ou une déplétion des antioxydants endogénes. Par
ailleurs, I'apport alimentaire réguliére d'aliments riches en flavonoides et / ou de boissons a été
associee a une réduction de 50 % du risque de démence, une préservation des performances
cognitives avec I'age, un retard dans I'apparition de la maladie d'Alzheimer et une réduction du

risque de développer la maladie de Parkinson. Les flavonoides peuvent agir pour protéger le
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cerveau dans un certain nombre de fagons, y compris par la protection des neurones vulnérables,
le renforcement de la fonction neuronale existantes ou en stimulant la régénération neuronale
[206]. De nombreuses études d’intervention alimentaire menées chez 1’homme ou chez I’animal
avec des aliments ou boissons issus du raisin, du thé ou de baies comme les myrtilles ont montré
une amélioration de la mémoire et de la cognition. 1l semblerait cependant que les seules
propriétés antioxydantes des flavonoides contenus dans ces aliments ne soient pas suffisantes
pour expliquer leurs effets bénéfiques au niveau cérébral, d’autant que la concentration de
composés retrouvés a ce niveau est relativement faible [207]. 1l a ainsi été suggéré que les
polyphénols puissent agir en protégeant les neurones vulnérables, en stimulant le

fonctionnement neuronal et le flux sanguin ainsi qu’en favorisant la neurogenese.

3.7.5. Polyphénols et diabete

L’administration aigué ou chronique de polyphénols chez des modéles animaux a montré des
effets sur la glycémie : les polyphénols agissent par différents mécanismes dont 1’inhibition de
I’absorption du glucose au niveau intestinal. ou encore son assimilation dans les tissus
périphériques (inhibition de la gluconéogenése, de la stimulation adrénergique de 1’absorption
du glucose ou stimulation de la libération de I’insuline par les cellules B du pancréas) [208].
Les données portant sur les effets des polyphénols dans la prévention du diabéte chez I’homme
sont moins nombreuses que chez I’animal. Il a ét¢ montré que la consommation de 400ml de
café décaféiné n’avait pas d’effet sur la glycémie lorsqu’il était ingéré avec du glucose ;
cependant, il diminue la sécrétion du polypeptide insulinotropique glucose-dépendant (GIP) et
augmente la sécrétion du glucagon de maniere a ce que 1’absorption du glucose soit retardée
[209]. Chez des patients atteints de diabéte de type II, la consommation de 50 mg/j d’un
complément alimentaire contenant des anthocyanes, des flavones et des acides phénoliques
d’orange sanguine pendant 2 mois n’a pas d’effet sur la glycémie [210]. Cependant, certaines
données épidémiologiques laissent penser que les polyphénols pourraient avoir tout de méme
un effet protecteur puisqu’il a été observé que la consommation de café (riche en acide

chlorogénique) était associée a une diminution du risque de diabéte de type 11 [211].
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Chapitre IV

Methodes d'évaluation in vitro des
propriétés antioxydants des polyphénols
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IVV: Méthodes d'évaluation in vitrodes propriétés antioxydants des polyphénols

Le pouvoir antioxydant des méthodes in vitro peut refléter d’une maniére étroite 1'effet in vivo.
Pour cette raison, les méthodes in vitro présentent des avantages par rapport aux méthodes
adoptant des radicaux libres moins pertinents ou non pertinents dans les systemes biologiques.
Les polyphenols antioxydants peuvent neutraliser les radicaux par deux mécanismes majeurs,
le transfert d’atome d’hydrogene (HAT) et le transfert d’électrons uniques (SET) [212]. Quel
gue soit le mécanisme, le résultat est le méme, mais la cinétique et le potentiel des réactions
secodaires diffeérent. Le transfert d’¢lectrons couplés a des protons et les réactions HAT peuvent
s’engendrer en paralléle [213]. Le mécanisme dominant dépend de :

- la structure et les propriétes antioxydants du polyphénol a tester,

- la solubilité et le coefficient de partition,

- le solvant utilisé dans ce systéme.

