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PARTIE A :

Le Vieillissement,
les Anti-oxydants naturels
et

les Radicaux libres




I/ Le Vieillissement

1/ Définition du Vieillissement

Le vieillissement des étres vivants est un phénomeéne biologique universel dont le résultat
final est leur mort inéluctable au terme d’une vie bornée par une « longévité maximale ».

Or pour la grande majorité des étres vivants, des pathologies intercurrentes, viennent diminuer
leur longévité ; D’ou la notion de « longévité moyenne ».

Nous disposons d’une masse importante de données sur les modifications observées au cours
du vieillissement.

Celles-ci peuvent prendre des aspects trés polymorphes, touchant tous les niveaux
d’organisation : organes, tissus, cellules, organelles. Mais un phénomene constant se
retrouve : la déshydratation.

2/ Les Théories du Vieillissement

Au-dela de I’aspect descriptif, deux théories, non exclusives I’une envers I’autre, tentent de
venir expliquer le phénomeéne du vieillissement.

a/ La Théorie Génétique

Le vieillissement et donc la longévité sont génétiguement programmeés : théorie avancée
initialement par Hayflick, qui le premier a montré que des cellules diploides humaines mises
en culture mouraient aprés un certain nombre de multiplication.

b/ La Théorie Stochastique

Le vieillissement est le résultat d’une succession d’événements aléatoires, affectant tous les
niveaux d’organisation cellulaire. Il peut s’agir :
- d’erreurs dans le transfert d’information génétique conduisant a la synthese de
protéines anormales.
- d’un déséquilibre croissant entre les systéemes producteurs et protecteurs d’especes
radicalaires (2), conduisant & des microlésions des différentes macromolécules
cellulaires.

» Lathéorie radicalaire du vieillissement
Harman en 1956, énonce cette théorie : la respiration aérobie est la cause d’accumulation de
dommages oxydatifs responsables du vieillissement puis de la mort.
Ses arguments sont basés sur le paralléle biologique entre les anomalies rencontrées lors du
vieillissement normal et celles provoquées par des radiations ionisantes, a savoir, induction de
mutations, initiation de cancer, dommages cellulaires ...(1,2).
D’autre part, la radiolyse de I’eau est connue pour produire le radical hydroxyl (3) et un grand
nombre d’expériences utilisant la RMN ont identifié la présence du radical hydroxyl au sein
du vivant (4).
Devant ces constatations, Harman posa I’hypothése que comme des radicaux oxygénés étaient
produits in vivo, alors devaient exister des enzymes présentant une activité redox. Il s’était
méme avancé jusqu’a prévoir qu’il s’agirait probablement d’enzymes utilisant des ions
métalliqgues comme coenzymes, par analogie a la chimie in vitro des polymeéres.



L ensemble de ses prédictions fut confirmé durant les 40 années suivantes.
Les étapes marquantes furent :
- I’identification de la superoxyde dismutase en 1969 (5)
- la constatation d’une relation inverse entre la consommation d’oxygene par
gramme de tissu et I’espérance de vie maximale des différentes espéces animales
(MLSP : maximum life span potential)
- la notion de LEP (life energy potential) produit de MLSP par le taux métabolique
spécifique d’une espéce, qui est grossierement constant pour I’ensemble des
espéces animales.

11/ Les Anti-oxydants naturels

1/ La vitamine E

a/ Définition

Mise en évidence en 1922 par Evans et Bishop comme un micronutriment essentiel a la
reproduction, la vitamine E est un groupe de 8 substances liposolubles, 4 tocophérols (o, B, ¥
et d) et 4 tocotriénols (également appelé o, B, et 8). Mais dans I’organisme, I’a-tocophérol
est la forme la plus abondante et la plus active, d’ou son assimilation, le plus souvent, a la

vitamine E.
La structure de base est un para diphénol diversement substitué et une chaine latérale

isoprénoique en C20 (pour les tocophérols elle est dérivée du phytol, alcool gras a 20
carbones).
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Structure des différentes vitamines E

La structure tridimensionnelle, du fait de I’existence de 3 centres chiraux en position C2, C4’
et C8’ peut donner lieu a 8 stéréo isomeres. Mais dans la nature seule la forme RRR existe ;
alors que la synthese chimique donne un mélange racémique avec les 8 stéréo isomeres en
quantité équivalente (RRR, SRR, RSR, RRS, SSR, SRS, RSS, SSS).



b/ Biodisponibilité

La vitamine E ne peut pas étre synthétisée par I’organisme, et donc provient uniquement de
notre alimentation.

Les aliments les plus riches sont les germes de céréales, les huiles végétales et les poissons
gras.

Son absorption se fait au niveau de I’intestin gréle, ou elle est sécrétée dans la lymphe via les
chylomicrons, accompagnée des acides gras libres et des monoacylglycérols. Puis des
chylomicrons, le tocophérol est transféré vers les lipoprotéines de haute densité (HDL) en
compagnie de I’apolipoprotéine C, du cholestérol et des phospholipides en échange de
I’apolipoprotéine E (qui va permettre la clairance rapide des particules résiduelles de
chylomicron du plasma au niveau du foie grace a des récepteurs spécifiques de
I’apolipoprotéine E). La vitamine E, stockée au niveau du foie, est sécrétée dans le plasma au
sein des lipoprotéines de tres petite densité (VLDL) riches en triglycérides. Sous I’action de
lipoprotéine lipase, les VLDL sont hydrolysées et liberent des acides gras aux tissus ainsi que
la vitamine E, le reste se retrouvant dans les LDL. Ainsi la majeure partie de la vitamine E
plasmatique se trouve au sein des LDL. A partir de celles-ci, une autre voie d’apport de
Vitamine E existe via les recepteurs cellulaires au LDL. La libération par le foie de la
vitamine E dans le plasma est sous le contrble d’une protéine de transfert: la protéine de
Transfert Cytosolique de I’a-Tocophérol (a-TTP). Cette protéine présente une affinité
particuliére pour I’a-tocophérol sous sa forme RRR- ou 2R- . Elle joue donc un role essentiel
pour le maintien du taux plasmatique de la vitamine E (6,7). L excés d’a-Tocophérol, en cas
d’apport massif, ainsi que les autres formes de tocophérol et tocotriénol sont éliminées via le
systeme biliaire.

L existence de protéines cytosoliques liées a la vitamine E a été récemment mise en évidence,
leurs fonctions ne sont pas toute connues. L’une d’elle appelée Cytosolic Tocopherol
Associated Protein (TAP) semble jouer un réle dans I’expression de génes vitamine E-induits
en participant a la translocation nucléaire et a I’activation de la transcription (8, 9, 10).

Au niveau de I’organisme, les plus grandes quantités se retrouvent au niveau du foie, du tissu
adipeux, des surrénales et du muscle squelettique, mais on en trouve au sein de tous les tissus.
Une carence en vitamine E, provoque chez I’adulte des troubles de la fertilité, et lors de
I’embryogenése, encéphalomalacie et dystrophie musculaire.

c/ Effet antioxydant

Son activité antioxydante a été mise en évidence la premiere fois par OLCOTT en 1937.
Du fait de sa liposolubilité, la vitamine E se retrouve principalement au sein de la bicouche
lipidique des membranes. A ce niveau son action principale est de casser la chaine de
peroxydation lipidique. Ceci est d0 a deux propriétés vis a vis des acides gras poly insaturés :
- une plus grande propension a donner un hydrogene
- la moins grande réactivité du radical tocophéroxyle, qui réagira plus facilement
avec un autre radical libre pour donner un produit non radicalaire, qu’avec un
acide gras poly insaturé.
Cependant, dans certaines conditions, la vitamine E (PhOH) peut avoir un role pro oxydant.
C’est le cas en présence de fer ferrique ou si le radical tocophéroxyle (PhO) ne trouve que des
acides gras polyinsaturés pour réagir avec lui.

PhOH + Fe** = PhO' +Fe** +H* ou PhO +RH+ O, - PhOH + ROO



d/ Turn-over et régénération

Pour éviter que la vitamine E ne devienne pro oxydante, I’organisme possede deux moyens :
- le renouvellement des stocks, c’est a dire I’approvisionnement des cellules en
tocophérol réduit et I’élimination de la vitamine E oxydée, c’est ce que I’on
appelle le turn-over de la vitamine E .
- la régénération de la vitamine E oxydée par d’autres antioxydants, tels que la
vitamine C (ascorbate) et des ubiquinones comme le coenzyme Q.

PhO + AscH —» PhOH + Asc™
Or le turn-over de la vitamine E n’est pas identique dans tous les organes. Il est rapide au
niveau du foie, de la rate, des poumons, des reins, par contre il est lent au niveau du systéeme

nerveux central. Dans ce second cas, les mécanismes de régénération présentent une grande
importance.

2/ La Vitamine C
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al/ Structure

La vitamine C, est un dérivé osidique simple, I’acide L-ascorbique.

Nous avons perdu la capacité de la synthétiser a partir du glucose, ainsi que la plupart des
mammiferes, lors de I’évolution a cause d’une mutation dans le géne codant pour la derniére
enzyme de la voie de synthese : la L-gulonolactone oxydase (11). Notre seule source est donc
alimentaire.

