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Résumé

RESUME

Le stress oxydant, la principale cause initiale de plusieurs maladies, correspond a un
déséquilibre entre les défenses antioxydantes endogénes et la production de molécules pro-
oxydantes (especes reactives de I'oxygéne, notamment). Ces espéces réactives de 1’oxygeéne
produites par la respiration cellulaire, sont également générées lors des réactions immunitaires et

sous l'effet d'oxydants environnementaux, comme le tabac ou la pollution.

Les antioxydants sont des agents qui réagissent facilement avec les espéces réactives de
I'oxygéne pour les inactiver et les éliminer, ou diminuer leur production. Ils sont fonction des
apports alimentaires (vitamines, sels minéraux, polyphénols,...) qui fournissent des antioxydants
exogenes et de la production par ’organisme d’antioxydants endogéne (enzymes, bilirubine,

acide urique,...).

La compréhension du stress oxydant passe par une bonne connaissance de la réactivité des
diverses especes réactives de I’oxygéne (ERO) et des mécanismes d'action des systemes

antioxydants.

Dans ce travail, nous détaillerons les systemes oxydants et antioxydants cellulaires et
présenterons un exemple d’antioxydant naturel (curcuma). Nous discuterons aussi des €tudes qui
semblent mettre en évidence cette vitamine comme un moyen pour lutter contre le stress

oxydant.

Mots clé : Radicaux libres, Espéces réactives de 1’oxygéne, Stress oxydant, Antioxydants,

Antioxydants naturels, Polyphénols, Plantes médicinales, Curcuma.



Abstract

ABSTRACT

Oxidative stress, the main initial cause of several diseases, corresponds to an imbalance
between endogenous antioxidant defenses and the production of pro-oxidant molecules (reactive
oxygen species, in particular). These reactive oxygen species produced by cellular respiration,
are also generated during immune reactions and under the effect of environmental oxidants, such

as tobacco or pollution.

Antioxidants are agents that react readily with reactive oxygen species to inactivate and
eliminate them, or decrease their production. They are based on dietary intake (vitamins,
minerals, polyphenols,...) that provide exogenous antioxidants and the body's production of

endogenous antioxidants (enzymes, bilirubin, uric acid,...).

The understanding of oxidative stress requires a good knowledge of the reactivity of the
various reactive oxygen species (ROS) and the mechanisms of action of the antioxidant systems.

In this work, we will detail the cellular oxidant and antioxidant systems and will present an
example of natural antioxidant (turmeric). We will also discuss studies that seem to highlight this

vitamin as a way to combat oxidative stress.

Key words: Free radicals, Reactive oxygen species, Oxidative stress, Antioxidants, Natural

antioxidants, Polyphenols, Medicinal Plants, Turmeric.
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ATP . Adénosine Tri-Phosphate
AU . T’acide urique

BSA : Albumine sérique bovine
CAT . Catalase

Cd : cadmium

Coql0 : Coenzyme Q10

CO2~ . dioxyde de carbone

CAT . Catalase

Cu : Cuivre

CytC . Cytochrome C

DO : Densité optique

DTNB . Acide 5,5’-dithiobis (2-nitrobenzoique) ou réactif d’Ellman
ERO . Especes réactives oxygénées
FADH?2 . Flavine adénosine dinucléotide
Fd . Facteur de dilution
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Fe?* . lon ferreux

Fed* :lon ferrique

Gpx : Glutathion peroxydase

GSH . Glutathion reduit
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H20
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HclO
HO’
HO?’
LPO
MDA
Mn-SOD
NAD*
NADH
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Ni

RL
RLO
RO*
RO’
ROO*

ROOH

Eau

Peroxyde d’hydrogéne
Acide hypchloreux
Radical hydroxyl
Hydroperoxyde
peroxydation lipidique

Malondialdehyde

Superoxyde dismutase associée au manganese

Nicotinamide Adénine Dinucléotide

Nicotinamide Adénine Dinucléotide réduite

Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate
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Monoxyde d’azote
Dioxyde d’azote
Oxygene ou Dioxygene
Anion superoxyde
Oxygene singulier
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Peroxynitrite
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I'Organisation Mondiale de la Santé
Radical libre
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Se : Selénium
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TBS : Tris buffer salin
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Introduction

Introduction :

Gaz indispensable a la vie, I’oxygene est nécessaire pour produire de 1’énergie sous forme
d’adénosine triphosphate (ATP) par I’intermédiaire des chaines mitochondriales de transport
d’¢lectrons. Ce gain d’¢électrons aboutit a la formation d’espéces réactives de 1’oxygene (ERO),
appelées également formes réactives de I’oxygene par certains auteurs, au potentiel oxydant tres

élevé dont font partie les radicaux libres.