De point de vue chimique, I’énergie de dissociation des liaisons (BDE) et le potentiel
d’ionisation (PI) sont les deux facteurs majeurs qui déterminent le mécanisme et 1’efficacité des
antioxydants [215].

Plusieurs procédés sont proposes pour mesurer l'activité antioxydant dans les aliments et les
systemes biologiques. Mais comme les polyphénols ont de multiples activités, et 1’activité
dominante dépend du milieu et du substrat, il est nécessaire que le protocole sélectionné doit

etre adéquat et précis pour estimer une propriété antioxydant.

4.1. Les méthodes basées sur le mécanisme HAT
Les méthodes basées sur le mécanisme HAT évaluent la capacité classique d’un antioxydant
a neutraliser les radicaux libres par n’importe quel donneur d’hydrogéne (AH). La réactivité

antioxydant est basée sur la compétition cinétique.
X°+AH  ———XH+A°
Les réactions HAT sont indépendantes des solvants et du pH et sont généralement assez
rapides, généralement terminées en quelques secondes a quelques minutes. La présence des

agents réducteurs, y compris les métaux, est un inconvénient et peuvent induire en une réactivité

apparente erronée [215] .
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4.1. Les méthodes basées sur le mécanisme SET
Les méthodes basées sur le mécanisme SET détectent la capacité d’un antioxydant potentiel
de transférer un électron pour réduire n’importe quel composé, y compris les métaux, les

carbonyles et les radicaux [215].

X° + AH X- + AH" (1)
AHP H.0 A+ H0* (2)

<&
<

X + HiO* ——H + H:0 3)
M) + AH —RH* + M) (4)

Les mécanismes SET et HAT se produisent presque toujours ensembles dans tous les
échantillons, avec un équilibre déterminé par la structure antioxydante et le pH. La réactivité
relative dans les méthodes SET est basée principalement sur la déprotonation et le potentiel
d’ionisation (PI) du groupe fonctionnel réactif, ce qui fait que les réactions SET dépendent du
pH. D’une maniere générale, les valeurs du potentiel d’ionisation (PI) diminuent avec
I’augmentation du pH, reflétant ainsi une capacité de donner des électrons, proportionnelle avec
la déprotonation. Le mécanisme antioxydant SET est dominant pour les composés ayan un IP
> 45 kcal/mol [216].

4.3. Critéres du choix d’une méthode.

La méthode choisie doit étre normalisée et utilisée pour une période suffisante dans un
maximum de laboratoires de telle sorte que ses avantages et ses inconvénients deviennent clairs
et répond aux exigences suivants [214, 215]:

(1) L’évaluation chimique se produit réellement dans des applications potentielles;
(2) Elle utilise une source de radicaux biologiquement pertinente;

(3) Elle est simple;

(4) Elle a un critere d’évaluation défini et un mécanisme chimique précis;

(5) Les instruments sont disponibles;
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(6) Elle est adaptable aux dosages des antioxydants hydrophiles et lipophiles et utilisable pour
les différentes sources radicalaires;

(7) Elle est adaptable pour étre utilisée dans les analyses de contréle qualité de routine.

4.4. Avantages des protocoles expérimentaux unifies

L’unification et la normalisation des protocoles expérimentaux permet de :

- Prendre des directives pour I’application appropriée des tests

- Faire des comparaisons significatives entre les substances testées,

- Contr6ler la variation a I’intérieur ou entre les produits

- Dégager des normes de qualité concernant les réglementations et les allégations liées a la

santé

Le tableau 3 récapitule I’ensemble des méthodes utilisées dans les antioxydants in vitro. La
comparaison entre ces différentes méthodes basée sur la simplicité, 1’instrumentation
nécessaire, la pertinence biologique, le mécanisme de la méthode et le temps nécessaire pour

I’exécution sont résume dans le tableau 4.

Tableau 3 : Les méthodes d’évaluation in vitro [217].