Le nom chimique de I’acide L-ascorbique est: le 2,3 didéhydro-L-thréo-hexano-1,4-lactone.
Le carbone 5 asymétrique, donne deux énantiomeres possibles. La forme L est la forme
retrouvée dans la nature ainsi que la forme active.

Il s’agit d’une a-cétolactone a 6 carbones, hydrosoluble, possédant 2 fonctions énols
positionnées en C2 et C3 (avec des pKa de 11,57 et 4,17 respectivement). Au pH
physiologique plus de 99% de I’acide L-ascorbique est sous forme ionisée ou L-ascorbate.
Celui-ci, libére facilement un hydrogéne pour produire une résonance stabilisatrice, donnant
le radical L-ascorbyl.

Lorsque ce dernier, donne un second électron, il se forme I’acide L-déhydroascorbique ou L-
déhydroascorbate.

Le radical L-ascorbyl et I’acide L-déhydroascorbique peuvent étre recyclés par réduction
enzymatique. Pour le radical L-ascorbyl, interviennent soit la semidéhydroascorbate
réductase NADP-dépendante, soit la thiorédoxine réductase, une séléno-enzyme NADPH-



dépendante. Pour I’acide déhydroascorbique, la réduction fait intervenir la glutarédoxine, une
enzyme glutathion-dépendante ou la thiorédoxine réductase.

En I’absence de recyclage, I’acide L-déhydroascorbique est hydrolysé de facon irréversible en
acide 2,3-dicéto-L-gulonique qui ne présente pas de propriétés antioxydantes. La suite de la
dégradation produit I’acide oxalique et I’acide L-thréonique. Les autres catabolites sont
I’acide L-xylonique, I’acide L-hyxonique et le L-xylose.

Le terme de vitamine C est généralement utilisé pour décrire les composants présentant
I’activité biologique de I’ascorbate, c’est-a-dire ascorbate et déhydroascorbate.

b/ Absorption intestinale

L absorption au niveau de I’intestin gréle semble se faire de fagon active par des transporteurs
d’ascorbate sodium dépendant présents au pdle apical des entérocytes. Par contre, le transfert
au pble basal des entérocytes reste inconnu (12).

L’absorption intestinale de I’acide déhydroascorbique est inconnue, mais existe car il présente
une activité anti-scorbut, cependant plus faible que I’ascorbate (13).

Le glucose est connu comme étant un inhibiteur de I’absorption de I’ascorbate ou du
déhydroascorbate (14).

La biodisponibilité de I’ascorbate est variable selon la dose apportée et diminue avec
I’augmentation des doses ingérées : supérieure a 80% pour une dose inférieure a 100 mg, 78%
pour 200 mg, 75% pour 500 mg et 62% pour 1 250 mg (15).

¢/ Concentration plasmatique et tissulaire

Les concentrations plasmatiques rencontrées dans la population générale varient de 11 a
90 umol/L et le déhydroascorbate reste indétectable, représentant moins de 2% de la vitamine
C plasmatique. Une concentration inférieure & 11 pumol/L correspond & une carence en
vitamine C et entre 11 et 28 umol/L un taux limite (16).

La concentration tissulaire est variable selon la nature du tissu : importante dans les surrénales
et I’hypophyse, trés faible dans le foie, la rate, le pancréas, les cristallins, les reins et le
cerveau (17).

d/ Excrétion

Chez I’lhomme, la voie principale d’élimination de I’acide ascorbique et de ses métabolites est
urinaire. L’acide ascorbique est filtré au niveau des glomérules puis réabsorbé activement
grace a des récepteurs membranaires sodium-dépendants au niveau du tubule proximal (17).
La réabsorption active, est saturable: la concentration plasmatique maximale en acide
ascorbique est limitée par la capacité de réabsorption rénale. Ainsi le seuil de réabsorption
rénale chez des sujets sains homme ou femme semble situé entre 60 et 100 mg/jour. Dans ces
conditions, la majeure partie de la vitamine C absorbée au dela de 500 mg/jour est éliminée
dans les urines dans les 24 heures qui suivent (18).

A noter que, chez les sujets sains, des doses expérimentales comprises entre 1 000 et 10 000
mg/jour augmentent I’excrétion urinaire d’oxalate, cependant ce phénoméne ne concerne pas
des apports normaux compris entre 20 et 60 mg/jour ( 19) .

En ce qui concerne, I’acide déhydroascorbique, comme il n’est pas détectable dans le sérum,
nous n’avons pas d’information sur son excrétion ou sa réabsorption.



e/ Sources

Les aliments les plus riches sont les agrumes et le chou pendant I’hiver ; les fruits rouges, le
poivron rouge, les radis et la salade au cours de I’été, et enfin pommes et bananes toute
I’année.

f/ Activité biologique

» Donneur d’électron

La vitamine C est connue pour étre un donneur d’électron spécifique de 8 enzymes (11), dont
le dysfonctionnement est en rapport avec les symptémes décrits au cours du scorbut.
Trois d’entre elles interviennent dans la synthése du collagene, lors de I’hydroxylation post-
traductionnelle, essentielle a I’obtention d’une hélice de collagene stable. Il s’agit de la
proline hydroxylase, de la lysine hydroxylase et de la procollagéne-proline 2-oxoglutarate 3-
dioxygeénase.
En cas de carence en vitamine C, leurs dysfonctionnements expliquent :

- lafragilité capillaire (pétéchies, ecchymoses, inflammation gingivale)

- le déchaussement dentaire

- les désordres au niveau des tissus osseux et conjonctif

- la mauvaise cicatrisation.

Les deux suivantes, y-butyrobétaine 2-oxoglutarate 4-dioxygénase et trimébuthyllysine 2-
oxoglutarate dioxygénase sont deux dioxygénases intervenant dans la synthése de L-carnitine.
Cette derniere intervient dans le transport actif des acides gras au niveau de la membrane
mitochondriale, jouant un réle critique dans la modulation du métabolisme énergétique (20).
Cliniquement en cas de scorbut, leur dysfonctionnement permet d’expliquer les symptémes de
fatigabilité pouvant aller jusqu’a la léthargie.

Il 'y a ensuite, la dopamine-B-monooxygénase qui catalyse la conversion de dopamine en
norépinéphrine.
Son dysfonctionnement explique les symptdémes neuropsychiatriques du scorbut (21) :

- dépression

- hypochondrie

- humeur changeante

Enfin, deux autres enzymes nécessitent la vitamine C comme cofacteur mais les relations
pathogéniques avec la carence en cofacteur ne sont pas établies; Il s’agit de la peptidyl
glycine a-amino monooxygénase qui intervient dans I’amidation des peptides et de la 4-
hydroxy phénylpyruvate dioxygénase intervenant dans le métabolisme de la tyrosine (22).

La vitamine C intervient comme cofacteur non spécifique lors d’autres réactions :
- cofacteur de la 7a-monooxygénase qui intervient dans le métabolisme des
stéroides et des acides biliaires a partir du cholestérol (23).
- hydroxylation des xénobiotiques et carcinogénes par les cytochromes P450, dont le
fonctionnement nécessite la présence d’un donneur d’électron (24).
- dans I’activité de la nitric oxyde synthétase endothéliale en maintenant son
cofacteur tétrahydrobioptérine sous forme active réduite (25).



» Activité antioxydante
De nombreuses études ont montré que la vitamine C était un antioxydant idéal pour les
systemes biologiques pour plusieurs raisons. D’abord, la facilité de I’acide ascorbique pour
libérer un électron le rend réactif avec I’ensemble des espéces réactives de I’oxygene
rencontrees dans le vivant. D autre part, la vitamine C se comporte comme un co-antioxydant
en participant a la régénération de a-tocophérol a partir du radical a-tocophéroxyl (26). Enfin
la faible réactivité du radical ascorbyl qui est formé lorsque I’ascorbate réagit avec un ROS
est un autre avantage. En effet le radical ascorbyl n’est ni fortement oxydé ni fortement réduit
et ne réagit que faiblement avec I’oxygene. Ainsi, cela laisse le temps a deux radicaux
ascorbyl de réagir entre eux pour former ascorbate et déhydroascorbate. Ensuite, le radical
ascorbyl et déhydroascorbate peuvent étre détruits ou recyclés en ascorbate enzymatiquement.

3/ Les Caroténoides et Rétinoides

Les rétinoides correspondent a I’ensemble des molécules naturelles ou de synthése dont la
structure se rapproche de la vitamine A : tout-trans-rétinol.

W/CH;OH Tout-trans-rétinol
L

( | = \M/cpfo Tout-trans-rétinal
e

wufw \_COOH Acide tout-trans-rétinoique
I

N

Acide 13-cis-rétinoique

Acide 9-cis-rétinoique

Les principaux rétinoides de I’organisme humain

Le terme de vitamine A est souvent utilisé de facon générale pour regrouper I’ensemble des
molécules possédant I’activité biologique du rétinol.



a/ Sources et mécanisme d’absorption

Les rétinoides sont des micronutriments essentiels, car nous n’avons pas la possibilité de les
synthétiser de novo : ainsi, ils viennent en totalité de I’alimentation. Il existe deux sources
alimentaires :
- les caroténoides provitamine A, d’origine végétale
- les rétinoides déja formés, d’origine animale, retrouvés dans la viande
et les produits laitiers

Les caroténoides provitamine A, dont le plus important est le B-caroténe sont absorbés tels
quels par les enterocytes de la muqueuse de I’intestin gréle puis clivés par la caroténe 15,15’-
monoxygénase pour former deux rétinals qui sont alors réduits en rétinol par la rétinal
réductase.