Ces ERO, utiles a I’organisme a faibles doses, sont également produits par divers
mécanismes physiologiques. Elles jouent, en effet, un role de messagers secondaires capables,
notamment, de réguler le phénoméne de 1’apoptose ou d’activer des facteurs de transcription
(Haleng et al., 2007). Cependant, cette production peut étre amplifiée de facon excessive par
différents mécanismes physiopathologiques (inflammation, réactions enzymatiques,...) ou
facteurs environnementaux (tabac, alcool, pollution atmosphérique, rayonnement UV ...)

provoquant ainsi des dégats cellulaires (Favier., 2006).

Du fait de leur trés grande réactivité, ces dérivés de 1’oxygene (ERO) peuvent réagir avec la
plupart des composés cellulaires, entrainer ainsi des dommages cellulaires et tissulaires
(Valavanidis et al., 2005). Toutefois, une régulation tres fine de la production et de la
dégradation des ERO est réalisée dans les cellules (Lushchak., 2011 ; Islas-Flores et al., 2013).
En fait, pour se protéger des effets toxiques d’ERO, I’organisme a développé des systémes de
défense contre ces toxiques ou acquiert les antioxydants de 1’alimentation. Ces systémes
comprennent des enzymes qui catalysent la réduction des ERO (e.g. catalase, superoxyde
dismutase ou glutathion peroxydases), et des molécules non enzymatiques qui les neutralisent
(e.g. glutathion réduit, acide ascorbique, vitamine E et polyphénols) (Bouayed., 2010 ;
Lushchak., 2011 ; Regoli et Giuliani., 2014). Un déficit ou un dysfonctionnement de ces
systémes engendre une augmentation des dommages tissulaires, c’est le stress oxydant (Droge.,
2002).

Le stress oxydatif (ou stress oxydant) est donc un type d’agression des constituants de la
cellule dii aux especes réactives oxygénées qui vont s’attaquer aux membranes cellulaire, aux
protéines et a I’ADN. Le stress oxydant ainsi généré a eté au cours des derniéres années de plus
en plus impliqué dans des pathologies diverses telles que les cancers, I’hypertension et le diabéte
de type 2. La plupart de ces pathologies apparaissent avec I'age, car le vieillissement diminue les

défenses antioxydants et augmente la production mitochondriale de radicaux (Favier., 2003).




Introduction

Pour prévenir ce type de situations, la recherche sur la supplémentation en antioxydants a
été le sujet de plusieurs études (Kim et al., 2103 ; Mehrpak et al., 2015 ; Ibrahim Elsayed et
al., 2015), qui ont montré qu'un apport exogene en antioxydants peut réduire les dommages
induits par le stress oxydatif. Ces antioxydants sont apportés chez 1’homme a travers la
consommation de fruits et légumes ou d’autres boissons a base de plante et peuvent s’avérer
utiles pour la santé humaine heb(S is et al., 2013). A ce titre, les polyphénols, particuliérement
abondants dans une alimentation riche en produits végétaux, pourraient jouer un role protecteur
important qui a été attribué, en partie, a leur potentiel antioxydant (Ibrahim Elsayed et al., 2015
; Olayinka et al., 2015 ; Al-Shaaibi et al., 2016).

Ces composés issus du métabolisme secondaire des plantes sont, en effet, connus pour leur
capacité a piéger les especes réactives d'oxygene. Parmi ceux-ci, les curcuminoides (composes
phénoliques) du curcuma (plante), sont de puissants antioxydants naturels qui contribuent a
¢liminer I’excédent de radicaux libres présents dans ’organisme et a contrer les dommages

cellulaires causés par le stress oxydatif.

A partir de ces connaissances, nous nous sommes intéressés dans ce mémoire de faire une
recherche bibliographique sur le phénoméne du stress oxydatif et les systémes de défense
antioxydants, d'une part, et de discuter les résultats de recherches précédentes, qui ont été menées

dans le but de comprendre et de lutter contre ce phénomene, d’autre part.

Cette recherche est subdivisée en deux parties essentielles, dans la premiére partie, le
premier chapitre est une revue de littérature introduisant le concept du stress oxydant. Les
sources des ERO et leurs conséquences biologiques sont abordées dans un premier temps, les
propriétés des molécules antioxydants et leur utilisation dans la lutte contre le stress oxydant,
sont ensuite présentés. Le second chapitre est quant a lui dédié a la présentation générale des
polyphénols et de leurs propriétés biologiques et antioxydants et a la connaissance de 1’utilisation

et des effets biologiques du curcuma.