I- Les méthodes basées sur le mécanisme HAT

Capacité d’absorption radicale d’oxygene (ORAC) méthode

Capacité d’inhibition de la peroxydation lipidque (LPIC)

Piégeage radical total Parametre antioxydant de (TRAP)

Absorption d’oxygene inhibée (10C)

Blanchiment de crocin Activité d’inhibition radicale de 1’oxyde nitrique

Activité de récupération radicale hydroxyle par p-NDA (aniline p-butrisidunethyl)

Scavenging du radical of H,0>

scavening du radical ABTS scavenging

©O©| O Nl o O | W N

Scavenging of superoxide radical formation by alkaline SASA

Scavenging de la formation du radicale superoxyde par alcalin SASA

I1- Les méthodes basées sur le mécanisme SET

1 | capacité antioxydante equivalente de Trolox (TEAC) décoloration

2 | Puissance antioxydante de réduction de la ferrique (FRAP)

3 | Test de piégeage des radicaux libres DPPH
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4 | Capacité de réduction du cuivre (I1)

5 | Test des phénols totaux par Folin-Ciocalteu

6 | Test N,N-diméthyl-p-Phenylenediamine (DMPD)

I11- Autres essais

Capacité totale de scavenging oxydant (TOSC)

Inhibition de Briggs — Réaction d’oscillation de Rauscher

Chemiluminescence

4 Electrochemiluminescence

Analyse fluorométrique

Chemiluminescence améliorée (ECL)

Bioautographie TLC

Test Activité antioxydante cellulaire (CAA)

©O©| O Nl o O | W N

M¢éthode d’oxydation de substrat de colorant

4.5. Evaluation du pouvoir antioxydant (AOC)

4.5.1. Les méthodes AOC utilisant des mécanismes de réaction HAT

45.1.1. ORAC

Les méthodes ORAC sont basée sur les travaux de Ghiselli et al. [218] et Glazer [219],
développés par la suite par Cao et al. [220]. L’ORAC mesure I’inhibition antioxydant des
oxydations induites par le péroxyl radical et refléte ainsi 1’activité antioxydante classique de
rupture de la chaine radicale par transfert d’atome H [221]. Dans le test de base, le radical
péroxyl réagit avec une sonde fluorescente pour former un produit non fluorescent, qui peut
étre quantifier facilement par fluorescence. La capacité antioxydant est déterminée par la

diminution du taux et de la quantité de produit formés avec le temps.

45.1.2. TRAP

Cette méthode controle la capacité des composés antioxydants a interférer avec la réaction
entre les radicaux peroxyl générés par AAPH ou ABAP [2,2¢-azobis(2- amicinopropane)
dihydrochlorure] et une sonde cible [218, 222, 223]. Les variantes de cette méthode utilisent

I’absorption d’oxygéne [224], la fluorescence de R-phycoerythrine [225, 226], ou 1’absorption
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de 2,2¢-azinobis(3-éthylbenzothiazoline-6-suslfonic acid (ABTS) [227] comme réaction de la
sonde. Les réactions de base la méthode TRAP resemblent celles de ’ORAC. L’exigence
d'ORAC releve de la sonde qui doit étre réactive avec ROO*® a de faibles concentrations, il doit
y avoir un changement spectroscopique spectaculaire entre les sonde native et oxydée (pour
maximiser la sensibilité), et non une réaction radicalaire en chaine au-dela de I'oxydation de la
sonde doit se produire. L'oxydation de la sonde est suivie optiquement [227] ou par fluorescence
[218]. L'activité antioxydante se détermine par le temps de consommation de tout I'antioxydant,
en d’autre termes par extension du délai d'apparition de la sonde oxydée lorsque les

antioxydants sont présents, et en pourcentage de la réduction d'une réaction.