Les rétinoides d’origine animale sont en grande majorité sous forme de rétinol et d’esters de
rétinol. Ces derniers correspondent a la forme de stockage. Le rétinol est absorbé sans
transformation par les entérocytes. Pour les esters, ils sont hydrolysés soit de facon non
spécifique au sein de la lumiere intestinale par des enzymes pancréatiques telles la triglycéride
lipase ou la cholestérol ester hydrolase, soit par des rétinol ester hydrolases présentes au
niveau de la bordure en brosse des entérocytes. Le rétinol ainsi obtenu est alors absorbé.

Au sein de I’entérocyte, le rétinol se lie a CRBP pour subir une estérification par la
lécithine : rétinol acyltransférase. Les esters de rétinol ainsi obtenus s’integrent dans les
chylomicrons et sont excrétés dans le systtme lymphatique pour rejoindre la circulation
générale via le systeme porte. Au niveau hépatique, 70% des esters de rétinol présents dans
les chylomicrons sont captés avec probablement une nouvelle hydrolyse en rétinol et acide
gras, mais le mécanisme précis et les enzymes impliquées dans le passage chylomicron vers
les hépatocytes ne sont pas clairement établis. La partie non captée par le foie, est captée par
les tissus périphériques notamment les yeux, les poumons, le tissu adipeux et la peau (27).

b/ Les différents rétinoides de I’organisme et leurs principales fonctions

Les différents rétinoides présents dans I’organisme, proviennent d’une modification de la
partie terminale de la chaine carbonée du rétinol.

De facon quantitative, rétinol et esters de rétinol sont les plus abondants. Seul le tout-trans-
rétinol correspond & la vitamine A. Les esters de rétinol correspondent aux formes de
stockage. Les principaux sont formés a partir des acides palmitique, oléique, stéarique et
linoléique (28,29).

Le rétinol n’a pas d’activité biologique proprement dite mais sert de précurseur au rétinal,
obtenu par oxydation réversible dont I’isomere 11-cis rétinal est essentiel pour la vision.

Les membres de deux familles enzymatiques peuvent étre impliqués dans cette oxydation : La
famille SDR (déshydrogénase/réductase des alcools a chaine courte) qui utilise comme
substrat préférentiel le rétinol lié a CRBP, et la famille ADH (déshydrogénase des alcools a
chaine moyenne) qui utilise uniquement le rétinol libre.

Au sein des autres organes, le rétinal ne présente pas d’activité biologique mais sert de
précurseur aux acides rétinoiques. Les isomeres tout-trans et 9-cis jouent un role dans la
régulation de la transcription. La concentration tissulaire des acides rétinoiques, est trés faible
de I’ordre de 100 a 1 000 fois moins que le rétinol. L’acide tout-trans rétinoique est forme par
oxydation irréversible du tout-trans rétinal par une rétinal dehydrogénase (RALDH) dont 5
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isotypes ont été référencés. L’isomérisation se fait ensuite de fagon non enzymatique en 9-cis
et 13-cis (29). Il est possible qu’une partie de I’acide 9-cis rétinoique soit formée a partir du 9-
cis rétinol par une double oxydation (faisant intervenir RALDH4) similaire a celle décrite
pour I’isomére tout-trans (30,31).

Les acides rétinoiques sont formés en dehors du noyau, dans le cytosol, puis migrent vers
celui-ci pour se fixer a leur récepteur spécifique. L’isomeére 13-cis, bien que présent dans les
tissus présente une activité transcriptionnelle beaucoup moins importante que les formes tout-
trans et 9-cis (32).

Des variantes oxo- et hydroxy- du rétinol et des acides rétinoiques sont présentes dans
I’organisme mais a des concentrations trés faibles. Bien que certaines molécules présentent
une activité biologique, elles correspondent a des formes du catabolisme et sont destinées a
étre éliminées.

Enfin, des formes rétro- et anhydro- peuvent étre synthétisées par I’organisme. Elles semblent
présenter une activité dans la régulation des fonctions immunitaires mais de mécanisme mal
connu (33,34).

Alimentation

Végétaux Viande et
Produits laitiers
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Rétinol et
Rétinyl esters

-
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O-cis rétinal

(ex : R-Carotene)

Stockage
Reétinyl esters

(Formé a partir des acides gras
palmitique, oléique, stérique
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11cis-rétinal

Vision

Acide All-trans-rétinoique
'\\,

Acide 13-cis-rétinoique Acide 9-cis-rétinoique

Réqgulation Transcriptionnelle

Relations et principales fonctions des différents rétinoides
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c/ Les protéines de transport des rétinoides

Au cours des différentes phases du métabolisme et catabolisme, les rétinoides sont liés a
différentes protéines de transport spécifique, dont certaines ont été évoquées précédemment.

Elles sont regroupées sous le terme de « Retinoid Binding Protein ». Comme décrit dans le
tableau ci-dessous, elles se différencient par leur localisation intra ou extracellulaire, leur
ligand préférentiel, leur distribution tissulaire.

Protéine Ligands Fonctions Repartition
tissulaire
Extra-cellulaire
Mobilisation des stocks |foie

Retinol Binding Protein (RBP) Rétinol hépatiques et transport  |tissu adipeux
sanguin autres
Epididymal Retinoic Acid Binding Protein (ERABP) Aqqle ; Transport |n't,ra.—ltljm|na| épididyme
Rétinoique au sein de I'épididyme autres
: . . Acide Transport au sein du
Beta-Trace(Lipocalin-type Prostaglandin D Synthase) Rétinoique liquide cérébrospinal cerveau
Interphotoreceptor Matrix Retinoid Binding Protein Rétinol Protéine impliquée dans S
L o ceil (rétine)
(IRBP) 11-cis réetinal |le cycle de la vision
. . . Répartition
Protéine Ligands Fonctions ep !
tissulaire
Intra-cellulaire
Cellular Retinal Binding Protein (CRALBP) Retlnol L. Protéine |mp||q_ut_3e dans ceil (rétine)
11-cis rétinal |le cycle de la vision
foie
Rétinol Transport et testicules
Cellular Retinol Binding Protein type | (CRBP 1) Rétinal métabolisme cellulaire rein
des rétinoides poumon
autres
Fixation et transport du
) - . Rétinol rétinol d'origine . . .
Cellular Retinol Binding Protein type Il (CRBP II) Rétinal alimentaire au sein de la intestin gréle
muqueuse intestinale
Fixation, transport et C?gﬁée
Cellular Retinol Binding Protein type Ill (CRBP llI) Rétinol métabolisme cellulaire du|2 .
L mammaire
rétinol . .
tissu adipeux
Fixation, transport et frzli(;
Cellular Retinol Binding Protein type IV (CRBP V) Rétinol métabolisme cellulaire du coeur
rétinol
autres
Acide Transport et
Cellular Retinoic acid Binding Protein type | (CRABP | =~ " métabolisme de l'acide P
retinoique ses | ... . . ubiquitaire
1) . . rétinoique au sein de la
métabolites
cellule
Métabolisme de I'acide
Cellular Retinoic acid Binding Protein type 1l ( CRABP A,c!de._ retinoique . Transfert_ peau
I ret|n0|qL_Je ses |vers Ig noyau cellulaire . uter_us
métabolites participation a la ovaires

transcription

Les principales protéines de transport des rétinoides (ref 35)
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4/ L es Flavanoides

a/ Définition, structure, synthése et origine

Les flavanoides regroupent un large ensemble de composés phénoliques naturels distribués de
facon quasi ubiquitaire dans le monde végétal.

Il s’agit de composés aromatiques, synthétises par les plantes a partir des acides aminés
aromatiques, phénylalanine et tyrosine, et d’unités acétate (36).

Phénylalanine ou Tyrosine

Acide Cinnamique

Acide p-Coumarique

Unités
Acétates

Schéma de la synthése des Flavanoides a partir des acides aminés aromatiques

Concernant leur structure chimique, il s’agit de phénylchromones (benzo-pyrones). Le cycle
pyrone est substitué la plupart du temps en position 2 par le radical phényl, sauf pour les
isoflavones ou la substitution se fait en position 3.
Au sein des plantes, on retrouve souvent une intrication de variation chimique dont les
principales sont (36) :

- des dérivés glycosylés

- des dérivés conjugués avec des sulfates inorganiques

- des dérivés conjugués avec des acides organiques

- des dérivés conjugués avec I’acide malonique
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Plus de 4 000 especes chimiques ont été découvertes au sein du monde végétal. Ce chiffre
correspond a une part minime du total car peu de plantes ont été totalement analysées en ce

qui concerne leur composition en flavanoides.