Dans la deuxiéme partie, nous avons exposé les principales méthodes utilisées pour le
dosage des marqueurs du stress oxydant suivi d'une discussion des résultats issus des précédentes
études portant sur le stress oxydatif et I'action protectrice du curcuma. Enfin, les perspectives

envisagées dans la continuité de cette recherche sont également présentées.
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I. Stress oxydant
1. Radicaux libres
1.1. Généralité sur les radicaux libres

Les radicaux libres (fig.1) comprennent toute espéce moléculaire pouvant exister seule et
contenant un ou plusieurs électrons non appariés sur sa couche externe, ¢’est a dire un électron
célibataire (Halliwell et Guterridge., 2008). La tendance naturelle des électrons non appariés a
interagir avec les électrons de molécules ou d'atomes voisins, pour reformer des liaisons
chimiques covalentes, confére aux radicaux libres une tres grande instabilité, une extréme
réactivité et la capacité de déclencher la néoformation et la propagation en chaine d'autres

especes radicalaires (Guterridge et Halliwel., 1986 ; Halliwell et Guterridge., 1992).

2 électrons appariés

Une molécule stable

1 électron célibataire

Une molécule instable
= un radical libre

Figure 1 : Représentation d’un radical libre (Durand., 2018)

La durée de vie d’un radical libre est trés courte de quelques millisecondes a quelques
nanosecondes et il est symbolisé par un point (OH") qui indique ou 1’¢électron libre se situera
(Sayer et al., 2005 ; Mac Lare., 2007 ; Gato et al., 2008).

Les radicaux libres peuvent étre formés par trois procédés (rouaki., 2016) :
= Scission homolytique d’une liaison covalente (A: B A'+ B’);
= L’élimination ou la perte d’un électron par un non radical (NR —e R);
= L’addition d’un électron libre a un non radical (NR +e R).

De plus, la réactivité des radicaux libres dépendra de 1’éléments en présence : Si un radical
rencontre un autre radical, le produit sera un non radicale (A'+ B° —,  AB); si le radicale

rencontre un non radical, un nouveau radical sera formé ( A'+ B ——» A+B’) et donnera
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I’origine a une chaine qui continuera jusqu'a que le radicale rencontre un autre (Wolinsky et

Thopson., 1998 ; Clarkson et al., 2000 ; Finaud et al.,2006b ; Mac Laren.,2007).
1.2. Les radicaux libres biologiques

En biologie, les radicaux libres sont formés le plus souvent par gain d’électron a partir de
1’02 (Droge., 2002). Les radicaux dérivés d'oxygene représentent, en effet, la classe la plus
importante d'especes radicalaires générées dans les systémes vivants a cause de I’importance de
leur métabolisme aérobie (Valko et al., 2007). Cependant, d’autres espéces radicalaires sont

encore a considérer, a savoir les espéces réactives de 1’azote (Palmer et al., 1988).

Parmi toutes les espéces radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il convient
de distinguer (Favier., 2003) :

Des radicaux primaires : dérivent de 1’oxygéne par des réductions a un électron tel

I’anionsuperoxyde O™, et le radical hydroxyle OH" ; ou de I'azote tel le monoxyde d'azote NO";

Des radicaux secondaires : se forment par réaction de ces radicaux primaires sur les composés

biochimiques de la cellule ;
D’autres especes dérivées de 1I’oxygene dites :

Espéces actives de I'oxygéne : comme 1’oxygéne singulet'O2, le peroxyde d’hydrogéne (H205)

ou le nitroperoxyde (ONOOH), ne sont pas des radicaux libres, mais sont aussi réactives et

peuvent étre des précurseurs de radicaux.

L'ensemble des radicaux libres et de leurs précurseurs est souvent appelé especes réactives

de l'oxygéne (ERO), ou de I’anglais reactive oxygen species (ROS).

Tableau 1 : Principales ERO radicalaires et non-radicalaires (Favier., 2003).

Espéces réactives de I'oxygéne (ERO)

Radicalaire Non radicalaire
- Anion superoxyde (O2"7) - Peroxyde d’hydrogéne (H207)
- Hydroxyle (OH") - Acide hypochlorique (HOCI)
- Hydroperoxyle (HO2") - Ozone (O3)
- Peroxyle (RO2") - Oxygene singulet (*O,)
- Alkoxyle (RO") - Hydroperoxyde (ROOH)
- Dioxyde de carbone (CO2™) - Peroxynitrite (ONOQO")
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Le tableau 1 reprend la nomenclature des especes réactives, incluant les principales espéces
réactives de 1I’oxygene (radicalaires et non radicalaires), seront reprises par la suite que celles qui
sont les plus représentatives lors de I’étude du stress oxydant et susceptibles d’étre évoquées a de

nombreuses reprises.