4.5.1.3. Chemiluminescence (CL):

Une amélioration de la sensibilité de TRAP utilise le suivi des réactions radicales avec CL. La
chimie fondamentale des tests CL est basée sur la réaction des oxydants radicaux avec des
marqueurs pour produire des especes d’état excité qui émettent la chemiluminescence (lumiére
induite chimiquement). Tous les composés qui réagissent avec les radicaux initiaux inhibent la
production de lumiére. En changeant I’initiateur, la réaction peut étre adaptée pour différencier
I’extinction d’oxydants spécifiques, par exemple, O2°", HO®, HOCI, LO(0)°,° OONO (42), et
1 0.[228]. Le marqueur le plus utilisé pour piéger les oxydants et convertir les faibles émissions
en émissions lumineuses intenses, prolongées et stables sont le luminol [229], La lucigenine,
les protéines bioluminescentes telles la pholasine [230]. Le rendement lumineux continu
dépend de la production constante des ntermédiaires radicalaires dérivés du p-iodophénol, du
luminol et oxygene, et cette émission lumineuse est sensible aux interférences par antioxydants
anti-radicaux, mais seront restaurés lorsque tous des antioxydants ajoutés soient consommés
dans la réaction. Néanmoins, la méthode CL est plus sensible pour détecter des réactions de bas
niveau car elle fournit une réponse détectable en dessous de la limite de détection de la plupart

des dosages chimiques.

4.5.2. Les méthodes AOC utilisant des mécanismes de réaction SET

4.5.2.1. Pouvoir antioxydant Réducteur Ferrique (FRAP)

Le test FRAP a été initialement développé par Benzie et Strain [231] pour mesurer la
réduction de la puissance dans le plasma, mais par la suite il a été adapté et utilisé pour les tests

des antioxydants chez les plantes [232]. La réaction mesure la réduction de la ferrique 2,4,6-
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tripyridyl-s-triazine (TPTZ) a un produit de couleur (figure 3) [233]. La reaction détecte des
composés avec des potentiels redox de 0,7 V (le potentiel redox de Fe3* -TPTZ), de sorte que
FRAP refléte la capacité de maintenir le statut de redox dans les cellules ou les tissus. La
réduction de la puissance semble étre liée au degré d’hydroxylation et a 1’étendue de la

conjugaison chez les polyphénols [234].

4.5.2.2. Test de réduction du cuivre (CUPRAC)

Une des variantes du test FRAP, développées par la suite, est celle qui utilise le cuivre a la
place du fer. Ces essais sont basés sur la réduction du cuivre de la forme Cu?* a la forme Cu*
par I’action combinée avec les antioxydants (les agents réducteurs) dans un échantillon. Dans
certains protocoles on utilise le bathocuproine (2,9-diméthyl-4,7-diphényle-1,10-
phénanthroline) (figure 4) qui forme un complexe 2:1 avec Cu*, donnant un chromophore ayant
une absorption maximale & 490 nm. Le taux, la réaction et la concentration des produits se
suivent par la complexation du Cu(l) produite. Dans le test CUPRAC on utilise aussi la
néocuproine (2,9-diméthyl-1,10-phénanthroline) (figure 4), dont le complexe Cu* ainsi formé
(1) absorbe a 450 nm [235].

4.5.2.3. Avantages/désavantages des tests de réduction du cuivre
par rapport au fer.

Le cuivre a des avantages par rapport au fer dans tous les tests antioxydants en ce que toutes
les classes d’antioxydants. les substances comprenant groupements de thiols présentent une
interférence minime des radicaux réactifs. Les cinétiques de la réaction du cuivre sont plus
rapides que celles du fer. Le test CUPRAC s’accomplit en quelques minutes dans le cas de
I’acide ascorbique, I’acide urique, I’acide gaulois et la quercétine, mais demande entre 30 a 60
minutes pour les molécules plus complexes. Ainsi, les tests basés sur la réduction du cuivre ont
des problemes semblables dans le cas des melange des antioxydants complexes en termes de

sélection d’un temps de réaction adéquate [236].