Une classification a été établie, on retrouve dans le tableau ci-aprés les principales classes de

flavanoides.
A
3 T 3
Catechin OH OH OH
5 6 7 8 -3 4 Isoflavone
Lutaslin OH - oH - OH OH
Tongeretin - OCHy OCH, OCH, OCH, =  OCH,
Apigenin OH = OH - - oH
Cirsiliol OH OCHy OCHy = oH oH
F i - B 5
lavano L 5 & > 4
A ] Genistain oW - o4 OH
. Orabal aH - oH OH
: i Tectorigenin - OH  OCH, oH OH
Biochanin & OH - OH OCHx
L F 2 3 & o Formanonetin — = OH  OCH,
Quercetin oH oH L oH ©OH = :
Fisatin o QH - OH oH -
Kosmplerodl OH  OH = - OH -
Myricatin OH oH - OH OH OH
Marin OH OH OH = aOH -
Flovonol Glycosides & 1 T g
Hmspanatin (s]7] oH OH  QCHy
Flavananal ¢ 7
"
AAE)
LS £
&
oM
3 (s ]
3 5 T ¥ 4 5 5 T ¥ g
Rutin R o oM oM oh - Tewfde R M e oM
Myrigitrin AR?  OH OH ©OH OH OH Silymarin
R'= Rhamnosylgleceside
= Rhamaoside Q‘T'““zu”
I
o
4 e o
OH o

Les principaux flavanoides connus

De ce fait notre exposition alimentaire aux flavanoides est loin d’étre négligeable. Ainsi deux
études I’une aux USA, I'autre au Royaume Unis, ont démontré une absorption moyenne de
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1 gramme de flavanoides par jour. En comparaison avec les apports moyens en vitamine E ou
en carotene, ¢’est une quantité considérable.

b/ Propriétés

Du fait de leur structure, les flavanoides présentent un potentiel d’agent chélateur de métaux
(fer et cuivre) et de piege de radicaux libres.

Des interactions avec la vitamine C ont été démontrées, permettant une stabilisation de la
forme réduite, ainsi qu’une augmentation de son absorption (36).

Les flavanoides sont connus pour modifier I’activité d’un certain nombres d’enzymes,
notamment (36) :

- laprotéine kinase C

- la protéine tyrosine kinase

- I’aldose réductase

- lamyéloperoxydase

- la NADPH oxydase

- la xanthine oxydase

- la phospholipase A2

- la phospholipase C

- lareverse transcriptase

- P’ornithine decarboxylase

- lasialidase

- I’oxydase cytochrome P450 dépendante

- I’epoxyde hydrolase

- la glutathion-S-transférase

- P’aromatase.

Ils présentent donc un effet sur de multiples fonctions. Les études sur les mammiféres, ont
montré que différents flavanoides pouvaient altérer le fonctionnement des leucocytes, des
plaguettes (action anti-inflammatoire) et de diverses cellules tumorales (action anti-tumorale
et anti-métastatique) entre autres (36).

5/Les Tanins
a/ Définition et structure

Il s’agit de polymeéres de petite ou moyenne taille composés principalement de flavan-3-ols
liés en 4-8 (type | et 11). D’autres variations sont possibles, liés en 4-6 (type 111) ou 4-6 et 2-O-
7 (type V).

Il existe trois niveaux de variation structurale :
- la taille avec le nombre d’unité flavan-3-ol pouvant aller du monomeére jusqu’au
polymere compose de 30 sous unités.
- les liaisons de polymérisation se faisant en 4-6 ou 4-8, peuvent créer un centre
chiral en 4 venant s’ajouter a ceux existant déja en 2 et 3.
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- enfin, le groupe hydroxyl situé en 3 et plus occasionnellement ceux situés sur le
cycle B peuvent étre estérifiés par un acide gallique. Dans ce cas, les esters d’acide
gallique ne dépassent pas en taille le trimére.

Classification des tanins selon la liaison de polymérisation

Hormis la classification précédente, basée sur la liaison de polymérisation, d’autres ont éte
proposees :
- basée sur le nombre de sous unité avec trois groupes : monomere, dimere/trimére
et oligomere de plus grande taille
- basée sur leur origine distinguant la encore trois groupes : issu du raisin, du thé et
d’une autre origine.

b/ Source alimentaire

Notre consommation de tanin est quantitativement importante. Ils sont présents dans de
nombreuses graines (cacahuete, lentille, haricot rouge, millet ...), dans les condiments
(persils, curcuma), dans tous les fruits et legumes et les fromages. Les boissons, vin, biére,
cidre et thé en contiennent également de fortes quantités.

D’un point de vue qualitatif, la répartition n’est pas homogene.
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Les monomeéres se retrouvent dans toutes les sources ci-dessus, les diméres dans la biére, le
vin ou I’igname. Les polymeéres se retrouvent en quantité importante dans des fruits (Kiwi,
banane ou fruits rouges) ainsi que dans le vin ou le cidre ; a noter que les grands polymeres se
retrouvent dans ces deux derniers.

c/ Propriétés

Chez les végétaux, ils jouent un réle structural mais également de protection contre les
agressions extérieures.

Pour nous, ils présentent une importante activité anti-oxydante de piégeur de radicaux libres.
Diverses expérimentations in vitro ont montré que celle-ci était souvent supérieure a I’activité
anti-oxydante de la vitamine E ou encore a celle du BHA ou BHT (37).

Cette activité de piégeur de radicaux libres, intervient pour protéger les aliments au sein de la
lumiere digestive, car hormis pour les monomeres il n’existe pas d’absorption.

111/ Les radicaux libres

Un certain nombre de radicaux libres, sont présents dans I’organisme, la plupart dérivés de
I’oxygene (mais pas uniqguement). On les regroupe sous le terme de ROS (especes réactives de
I’oxygéne).Nous verrons, pour chacun d’eux, la structure, les modes de production
principaux, les r6les physiologiques éventuels ainsi que les principaux effets pathologiques.
Ils peuvent étre classés en deux groupes :

- les radicaux primaires issus directement de I’oxygene

- les radicaux secondaires issus de I’interaction des radicaux primaires avec une

molécule organique.

Rappelons qu’un radical libre est une espece chimique, d’une durée de vie courte de I’ordre
de 10® & 10 secondes, chargée ou non, portant sur son orbitale externe un électron
celibataire.

A/ Les radicaux primaires

1/ L’ion superoxide (O,=)

Il s’agit du radical le plus abondamment produit dans I’organisme, et le point de départ des
chaines radicalaires.

a/ Syntheése
Il est obtenu par le gain d’un électron par la molécule d’oxygeéne.
O,+e —» 0Oy
Ce gain d’électron se fait par mécanisme enzymatique :
» Activation de la NADPH oxydase
NADPH + H"+2 0, > NADP+2H" +2 O,~

Cette réaction a lieu au sein des phagocytes lors de la production de peroxyde d’hydrogéne ou
d’hypochlorite, dont le pouvoir bactéricide est bien connu.
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O, +2H,O —» 2H0, H,O, + HCI —» CLO + H,0 + H*
SOD MPO

SOD : SuperoOxyde Dismutase
MPO : MyéloPerOxydase

» Reéduction monoélectronique de O,
Au sein de la chaine respiratoire mitochondriale ou lors des réactions d”hydroxylation faisant
intervenir le cytochrome P450 ou lors de I’intervention de diverses oxydases ou bien encore
lors du catabolisme de certaines molécules (catécholamine, flavines réduites). Dans ce cas la
libération de I’anion superoxyde est due a une réduction incompléte de I’oxygene moléculaire.

b/ Réactivité, roles physiologiques, réles pathologiques

S’il est le radical le plus produit de I’organisme, il n’est pas le plus réactif, ce qui autorise sa
diffusion intracellulaire voire intercellulaire.
Physiologiquement il intervient :

- dans la défense non spécifique contre les virus et bactéries

- dans la régulation de la croissance cellulaire

- comme signal intercellulaire.

D’un point de vue pathologique, il intervient notamment dans la peroxydation lipidique des
membranes, mais peut également interagir avec toutes les macromolécules cellulaires.

2/ Le peroxyde d’hydrogéne (H,O5)

Il ne s’agit pas d’un radical libre mais d’un oxydant non radicalaire. Cependant étant donné
son importance au sein des chaines radicalaires, il parait difficile de ne pas I’évoquer.

a/ Syntheése

Les sources cellulaires de peroxyde d’hydrogéne sont trés nombreuses, il provient de
réactions enzymatiques et non enzymatiques. Sa synthese dans I’organisme se fait par :

» Dismutation de I’anion superoxyde
Celle-ci peut étre spontanée ou enzymatique (SOD).

20,7+ 2H" > Hy0, + O

Cette source existe notamment au sein de la chaine respiratoire mitochondriale, mais
également dans tous les sites cellulaires ou I’anion superoxyde est produit :

- chaine de transfert d’électron microsomale ou un électron est transféré a O, par
I’intermédiaire de la NADPH-cytochrome P450 réductase et de la NADH-
cytochrome b5 réductase

- au sein des phagocytes grace aux NADPH oxydases

- action de la xanthine oxydase

» Réduction
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Le transfert enzymatique de deux électrons a une molécule d’oxygéne provoque la formation
de H,O, . De nombreuses oxydases sont impliquées :

- urate oxydase

- acyl-coA oxydase

- L-gluconolactone oxydase

- monoamine oxydase

b/ Réactivité, élimination, réles physiologiques

Du fait de sa structure non radicalaire, le peroxyde d’hydrogene est trés diffusible et peut
donc provoquer des dégats a distance de son lieu de synthese.