Toutes ces especes oxygénées sont produites par divers mécanismes physiologiques car ils

sont utiles pour 1’organisme a dose raisonnable. En effet, elles participent (Favier., 2003) :

v'au cycle cellulaire et au fonctionnement de certains neurones et notamment ceux de la

mémoire ;
v au fonctionnement de certaines enzymes ;
v alatransduction de signaux cellulaires ;
v al’apoptose des cellules tumorales ;
v alarégulation des genes ;...

Cette production physiologique des ERO est parfaitement maitrisée par des systemes de
défense, d’ailleurs adaptatifs par rapport au niveau de radicaux présents (Favier., 2003).
Cependant, les ERO provoquent des dommages cellulaires si elles sont produites d'une maniere
incontrolée (Kim et al., 2009).

En fait, I’hyperréactivit¢é d’ERO les engage dans des réactions de dénaturation des
constituants cellulaires de type peroxydation avec les glucides, les lipides, les protéines et I’ADN
(Curtay et Robin., 2000). De ce fait, ces entités oxydantes sont physiologiquement maintenues

en équilibre par de nombreux systémes dits antioxydants (Sies., 1991).
2. Définition du stress oxydant

Le stress oxydant est un terme genéral qui a eté dabord employé dans un contexte
biologique par I'endocrinologiste Hans Selye en 1936, pour décrire la réponse physiologique
inadéquate d'un organisme (Schiavone et al., 2013). La définition de ce type de stress se réfere a
une rupture de 1’équilibre homéostatique normalement maintenu entre la production des especes

réactives de l'oxygene et de 1’azote et la défense antioxydant de 1’organisme (Anderson., 1997).

Comme cité précédemment, il existe un équilibre entre d’une part les espéces réactives
d’oxygéne (ERO) qui sont présentes a 1’état basal en faible concentration et d’autre part le
systeme antioxydant. Dans ces conditions, on dit que la balance pro-oxydants/antioxydants est en

équilibre. Lorsqu’un déséquilibre intervient (fig.2) par surproduction de composés pro-oxydants

( - )
L ° J
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ou par déficit en substances antioxydants, on parle alors de stress oxydatif ou stress oxydant
(Favier., 2003).

Espéces antioxydantes:
Neutralisent les radicaux libres

Espéces pro-oxydantes:
Génerent des radicaux libres

Stress dxydoni

Figure 2 : Stress oxydant (Baraka-vidot., 2014)

Le stress oxydant est donc une perturbation dans I'équilibre pro-oxydant/antioxydant en
faveur de la formation des espéces réactives, conduisant a des dommages potentiels sur les
cellules, les tissus et ’ADN (Anderson., 1997). Si ce stress est prolongé ou permanent comme
dans certaines pathologies chroniques, la concentration en ERO est augmentée de facon
constante, et la réponse anti-oxydante n’est plus suffisante pour la contenir : une perte de
I’homéostasie redox apparait conduisant a 1’apparition d’un déséquilibre avec une production
d’ERO forte. A I’inverse, dans le cas d’une faible concentration d’ERO, le systéme antioxydant
la compense : le déséquilibre est de courte durée et 1’équilibre redox est alors maintenu

(Poisson., 2013). Cette régulation de 1I’équilibre homéostatique est illustrée dans la figure 3 :

Déséquilibre prelongé :
Stress oxydant chronique

Concentration cellulaire en
Especes réactives

Niveau de base

Figure 3 : Regulation de I'homéostasie Redox (D’aprés Droge., 2002)
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3. Mécanismes de production des principales ERO

Parmi les EROs, on peut distinguer quatre especes principales (fig.4) :I’anion superoxyde

(02"), le peroxyde d’hydrogéne (H20>), le radical hydroxyle (OH") et I’oxygeéne singulet (*O2) :
3.1. L’anion superoxyde O2™

Au cours du métabolisme cellulaire, 1’02 peut étre réduit en H2O. Ce passage d’une
molécule d’oxygéne a deux molécules d’eau nécessite 1’action de quatre électrons (Ronald St-

Louis., 2011) :
O2+4e +4H* —>» H20

Cependant, dans quelque cas (2 a 5%), ’oxygéne fait I’objet d’une réduction incompléte.
Chaque molécule d’oxygéne sera réduite par un seul électron, aboutissant ainsi a la formation

d’anion superoxyde (O2") (Dawson et al., 1993 ; Cadenas et al., 2000) :
O2+e- —» O

L’anion superoxyde est une ERO primaire, ayant la réactivité la plus faible parmi les
radicaux libres du stress oxydant, il est généré a partir de différentes sources dans les conditions
physiologiques et physiopathologiques (Gardés-Albert et al., 2005). Il est cependant hautement
réactif avec certains métaux de transition comme le cuivre, le fer et le manganese (Abreu et al.,
2010).