4.5.2.4. Sélection d’une méthode de dosage AOC in vitro

L’¢lément primordial a étre pris en considération pendant la sélection d’une méthode est le
mécanisme de réaction et sa relation avec ce qui pourrait se produire durant la réalisation d’un
protocole expérimental. Concernant 1’effet antioxydant des polyphénols, on préefere

généralement un méthode basée sur un mécanisme HAT par rapport au mécanisme SET parce

93



que le radical péroxyle est le radical libre dominant dans I'oxydation des lipides les aliments et
des systemes biologiques. Cependant, il est tres intéressant de de développer des méthode
utilisant d'autres sources tels le OH°, 02", qui sont actifs dans les différentes cellules animale
et végétales, ainsi que polyphénols antioxydants ne se comportent pas de la méme maniére vis-
a-vis les différentes espéces radicalaires. Nulle méthode appliquée d’une maniére unique ne
peut étre considérée comme une méthode évaluant le pouvoir antioxydant totale, méme si elle
pourrait étre réalisée a la fois dans une solution aqueuse et dans un environnement lipophile.
Lors du dosage d'extraits par les méthodes AOC il faut prendre en considération que les
antioxydants incluent une panoplie de polyphénols, d'agents réducteurs et nucléophiles qui se
se distinguent selon 1) la solubilités et la phase de localisation, 2) le potentiel redox, 3) la

specificité et le mécanisme d'action [236].

Le tableau (4) compare les avantages et les inconvénients de certaines méthodes de dosage
AOC in vitro basés sur des critéres ayant trait a la simplicité, I’instrumentation requise, la
pertinence biologique, aux mécanismes, au temps requis. D’autres critéres tels la méthode de

quantification, le potentiel d’évaluation AOC lipophilique et hydrophile ne sont pas cités.

Tableau 4 : Comparaison entre Les différentes méthodes d’évaluation in vitro [237].

Antioxidant assays Simplicité Instrun_1ent P_e rtme_nce Mécanisme Tem_p s
requis biologique requis
ORAC ++ +++ +++ HAT ++
TRAP +++ -- -- HAT +++
FRAD +++ +++ -- SET -
TEAC ++ ++ - SET -
DPPH + + - HAT, SET +
CUPRIC +++ +++ - HAT +
Flourometric ++ ++ + HAT +
Chemiluminescence (CL) +++ +++ HAT +++
ABTS* + + + HAT +

+, ++, +++ : entre caractéristique désirable et caractéristique hautement désirable.
-, --, --- . entre caractéristique moins désirable et caractéristique non désirable.

4-5.3. Les méthodes AOC utilisant des mécanismes HAT et SET a la fois.
Bien que les tests TEAC et DPPH sont habituellement classés comme réactions SET, ces deux
radicaux peuvent en fait étre neutralisés soit par réduction directe par transfert d’électrons, soit
par destruction radicalaire par transfert d’atome H [238]. Les modeles et les mécanismes de
réactivité sont donc difficiles a interpréter sans avoir des informations détaillées sur la

composition et les structures des antioxydants testées. L’interprétation devient plus difficile
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lorsque les agents réducteurs des molécules tels que 1’acide ascorbique sont présents dans les

extraits des phénols.

4.5.3.1. Exemples sur les méthodes AOC utilisant des mécanismes HAT et
SET a la fois

4.5.3.1.1. La méthode du radical 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH®)

Le radical DPPH®° est I’un des rares radicaux d’azote organique stable, il est d’une couleur
pourpre foncé. Ce test est basé sur 1’estimation du pouvoir des antioxydants a induire une
réduction du radical le DPPH. Ce pouvoir peut étre évaluée par résonance de spin électronique
(EPR) ou en mesurant la diminution de son absorption. Le test de décoloration, largement
utilisé, a d’abord été rapporté par Brand-Williams et ses collégues [239]. Les tests antioxydants
sont basés sur la mesure de la perte de couleur de DPPH a 515-520 nm aprés sa réaction avec

des composés a tester [240], et la réaction est suivée par spectrophotométrie.
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Figure 28 : Structure chimique et piégeage du radical libre DPPH (Welipedia)
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Le test DPPH est considéré principalement basé sur une réaction SET, et I’abstraction
hydrogéne-atome est une voie de réaction secondaire [241]. Ceci permet de I’utiliser pour les
composés qui contenant les groupements donneurs d’hydrogene tels R2-NH, R-OH et R-SH.
Le test DPPH® est simple et rapide et n’a besoin que d’un spectrophotométre UV-vis pour
effectuer, ce qui explique probablement son utilisation répandue dans les dépistage antioxydant.
Dans la litérature, il y a une panoplie de protools expérimentaux concus pour 1’application de
ce test.