L’élimination du peroxyde d’hydrogene se fait par réduction en deux molécules d’eau, faisant
intervenir trois types d’enzyme :

- catalase

- myéloperoxydase

- glutathion peroxydase

Physiologiquement, le peroxyde d’hydrogéne intervient comme second messager (voie NF-
kB), ou lors de la synthése des hormones thyroidiennes.

3/ Le radical hydroxyle (OH-)

a/ Syntheése
Sa synthése se fait par deux voies:

> Hydrolyse de I’eau

H,O -» OH" + H
Rayon
ionisant

> Reéaction de Fenton
H,0, + Fe** — Fe®* + OH + OH'
ouCu® Cu*
b/ Réactivité
Sa réactivité étant tres importante (plusieurs milliers de fois celle de I’anion superoxyde), cela

se traduit une trés faible diffusion, et il provoque des dommages sur son lieu de synthése en
réagissant avec tous les types de macromolécules cellulaires.

4/ Monoxyde d’azote (NO*)

a/ Synthese

Dans I’organisme, il est synthétisé par les cellules endothéliales vasculaires et les
phagocytes, a partir de I’arginine grace aux NO synthases.
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Il intervient ensuite dans la synthése d’autres radicaux, tels que I’anion peroxynitrite et sa
transformation en dioxyde d’azote.

02"+ NO - ONOO ONOO + H" - ONOOH—OH + NO,
peroxynitrite

b/ Roles physiologiques

Au niveau physiologique, le monoxyde d’azote est impliqué:
- dans la vasodilatation
- dans la destruction des parasites par les macrophages
- comme second messager cellulaire.

B/ Les radicaux secondaires

Ils proviennent de I’interaction des radicaux libres primaires avec les molécules cellulaires,
provoquant alors des anomalies de fonctionnement des organelles.

1/ La peroxydation lipidique membranaire

Elle se déroule selon trois phases :
> Initiation : elle correspond & I’interaction d’un radical libre primaire avec un acide
gras (poly)insaturé membranaire, conduisant a la naissance d’un radical alkyle, qui
en interagissant avec I’oxygene moléculaire produit un radical peroxyle.

RH - R R + 0O, » ROO
Radical Radical
alkyle peroxyle

Il convient de noter que si une molécule antioxydante (AH) interagit avec ces
radicaux, il y a interruption de la chaine de peroxydation lipidique.

R+AH—->RH +A° ou ROO +AH—>ROOH +A
> Propagation : elle correspond a I’interaction d’un radical peroxyle avec un acide

gras insaturé voisin au sein de la membrane qui produit un hydroperoxyle lipidique
et un radical alkyle .

ROO + R'H —- ROOH + R™
Hydroperoxyle
lipidique

Cette réaction peut se produire plusieurs fois, tant que le radical libre ainsi produit
rencontre un acide gras insaturé.

» Terminaison : elle met fin a la propagation et se produit soit par I’intervention
d’une molécule antioxydante comme décrit précédemment, soit par la rencontre de
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deux radicaux libres donnant un acide gras a plus longue chaine et avec une
insaturation en moins.

R +R"—-> RR’
Les deux conséquences de la peroxydation lipidique sont les modifications de la viscosité et
de la perméabilité membranaires altérant son fonctionnement.
2/ L’oxydation des protéines
Elle correspond principalement a I’attaque du radical hydroxyle sur les fonctions thiols.
R-SH+ OH — R-S + H,O
Or les fonctions thiols sont souvent impliquées dans les sites fonctionnels des protéines, d’ou
une perturbation du fonctionnement des protéines qui peuvent étre des enzymes, des
transporteurs, des canaux ou des facteurs de régulation...
3/ L’attaque de I’ADN
Elle se produit principalement sur les bases guanidiques, produisant un radical 8-

hydroxyguanine et provoquant un clivage de la double hélice d’ADN. Il en résulte toutes les
conséquences imaginables selon I’importance du site atteint : mutation, carcinogenese ...

C/ Les sources potentielles de radicaux libres

1/ Exogene

- Radiations ionisantes

- Photo-oxydation

- Polluants de I’environnement (ozone, dioxyde nitreux)

- Certains médicaments (anti-cancéreux, anti-parasitaires)

2/ Endogéne

a/ Chaine respiratoire mitochondriale

De nombreuses expériences, ont été realisees dans le but d’essayer de quantifier I’importance
de la production d’espéces réactives de I’oxygene par les mitochondries. Les différents
travaux realisés in vitro, ont été menés soit sur des cultures cellulaires, soit avec des
mitochondries isolées ou encore des fragments de mitochondries. On a pu en conclure que 1 a
2% du flux d’électron « dévirait » vers la production de dérives oxydants (38,39).

Ainsi, dans une culture d’hépatocytes standard, par exemple, 10 molécules d’oxygéne sont
utilisées par jour et 2 .10'° & 4 .10" ions superoxyde seraient produits par jour (40) .
Cependant, I’ensemble de ces expériences réalisées in vitro utilisent une atmosphére
comportant 20% d’oxygéne; or la pression partielle en oxygene, in vivo, du milieu
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intercellulaire est estimée au environ de 5%. Ces résultats doivent donc étre nuancés et
probablement surestiment le flux d’oxydants provenant de la chaine respiratoire
mitochondriale.

b/ La [3-oxydation peroxysomale des acides gras

Les travaux réalisés ont montré qu’il s’agissait d’une source de peroxyde d’hydrogene.

IIs ont également contribué a renforcer la théorie radicalaire du vieillissement. Par exemple,
dans une culture d’hépatocyte de rongeur, I’utilisation de molécules dépourvues d’activité
mutagene mais provoquant une augmentation du nombre des peroxysomes, a montré une
activité carcinogene en provoquant le développement d’un hépatocarcinome (41,42,43).

¢/ Réactions impliquant le cytochrome p450

Sous le terme cytochrome p450, est regroupé un ensemble d’isoenzymes intervenant dans le
métabolisme de composants organiques, souvent d’origine végétale, en catalysant leur
oxydation ou leur réduction. Elles ont donc un role de détoxification. Ces réactions font
intervenir le NADPH.

Certaines de ces isoenzymes ont montré une capacité a réduire O, en O," (44,45). De plus
certains substrats des cytochromes p450 tels I’acétaminophéne ou le paraquat subissent un
cycle rédox en recevant un électron e” du cytochrome p450 et le transférant ensuite a O,.

Ainsi la production d’ions superoxyde par le cytochrome p450, semble étre le prix a payer par
les cellules animales pour supporter une certaine dose de molécule toxique (40).

d/ Les cellules phagocytaires

Les cellules phagocytaires synthétisent au sein de leurs phagosomes une grande variété de
molécules réactives: ions superoxyde, peroxyde d’hydrogene, oxyde nitrique, ions
hypochlorite, dans le but de détruire les éléments phagocytés.

Dans les conditions du fonctionnement normal, la production de ces molécules réactives est
contr6lée, et le stress oxydatif faible voir inexistant.

Cependant, en cas de réaction inflammatoire aigué (infection aigué) ou de réaction
inflammatoire chronique (maladies inflammatoires, infection chronique), il peut se produire
un emballement de la production et une libération au sein du milieu intercellulaire de ces
especes reactives de I’oxygeéne, source d’un stress oxydatif.

e/ Autres sources de ROS

Enfin, a coté de ces quatre sources majeures, il existe un certain nombre d’enzymes capables
de produire des espéces réactives de I’oxygéne lors de leur fonctionnement normal ou
pathologique. A titre d’exemple, nous pouvons citer la monoamine oxydase qui catalyse la
désamination oxydative de la dopamine au sein des synapses des neurones dopaminergiques
avec production de peroxyde d’hydrogéne. Un fonctionnement anormal avec une
surproduction de peroxyde d’hydrogéne semble étre impliqué dans I’étiologie de la maladie
de Parkinson (46).
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PARTIEB:
Les
Défenses
Anti-oxydantes
de

I’Organisme
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Pour se défendre vis a vis des radicaux libres, I’organisme présente plusieurs niveaux de
protection :
- un premier constitué par des molécules anti-oxydantes, jouant un réle de piégeur
de radicaux libres,
- un second plus complexe, constitué d’enzymes dont le role est la neutralisation des
radicaux libres,
- enfin un troisieme, plus indirect, comportant les enzymes de réparation des
macromolécules cellulaires.

I/ Les molécules antioxydantes

Il s’agit des molécules détaillées dans la premiere partie.

Pour la défense des membranes il s’agit principalement de I’alpha tocophérol et au niveau du
cytosol de I’acide ascorbique et du glutathion.

La vitamine E protege les acides gras insaturés de la peroxydation lipidique.

Vitamine C et Glutathion jouent le role de piégeur des radicaux libres produits au sein du
cytosol. Mais ces molécules n’agissent pas de fagon isolée. Au contraire, la vitamine C
intervient dans le recyclage de la vitamine E, et le glutathion intervient dans le recyclage de la
vitamine C.

Vitamine E

Réduite Vitamine E
Oxydée Membrane

Vitamine C

Réduite Vitamine C

Oxydée
Cytosol

Glutathion Glutathion
Réduit Oxydé

GSH-Px

Schéma du cycle des antioxydants
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D’autre part, les rétinoides et la vitamine A peuvent se comporter comme des piégeurs de
radicaux libres ou encore intervenir dans la régulation transcriptionnelle des géenes codant
pour les enzymes antioxydantes.

Un peu a part, interviennent également dans la défense antioxydante, certaines protéines de
transport comme la transferrine ou la céruléoplasmine qui en fixant les métaux de transition
permettent de rendre le milieu cellulaire et intercellulaire stable au niveau du taux de radicaux
libres.

11/ Les enzymes de protection contre le stress oxydatif

L’organisme est pourvu d’une grande variété d’enzymes de protection contre les réactions
d’oxydations.

1/ Enzymes anti radicaux libres

Tout d’abord, les enzymes impliquées directement dans la destruction des radicaux libres.
Il s’agit de la Superoxyde dismutase qui accélére la réaction de dismutation spontanée de
I’ion superoxyde en peroxyde d’hydrogene. Il existe différentes isoenzymes :
- la SOD a cuivre et zinc, protéine soluble présente dans le cytosol de toutes les
cellules eucaryotes
- la SOD a manganeése que I’on retrouve au sein de la matrice des mitochondries.
Mais le peroxyde d’hydrogene est une molécule trés réactive, d’ou la présence de deux
enzymes pour sa destruction en eau :
- la catalase : enzyme spécifique de la réduction du peroxyde d’hydrogene en eau.
- la glutathion peroxydase qui intervient surtout sur la réduction  des
hydroperoxydes lipidiques mais aussi de facon non négligeable sur le peroxyde
d’hydrogéne.

Ces différentes enzymes travaillent en étroite collaboration, ce qui explique I’échec des
travaux portant sur une tentative d’augmenter nos moyens de défense en provoquant une
surexpression d’une seule de ces enzymes.

2/ Enzymes a activité réductrice

Ensuite, non trouvons le groupe des enzymes intervenant sur la réduction des molécules
antioxydantes. Il s’agit de :
- la glutathion réductase qui réduit le glutathion
- la déhydroascorbate réductase qui intervient dans le recyclage de la vitamine C
oxydée
- la thioredoxine réductase qui intervient dans le maintien sous forme réduite des
radicaux thiols des protéines.

De facon plus indirecte, nous pouvons encore citer les enzymes intervenant dans le maintien
d’un environnement réduit comme par exemple la glucose-6- phosphate déshydrogénase qui
régénere le NADPH, qui fait la jonction entre le métabolisme énergétique et la protection
antioxydante.
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111/ Les enzymes de réparation des macromolécules

Pour compléter le systeme de défense contre I’oxydation, il existe au sein de la machinerie
cellulaire, des enzymes orientées vers la réparation des lésions oxydatives des
macromolécules.

Moins de travaux ont porté sur cet aspect.

On peut citer I’existence de glycosylases qui reconnaissent et excisent les bases oxydées de
I’ADN (47,48).

Il existe également des protéases intervenant spécifiquement sur les protéines oxydées (49).
Enfin pour les lipides, il existe des enzymes réparant les lipides membranaires oxydés. Pour
exemple nous citerons le cas de la phospholipase A2 qui clive les peroxydes lipidiques des
phospholipides (50).
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PARTIE C :
Essais de Supplémentation
En
Anti-oxydants

Méthodes et Résultats
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Nous disposons actuellement de nombreuses études, principalement descriptives et dans une
moindre mesure interventionnelles. Elles portent sur la relation des antioxydants soit avec une
pathologie observeée lors du vieillissement, soit avec le vieillissement de facon globale.

I/ Relation entre immunité et antioxydant

Les antioxydants et les radicaux libres ont une influence importante sur le fonctionnement du
systéme immunitaire car :

- les cellules immunitaires sont plus sensibles au stress oxydatif car elles possédent
une concentration en acides gras insaturés plus importante au sein de leurs
membranes que les autres types cellulaires

- elles produisent plus de radicaux libres, du fait de leurs fonctions : phagocytose,
production de prostaglandines...

- leur fluidité membranaire, cruciale pour leur fonctionnement, est liée a la richesse
en acides gras insaturés, pour les fonctions de phagocytose, mobilité,
communication intercellulaire. Or la peroxydation lipidique diminue la fluidité
membranaire.

- les radicaux libres et notamment I’ion superoxyde et le peroxyde d’hydrogéne
interviennent dans le contréle transcriptionnel de nombreux genes, via les systemes
NF«B et AP1, dont ceux codant pour les cytokines .

Lors du vieillissement, il est bien documenté qu’il existe une augmentation de la fréquence
des pathologies liées a un moins bon fonctionnement du systéme immunitaire correspondant a
I’immuno-sénescence (51,52).

Ainsi, on observe une plus grande fréquence des cancers aprés I’age de 65 ans. Méme si les
raisons sont multifactorielles, I’une d’entre elles est la diminution de la réponse immunitaire
vis a vis des cellules anormales et notamment de I’activité Natural Killer (NK) (53).

D’autre part, il existe une augmentation de la sensibilité aux infections avec I’age.

Or, la peroxydation lipidique des membranes diminue la fluidité membranaire et de fagon
parallele la réponse immunitaire. Comme le montrent les travaux sur des souris dont les
apports alimentaires en lipides ne sont composés que de lipides oxydés. Rapidement, ces
souris présentent une atrophie thymique et des dysfonctions de la réponse lymphocytaire T
paralléles a celles observeées lors du vieillissement (54).

D’ou I’origine de I’hypothése d’une implication du stress oxydatif dans I’immuno-sénescence.
L’étude de I’effet de traitements antioxydants sur la réponse immunitaire fait appel entre
autres, a la réponse d’hypersensibilité cutanée retardée et a la réponse mitogene in vitro de
leucocytes vis a vis des facteurs de prolifération tels que la concanavaline A.

La réponse d’hypersensibilité cutanée retardée est un test simple et relativement fiable car
Wayne et coll. ont pu montrer qu’en cas de réponse négative (anergie) chez des sujets de plus de
60 ans la mortalité globale était doublée par rapport a ceux présentant une réaction positive (55).

La grande majorité des études portent sur les effets de la vitamine E et/ou sur le béta caroténe,
guelques-unes sur le glutathion.

Il est intéressant, de noter que plusieurs études de supplémentation en anti-oxydants, ont
permis d’améliorer les marqueurs de la réponse immunitaire chez des sujets ageés :
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- une supplémentation par 800 Ul/jour de vitamine E pendant 1 mois chez des sujets
agés en bonne santé, permettait d’augmenter la réponse cutanée a la tuberculine
(56).

- une autre étude, avec un apport de 45 a 60 mg/jour de B carotene pendant 2 mois
chez des personnes agées en bonne santé rapporte I’augmentation de I’activité
Natural Killer du sang périphérique (56).

- une étude chez des personnes agées en institution, supplémentées par un composé
comportant 8 000 Ul de vitamine A, 50 mg de vitamine E et 100 mg de vitamine C
de fagon quotidienne pendant 28 jours a conclu a une augmentation du taux de
lymphocyte T total et de lymphocyte T helper (57).

- enfin, les travaux de Kennes et coll. : I’apport de 500mg de vitamine C par jour en
intramusculaire pendant 1 mois a permis d’augmenter in vitro la réponse mitogene
des lymphocytes et in vivo la réaction cutanée d’hypersensibilité retardée (58).

Par contre, deux études rapportent qu’une consommation importante de Vitamine E avait un
effet négatif sur I’activité de phagocytose et I’activité bactéricide des polynucléaires
neutrophiles (59,60).

De I’ensemble de ces travaux, il ressort deux questions importantes :
- celle de la dose optimale a apporter
- celle de I’effet dans la durée d’une supplémentation.

» Dose optimale
Pour ce qui concerne la dose optimale, un travail portant également sur le § carotene, avec 5
groupes de 4 personnes avec un apport de 0, 15, 30, 45 et 60 mg montre une augmentation du
pourcentage de lymphocytes T Helper (CD4+), de Natural Killer (CD16+), de cellules
exprimant le récepteur a I’interleukine 2 (CD25+) et de cellules exprimant le récepteur a la
transferrine mais sans modification de la réponse immunitaire (63).
Avec le glutathion, deux études surtout sont a retenir.

- La premiére chez la souris, ou un apport pendant 4 semaines d’une alimentation
contenant 0, 0,1, 0,5 ou 1% du poids en glutathion permet pour les doses
supérieures ou égales a 0,5% de corriger la différence entre sujets jeunes et agés
pour la concentration plasmatique en glutathion ainsi que la réponse immunitaire
mesurée sur le test cutané et la prolifération in vitro des lymphocytes T (64).

- Chez I’homme, une étude in vitro sur les cellules mononuclées du sang
périphérique incubées dans un milieu contenant 0, 0,5, 1, 2, 5 ou 10 mmol/l de
glutathion, puis mesure de la réponse proliférative a la concanavaline A et de la
production d’interleukine 2 . Aux doses de 2 a 10 mmol/l augmentation des deux
criteres avec un effet optimal pour 5 mmol/l. Par contre, les auteurs observent
I’effet inverse pour les doses de 0,5 et 1 mmol/I (65).