Le pourcentage du reste du DPPH non coloré est calculé selon la formule :
% DPPH°rem = 100 [DPPH°® Jrem/[DPPH® ]T=0

4.5.3.1.1.1. Exemple d’un protocole expérimental du test DPPH°
Dans ce protool expérimentam, le DPPH est préparé dans une solution alcoholique (méthanol
ou éthanol) a 1 ml de solution méthanolique de DPPH (0.012 g /100 ml) est ajouté a 1 ml de la
solution d’extraits de différentes concentrations (0,02 ; 0,04 ; 0,06 ; 0,08 ; 0,1 mg/ml), le
mélange est vigoureusement agité, puis les tubes sont incubés a la température ambiante et a
I’obscurité pendant 30 minutes.
Le blanc est représenté par le méthanol, Le contrdle négatif est composé de 1 ml de la solution
méthanolique de DPPH et 1 ml de méthanol, Le témoin positif est représenté par une solution
méthanolique d'un antioxydant standard : 1’acide ascorbique.
-Calcul des pourcentages d’inhibitions:
Le pourcentage d’inhibition ou réduction du DPPH® est calculé par la formule suivante :
I % = ((Ac - At)/Ac) x 100
Ac : absorbance du contréle négatif.
At : absorbance de la substance testée.
-Calcul des concentrations efficaces ICsp :

La concentration réductrice de 50 % (ICso) (appelée ECso pour Efficient concentration so), est
la concentration de 1’échantillon testé nécessaire pour réduire 50 % de radical DPPH’. Les ICso
sont calculées graphiquement par des régressions liant le pourcentages d’inhibition en fonction
de différentes concentrations des extraits testées. Dans le cas des polyphéols, plus une ICsp est
petite, plus I’antioxydant considéré comme avoir une activité plus importante. La capacité

antioxydante est comparée a un antioxydant de référence tels 1’acide ascorbique, le butyl-
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hydroxy-toluene (BHT) ou le Trolox (acide-6-hydroxy 2,5,7,8-tetramethylchroman-2-
carboxylique) [243].

4.5.3.1.2. La méthode du radical 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-
sulfonique) (ABTS™)

L’acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) est un radical libre et stable tres

utilis€ pour 1’évaluation du pouvoir antioxydant des fluides biologiques, des mélanges
complexes ou bien des composés purs. Ce radical est capable de réagir avec des antioxydants
classiques de type phénols et thiols mais aussi avec tout composé donneur d’hydrogéne ou
d’électron [244].
Le test TEAC est également une méethode colorimétrique ou une décoloration de la solution
bleue-verte contenant ABTS'* sera observée lors de la formation de ABTSH+ (couleur bleue a
verte). L’activité antioxydant totale d’une molécule est déduite de sa capacité a inhiber le
radical ABTS™", obtenu a partir de I’ABTS. L’obtention du radical cation résulte du contact de
I’ABTS avec une enzyme de peroxydation (peroxydase metmyoglobine) [245] ou
(horseradishperoxidase) [246] en présence de H2O2 ou d’un oxydant (dioxyde de manganése)
[247] ou persulfate de potassium [248]. Le radical ABTS™, en contact avec un donneur
de H’ conduit a ’ABTS" et a la décoloration a 734 nm de la solution [249].

4.5.3.1.2.1. Exemple d’un protocole expérimental du test ABTS™

Dans le protocole expérimental de Mebrek et al. [250], une solution mére d’ABTS" a été
produite par I’oxydation. d’ABTS 7,0 mM dans I’eau et de 2,5 mM de persulfate de potassium
pendant 16 h a ’obscurité a température ambiante, aprés quoi, la solution ABTS" a été dilué
avec de 1’éthanol absolu pour une absorbance de 0,8-0,9 a 734 nm avant d’étre utilisé dans
I’essai. Ensuite, 160 uLde la solution ABTS+ a été ajoutée a 40 pL de B-glucanes dans le
DMSO a différentes concentrations. Apres 10 minutes, I’absorbance était a 734 nm a 1’aide
d’un lecteur de microplaques a 96 puits. DMSO a été utilisé comme contréle, tandis que le BHA
a été utilisé comme norme. Résultats ont eté exprimés selon la formule :

I % = ((Ac - At)/Ac) x 100
Ac : absorbance du contr6le négatif.