» Durée de la supplémentation

Pour ce second point, deux études apportent un début de réponse.

- Une supplémentation pendant 6 mois par 400mg de vitamine E de sujets jeunes et
ageés versus placebo, montre apres 2 mois : une augmentation de la concentration
plasmatique en vitamine E et une diminution de la concentration plasmatique en
peroxyde lipidique des deux groupes supplémentés par rapport au placebo. Apres 6
mois, la diminution de la concentration plasmatique en peroxyde lipidique par
rapport au groupe témoin persiste uniquement chez les sujets ages. Quant a la
réponse immunitaire, la réaction d’hypersensibilité cutanée retardée est améliorée
dans les deux groupes supplémentés mais de fagon plus importante chez les
personnes ageées (61).
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- Dans la seconde étude, portant sur 59 sujets répartis en 38 d’age moyen (51 a 64
ans) et 21 plus agés ( 65 a 86 ans) la moitié est supplémentée par 50 mg de b
caroténe un jour sur deux pendant 10 ans versus placebo. Les résultats montrent
une restauration de I’activité Natural Killer des sujets agés supplémentés au méme
niveau que celle des sujets d’age moyen du groupe témoin (62).
Une autre approche plus pratique, consiste a mesurer I’effet d’une supplémentation sur la
réponse a une infection. Plusieurs travaux ont permis de mettre en évidence une diminution du
taux d’antioxydant lors des infections. Par exemple, HENNETT et coll., ont montré que lors
de I’infection de souris par le virus influenzae, les concentrations en vitamine C, vitamine E et
glutathion au sein du poumon et du foie diminuaient (66). La carence en antioxydant rend ces
méme souris plus sensibles a une infection virale (67,68).
Les travaux de Hayek et coll. (69) sur I’effet préventif d’un apport de vitamine E a des souris
avant une infection par le virus influenzae H3N2 sont particulierement intéressants. Les souris
recoivent pendant 6 semaines avant d’étre infectées par voie nasale soit 30 ou 500 ppm de
vitamine E. Elles sont ensuite sacrifiées a J2, J5 ou J7 de I’infection, et le degré d’infestation
virale pulmonaire est mesuré. Les effectifs des différents groupes et les résultats sont
présentés ci-dessous.

age jeune (4 mois) age (22 mois)
dose de vitamine E (ppm) 30 500 30 500
. 2 7 8 4
durée post
infection (jours) > 7 9 4
7 6 5 5

Effectifs des différents groupes de souris C57B1/6NIA (Hayeck et coll. (69))

214 S00ppm

Log,, Viral Titer

2 5

Days Postinfection

Taux d’infestation pulmonaire par le virus influenzae H3N2
a : pas de différence statistiquement significative

b : différence statistiquement significative

(J2 p<0,01 J5 et J7 p<0,05)

Sur ces résultats, nous remarquons que la supplémentation par 500 ppm de vitamine E chez
les sujets ageés permet de diminuer I’infestation virale au niveau de celle constatée chez les
sujets jeunes.
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11/ Pathologie neuro-dégénérative et antioxydants

Les effets du vieillissement sur le systeme nerveux central se manifestent au niveau
histologique par une diminution du nombre de neurones et une diminution du nombre de
synapses par neurone. Au niveau histochimique, on observe une augmentation de la
concentration en TBARS et lipofuscine, marqueurs d’une oxydation des lipides et des
protéines.

Le cerveau est un grand consommateur d’énergie, 20% des besoins énergétiques quotidiens,
alors qu’il ne représente que 2% du poids du corps. Il est donc susceptible d’étre plus exposé
a une importante production de radicaux libres. D’autant plus qu’en dehors du métabolisme
énergétique, le catabolisme des neurotransmetteurs, notamment le glutamate et la dopamine
est une source de radicaux libres.

D’autre part, en dehors d’un potentiel de production de radicaux libres élevé, le systeme
nerveux central est potentiellement plus sensible a un stress oxydatif pour deux raisons
principales, une grande richesse en acide gras insaturés et I’absence de renouvellement des
neurones.

Tout cela rend nécessaire I’existence de systemes de défense contre les radicaux libres
particulierement efficaces.

En partant de ces constats, différentes etudes épidémiologiques ont recherché une corrélation
entre consommation en antioxydant et risque de développer une pathologie
neurodégénérative.

- L’étude PAQUID : elle porte sur 3 777 sujets agés de plus de 65 ans, vivant a
domicile, tirés au sort dans 75 communes de Gironde et Dordogne. Le but de
I’étude était la recherche active des cas de demence et de leur étiologie lors de la
visite initiale en 1988-89 et lors des suivis ultérieurs a 1, 3, 5, 8 et 10 ans .Pour
cela, ont été utilises des questionnaires nutritionnels et des dosages biologiques.
Ainsi une consommation modérée de vin diminuait significativement le risque de
développer une démence dans les 3 ans en éliminant les facteurs de confusions
age, sexe, niveau d’étude et profession (70). L’explication proposée pour expliquer
le réle protecteur du vin serait sa richesse en flavanoides.

- Dans cette étude, les travaux de COMMENGES et coll, portant sur la relation entre
consommation en flavanoides et risque de développer une démence a 5 ans, a
montré que les personnes dont la quantité de flavanoides ingérée était la plus basse
(tercile inférieur) présentaient un risque multiplié par deux par rapport au reste de
I’échantillon (71).

- L’étude des taux plasmatiques initiaux en vitamine E et vitamine A et de
I’évolution du taux plasmatique en MDA (malondialdéhyde, marqueur de la
peroxydation lipidique) réalisé dans un sous-groupe de 626 personnes montre un
taux plus bas en vitamine E et A chez les futurs déments et une augmentation du
taux de MDA (les prélevements ont été realisés lors de la visite a 1 an et a 8 ans du
début de I’etude). Seul le taux plus bas de vitamine E s’est montré statistiquement
significatif. Ainsi, les patients dont le taux plasmatique en vitamine E était
inférieur a 21umol/L présentaient un risque augmenté, statistiquement significatif
de développer une démence (72).

- Dr’autres études, ont trouvé une relation inversement proportionnelle entre
consommation d’antioxydant et risque de développer un état démentiel (73, 74, 75,
76).
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L’étude EVA: son objectif principal était d’identifier les facteurs de risque
endogenes et exogénes d’un vieillissement vasculaire et cognitif plus précoce ou
plus sévére. Elle a porté sur une population de 1 389 volontaires inscrits sur les
listes électorales de Nantes, agés initialement de 60 a 70 ans entre 1991 et 1993. Le
suivi a été de 9 ans avec des tests neuropsychologiques répétés, la mesure de
différents parametres anti-oxydants : concentration plasmatique en sélénium et
caroténoides, concentration érythocytaire en vitamine E, TBARS (thiobarbituric
acid reactive species, mesure globale de I’activité oxydante du sérum), activité
enzymatique superoxyde dismutase SOD1 et glutathion peroxydase des hématies.
L’ analyse des relations transversales n’a montré qu’un faible effet protecteur des
antioxydants sur le fonctionnement cognitif (77). Par contre I’étude longitudinale a
permis de définir un sous-groupe présentant un déclin cognitif global avec la perte
de 3 points au MMSE en 4 ans (soit 15% de I’effectif) (78). Ce déclin était associé
avec un bas niveau en antioxydant plasmatique (sélénium et caroténoides), et un
haut niveau en TBARS. Par contre, aucune relation n’a été mise en évidence entre
le taux érythrocytaire en vitamine E et le risque de déclin cognitif. En ce qui
concerne les activités enzymatiques, une activité glutathion peroxydase plus basse
était en relation avec un déclin cognitif (79).

Par contre, aucune étude interventionnelle n’a permis de mettre en évidence une réduction du
risque de pathologie neurodégénérative par une supplémentation en antioxydants.

111/ Pathologies oculaires dégénératives et antioxydants

L ceil est particulierement exposé au stress oxydatif car :

il présente un métabolisme €elevé

il recoit, du fait de sa fonction, un taux d’irradiation cumulée important
les photorécepteurs sont riches en acides gras insaturés

I’épithélium pigmentaire est le lieu d’une activité phagocytaire.

La encore, diverses études épidémiologiques avec des résultats plus ou moins contradictoires
montrent I’existence d’une relation entre apport en antioxydants et risque de développer une
dégénérescence maculaire liee a I’dge (DMLA).

Les principales études sont :

I’étude NHANES ( National Health And Nutrition Examination Survey)
I’étude BDES (Beaver Dam Eye Study)

I’étude EDCC (Eye Disease Case Control study)

I’étude BMES (Blue Montain Eye Study)

I’étude BLSA (Baltimore Longitudinal Study of Aging)

I’étude POLA ( Pathologie Oculaire Liée a I’Age)

POLA est une étude épidémiologique portant sur 2 584 personnes de plus de 60 ans (age
moyen de 70,4 ans) résidant a Séete (Hérault) dans le but d’identifier les facteurs de risque de
deux maladies oculaires trés fréquentes liees au vieillissement : la cataracte et la DMLA . Les
participants volontaires ont été recrutés de juin 1995 a juillet 1997 par des appels dans la
presse locale, par téléphone, par courrier ou sur listes électorales. L’étude a comporté un
interrogatoire sur leur mode de vie, I’histoire médicale, les lieux de résidence successifs, afin
de déterminer I’importance de leur exposition solaire. Il y a eu également un examen clinique
standard, un bilan biologique et enfin un examen ophtalmologique approfondi.
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Différents éléments ont pu étre tirés de cette étude. En ce qui concerne les antioxydants, il
existe une relation inverse entre le taux plasmatique en vitamine E et le risque de développer
une DMLA. Ainsi pour le quintile de I’échantillon ayant la concentration plasmatique la plus
élevée en vitamine E, le risque de développer une DMLA est de 82% moins important que
pour le quintile avec la concentration plasmatique la plus basse. L’étude a également mesuré
les concentrations de vitamine C, vitamine A et 3 caroténe mais n’a pas retrouvé de relation
statistiques avec le risque de développer une DMLA (80).

En ce qui concerne les autres études, les résultats sont synthétisés dans le tableau ci-dessous.

Etude Vitamine C Vitamine E Vitamine A Caroténoides référence
NHANES Protecteur / Protecteur / 81
alpha et beta
Protecteur | Augmentation cr:gtrgéf:jr
BDES mais non du risque si Pas d'effet P L. ' 82
significatif | apport faible lutéine et
zéaxanthine
sans effet
FR
EDCC mais non |Pas de relation| Pas d'effet de la 83
significatif zéaxanthine
BMES Pas d'effet / Pas d'effet / 84
BLSA Pas d'effet / Pas d'effet | Cot@carotene 85
sans effet

Relation entre antioxydants et DMLA

Aucune étude interventionnelle n’a permis de mettre en évidence un bénéfice en cas de
supplémentation.

1VV/ Espérance de vie et anti-oxydants

Les résultats des différentes expérimentations sont relativement décevants dans ce domaine.
Une augmentation de I’espérance de vie maximale n’a a ce jour pas pu étre obtenue par une
supplémentation en antioxydants.

» Travaux sur les insectes et les nématodes

Seuls les travaux de transgenese permettant d’obtenir des drosophiles surexprimant le géne de
la SOD et de la catalase ont permis d’obtenir des animaux avec une durée de vie plus élevée
mais au prix d’un métabolisme élevé (86). Il est intéressant de noter que si seule I’une des
deux enzymes est surexprimeée, cela n’augmente pas la durée de vie et méme la diminue dans
le cas de la SOD (87).

Par contre, divers travaux ont permis d’augmenter I’espérance de vie moyenne d’une
population d’animaux par un apport augmenté en antioxydants. Ainsi un apport important en
vitamine E a permis d’augmenter I’espérance de vie moyenne d’une population de drosophile
de 20%. Des résultats similaires ont été obtenus avec des nématodes, le rotifére « philadina »
et le moustique de la fiévre jaune.

33



» Travaux chez les mammiferes
Chez les mammiferes, divers essais chez des souris ont permis d’augmenter I’espérance
moyenne de vie d’une population mais uniquement pour une supplémentation réalisée de la
naissance a la mort.

Souris méle LAF1
supplémenté par 1% du |espérance de vie moyenne ref 88
poids des aliments en 2- | passe de 24,5 a 31,6 mois
Mercapto-éthylamine
Souris C3H supplémentée | Majoration de lI'espérance
. . ref 89
en ethoxyquine de vie moyenne de 18%
Souris N2B avec un apport . : , .
. Majoration de lI'espérance
de 2500 ppm/jour de . ref 90
. . de vie moyenne de 7%
vitamine E
Souris N2B avec un apport Majoration de l'esperance
de 10000 ppm/jour . ref 90
\ . de vie moyenne de 32%
d'ethoxyquine

Majoration de I’espérance de vie moyenne
par une supplémentation en antioxydant

Par contre, d’autres essais de supplémentation a partir de I’age moyen (18 mois) et jusqu’a la
mort, avec divers antioxydants (vitamine E 500 ppm/j, glutathion 0,5% du poids de
I’alimentation, vitamine E 500 ppm et glutathion 0,5%, mélatonine 11 ppm ou encore extrait
de framboise a hauteur de 1%) (91) ou par un complexe de plusieurs antioxydants (3 caroténe,
vitamine E, vitamine C, rutine, sélénium et zinc) (92) n’ont pu aboutir & un effet similaire.

V/ L’étude SU.VI.MAX (93)

Il s’agit d’un vaste essai comparatif randomisé versus placebo en double aveugle, dont le but
était d’evaluer I’effet d’une supplémentation alimentaire par une association d’antioxydants.
Elle inclut 13 017 adultes &gés de 35 a 60 ans habitant en France. Selon le tirage au sort, ils
ont pris quotidiennement soit un placebo, soit une gélule comportant 120 mg d’acide
ascorbique, 30 mg de vitamine E, 6 mg de B carotene, 100 pg de sélénium et 20 mg de zinc.
Les critéres de jugement retenus sont I’incidence des cancers et des cardiopathies
ischémiques, la mortalité totale étant un critere secondaire.

Apres un suivi médian de 7,5 ans, les résultats ont été publiés en novembre 2004.

- 7,8% des patients n’ont pas terminé I’essai.

- parmi ceux ayant terminé I’essai, 74% ont affirmé avoir pris au moins les 2/3 des
gélules.

- le traitement n’a pas eu d’effet statistiquement significatif sur les criteres de
jugement principaux : 1) incidence des cancers de 4,2% dans le groupe antioxydant
versus 4,6%, et 2) incidence des cardiopathies ischémiques 2,1% dans les deux
groupes.

- pas d’effet sur la mortalité globale : 1,2% dans le groupe antioxydant versus 1,5%
dans le groupe témoin.

- par contre dans le sous-groupe homme, I’incidence de cancer a paru moindre 3,5%
versus 4,9% (p=0,008), cependant le niveau de preuve est faible étant donné que
I’on se trouve dans un sous-groupe. Cet effet pourrait étre expliqué par un statut
plus faible en antioxydant des hommes par rapport aux femmes.
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Conclusion
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La théorie radicalaire du vieillissement, est séduisante car un grand nombre de preuves
épidémiologiques, histologiques et chimiques viennent I’étayer.

Cependant, I’intérét d’une supplémentation en antioxydants pour ralentir les effets du
vieillissement ou prévenir les pathologies apparaissant avec I’dge n’est pas pour autant
évident.

En effet, notre organisme posséde un systeme de défense contre les radicaux libres complexe,
complet et performant d’une part, et d’autre part un certain nombre d’antioxydants peuvent
selon les circonstances (concentration, environnement riche en métaux de transition ...) avoir
un effet pro-oxydant.

A ce jour, toutes les études de supplémentation orale par des antioxydants ont été soit sans
effet, soit éventuellement néfastes comme cette étude finlandaise réalisée chez 29 000
fumeurs masculins agés de 50 a 69 ans, suivi pendant 5 a 8 ans dont I’apport quotidien de 20
mg de [ caroténe a augmenté I’incidence annuelle de cancer du poumon par rapport au groupe
témoin (94).

Pour autant, nous ne devons pas abandonner I’idée d’une prévention par les antioxydants,
mais la recherche doit répondre a plusieurs questions :

- Quelle quantité d’antioxydant apporter ?

- Un seul antioxydant ou plutdét un complexe de plusieurs ? Mais alors dans quelle
proportion ?

- Si un apport est envisageable, doit-il étre continu et dans ce cas a partir de quel age,
ou discontinu lors de situation de stress oxydatif aigu, situation ou les défenses de I’organisme
pourraient étre dépassées ?

- Une supplémentation devrait-elle étre réalisée dans I’ensemble de la population ou
dans des groupes plus a risque ?

Pour I’heure, en clinique quotidienne, il n’y a pas d’indication validée a promouvoir aupres de
nos patients une supplémentation en antioxydants. Seule une alimentation variée, riche en
fruits et Iégumes permettant un apport correct en antioxydant doit étre encouragée, ainsi
gu’une limitation de I’exposition aux toxiques comme, par exemple, le tabac source de stress
oxydatif évitable.
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Résumé

Le vieillissement est un phénomeéne universel, commun a I’ensemble des étres
vivants . Il correspond a une diminution progressive des capacités fonctionnelles
de I’organisme . Pour I’expliquer différentes theories existent dont la théorie
radicalaire du vieillissement . Emise en 1956 par HARMAN, elle considere que
le vieillissement est d a une accumulation de lésions oxydatives qui finissent
par perturber le bon fonctionnement cellulaire . Pour se protéger, notre
organisme utilise un ensemble complexe d’anti-oxydants .

Apres un passage en revue des radicaux libres et des systéemes de protection
contre le stress oxydatif présents au sein des cellules, nous avons essayé de
déterminer gréce a un travail bibliographique, s’il existait des preuves qu’une
supplémentation en molécules anti-oxydantes permettait de ralentir I’évolution
du vieillissement et I’apparition des pathologies associées .

Mots clés

Vieillissement, anti-oxydant, Supplémentation, Stress oxydatif, radicaux libres