At : absorbance de la substance testée.
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4.5.3.1.3. La méthode du radical (°OH) (Protocole Exemple)

Cette méthode implique 1’autoxydation du complexe Fe?*~EDTA dans un milieu aqueux pour
former O°2", qui est rapidement dismuté en H>O & pH 7.4. Ce dernier est interagit avec Fe;*
pour former les radicaux "OH en présence de 1’acide ascorbique comme catalyseur (réaction de
Fenton) La dégradation du désoxyribose par °OH dégage certains produits estimés en malonal-
déhyde (MDA), d’un chromogéne rose lors du chauffage avec 1’acide thiobarbiturique et dans
un milieu acide. Le role d’ascorbate est la réduction du Fe®* en Fe?* et cela provoque la réaction
de Fen-ton (Fe**-EDTA + ascorbate Fe?*-EDTA + ascorbate oxydé). Le protocole
expérimental exemple est delui de la méthode de désoxyribose ptoposée par Halliwell et al.
[78]. Le mélange réactionnel contient les réactifs suivants : 0.4 ml de la solution tampon
phosphate (50 mmol/ 1, pH = 7.4), 0.1 ml de ’extrait a différentes concentrations, 0.1 ml de
I’EDTA (1.04 mmol/l), 0.1 ml de FeCl3 (1 mmol/l) et 0.1 ml de 2-désoxyribose (60 mmol/l).
La réaction est commencée par 1’addition de 0.1 ml de 1’acide ascorbique (2 mmol/l) et 0.1 ml
de H202 (10 mmol/l). Aprés D’incubation a 37°C pendant 1 heure, 1 ml de I’acide
thiobarbutirique (TBA) (10 g/l) est ajouté dans le milieu réactionnel suivi par 1 ml de 1’acide
chlorhydrique (HCI) (25 %). Les mélanges sont placés au bain marie a 100°C pendant 15 min
et puis sont refroidit avec de 1’eau. L’absorbance des solutions est mesurée a 532 nm avec le
spectrophotometre contre le blanc. La capacité du piégeage du radical hydroxyle est évaluée
avec le pourcentage d’inhibition de I’oxydation de 2-désoxyribose par les radicaux hydroxyles.
Le pourcentage du piégeage est calculé en basant sur la formule suivante :

(%)= Ao —( A1-A2) X100/ Ao, ou : AO: représente I’absorbance du controle sans extrait ; :
représente 1’absorbance aprés I’addition de I’extrait et de désoxyribose ; : représente

I’absorbance de I’extrait sans dé-soxyribose.
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5. CONCLUSION

Ce travail est une revue bibliographique qui vise a actualiser notre conception vis-a-vis le
stress oxydant, les polyphénols et leurs mécanismes d’action antioxydant, ainsi que les
méthodes évaluant leur pouvoir antioxydant in vitro.

Les antioxydants sont responsables du mécanisme de défense de 1’organisme vis-a-vis les
pathologies associées a 1’attaque par les radicaux libres. Les polyphénols antioxydants peuvent
étre impliquées dans la prévention de différentes maladies provoquées par le stress oxydatif tels
le cancer, la maladie Parkinson, 1’ Alzheimer ou 1’athérosclérose.

Plusieurs méthodes et techniques sont développées et testées pour évaluer le pouvoir
antioxydant des polyphénols, seulement les avantages et les limites de ces méthodes sont encore
en débat. Il semble qu’il n’y a pas un consensus pour standardiser une méthode plus pratique
et plus simple pour évaluer le pouvoir antioxydant total. Par exemple, les limites déterminant
les antioxydants hydrophiles, les problemes qui se produisent durant la détermination du point
final de réaction, la sensibilité a la lumiere, I’analyse dans le pH physiologique, ’interférence
probable de certains composants alimentaires restent des obstacles qui méritent amplement de
recherche pour arriver a une méthode standard.

L’analyse des données bibliographiques a montré que les méthodes d’évaluation des
antioxydants in vitro, bien que sont d’une immense diversité, sont classifiées en trois groupes
es se basant le sur le mécanisme d’action; 1) Les méthodes basées sur le mécanisme HAT, 2)
Les méthodes basées sur le mécanisme SET, 3) Les méthodes basées sur le mécanisme HAT et
SET.

Pour chague mécanisme un protocole expérimental est sélectionné comme exemple clarifiant
le principe chimique sur lequel est basé 1’évaluation in vitro.

L’autre souci qui pourrait étre majeur est celui revenant a I’utilisation de différentes normes
exprimant les résultats, ce qui empéche de faire des comparaisons significatives.

La diversité des méthodes d’analyse in vitro des polyphénols nécessite de faire une réflection
sérieuse et concevoir d’autres investigations approfondies dans différents laboratoires ou
instances de recherche pour arréter des criteres fondés aidant a normaliser une méthode

standard.
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Théme
L’effet antioxydant des polyphénols : Etude in vitro

Résumé

D’un jour a I’autre, les antioxydants deviennent une partie essentielle de notre vie. Les antioxydants aident a
neutraliser ou a détruire les radicaux libres (ROS/RNS) élaborés durant un état physiologique normal ou issues
d’un stress oxydant avant qu'ils ne puissent atteindre les biomembranes est eendommagent les organites
cellulaires. Cette étude revoit les différents types des radicaux libres nocifs générés durant les processus
métaboliques et donne également un apercu de I'aspect mécaniste chimique des diverses méthodes évaluant in
vitro le pouvoir antioxydant des polyphénols. Ces derniers, issues du métabolisme secondaire des différentes
espéces végétales, ont fait 1’objet d’un apergu détaillé englobant leurs diversité structurelle ainsi que leur mode
d’action antioxydant vis-a-vis les différents types des radicaux libres. Cette étude a revu d’une maniére détaillée
les différentes méthodes d’évaluation in vitro basées sur les deux mécanismes d’action par lesquels les
polyphénols antioxydants peuvent neutraliser les espéces radicalaires, a savoir, le transfert d’atome d’hydrogene
(HAT) et le transfert d’électrons (SET). Malgré le nombre les méthodes développées et testées pour évaluer le
pouvoir antioxydant des polyphénols in vitro, seulement les avantages et les limites de ces méthodes sont encore
en débat. I semble qu’il n’y a pas un consensus pour standardiser une méthode plus pratique et plus simple
pour évaluer le pouvoir antioxydant total des polyphénols.

Mots clés: stress oxydant, antioxydant, polyphénols, HAT, SET

Abstract

Over time, antioxidants become an essential part of our life. Antioxidants help neutralize or destroy free radicals
(ROS/ RNS) produced during normal physiological conditions or resulting from oxidative stress before they can
reach biomembranes and damage cell organelles. This study reviews the different types of harmful free radicals
generated during metabolic processes and also gives an overview of the mechanistic aspect of the various
methods evaluating in vitro the antioxidant power of polyphenols. The latter, resulting from the secondary
metabolism of different plant species, have been the subject of a detailed overview encompassing their structural
diversity as well as their antioxidant mode of action against the different types of free radicals. This study
reviewed in detail the different in vitro assessment methods based on the two mechanisms of action by which
antioxidant polyphenols can neutralize radical species, namely, hydrogen atom transfer (HAT) and electron
transfer (SET). Despite the number of methods developed and tested to assess the antioxidant power of
polyphenols in vitro, the advantages and limitations of these methods are still under debate. There appears to be
no consensus to standardize a more convenient and simpler method for assessing total antioxidant power of
polyphénols.

Key words: oxidative stress, antioxidant, polyphenols, HAT, SET.
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