La formation de I’anion superoxyde (O2™) est un processus physiologique a la base
de I’obtention des autres radicaux libres et par voie de conséquence a la formation en cascade de

tous les autres oxydants (Halliwell and Guterridge., 1986).
3.2. Le peroxyde d’hydrogéne H202

Le peroxyde d’hydrogéne n’est pas un radical libre, puisqu’il ne posséde pas d’électron
libre. Cependant, il fait partie des dérivés actifs de 1’oxygene (Eurotext.,, 2007). H20. est
extrémement réactif et posséde un fort pouvoir oxydant. De plus, sa capacité a traverser les
membranes biologiques fait qu’il peut se retrouver a une grande distance de son lieu de

production (Garait., 2011).

A pH physiologique, tout ion peroxyde formé va se protoner pour donner immédiatement
du peroxyde d'hydrogene. Au bilan, le peroxyde d'’hydrogéne est produit a partir du radical

superoxyde en solution aqueuse. Cet ion provoque la dismutation de I'eau pour former du




Etude bibliographique Stress oxydant

peroxyde d'hydrogéne et du dioxygene. Cette réaction est catalysée par la superoxyde dismutase
(Delattre et al., 2005) :

20" +2HF ——  » H202 + O2

Superoxyde Reaction de Fenton Catalase
dismutases (Fe® : Cu’) Glutathion peroxydase
A AN PN
. Radical Peroxyde Radical Fau
Oxygene superoxyde d’hydrogene hydroxyd
I:I__ e 07 > H__l:l_ — ( —— H__|:|
Y-S Cee(f2H) T 4E e (+H)

Figure 4 : Voie métabolique de I’oxygeéne et des espéces réactives de 1’oxygéne (ERO) (Camille
et Mireille., 2011)

3.3. Le radical hydroxyle HO*

Le radical hydroxyle, est généré par la réaction du peroxyde d’hydrogene avec 1’anion
superoxyde (réaction d’Haber-Weiss), engendrant alors un ion OH" inoffensif et un radical
hydroxyle HO® (Comhair et Erzurum., 2002) :

H02+ 0 —» HO*'+ 02+ OH"

Cette réaction est lente et probablement inopérante dans les tissus vivants. Mais, en
revanche, en présence de métaux de transition (fer, cuivre), I’H202 donne naissance in vivo via la

réaction de Fenton a un radical hydroxyle HO" hautement réactif (Goldstein et al., 1994) :
Oz + Fe*? ——>»  O2+Fe*?
H202+ Fet?  ——  OH + HO" + Fe*

Le radical hydroxyle a une demi-vie extrémement courte et une capacité a diffuser
restreinte, il est capable de réagir trés rapidement avec la plupart des molécules biologiques
comme I’ADN, les protéines, les sucres et les lipides membranaires (Delattre et al., 2005),en
transformant la molécule cible en radical libre tres réactif. Ce radical nouvellement formé peut

alors interagir avec d’autres molécules cibles déclenchant ainsi des réactions en chaine.

Les réactions en chaine représentent 1’un des plus grands dangers du radical OH". En

revanche, I’'H202 et 1’0O2"ne sont pas suffisamment réactifs pour déclencher des réactions en

( 1
L & J
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chaine (Lau et al., 2008 ; Aprioku., 2013). Le radical hydroxyle apparait donc comme I’espéce
réactive ayant une responsabilité majeure dans la cytotoxicité des radicaux libres (Guetteridge.,
1993).

3.4. L’oxygene singulet 102

L’oxygéne singulet (10,), est la forme « excitée » de I’oxygéne moléculaire qui est trés
instable et extrémement réactif et a une durée de vie tres limitée. Au contact des molécules de
son environnement, notamment les molécules d’eau, il se désactive en libérant de 1’énergie. 1l est
formé en moindre quantité que les oxy-radicaux et est produit lors de la peroxydation lipidique,

et suite a ’action des rayons ultraviolets sur le dioxygéne (Favier., 2003).

L’oxygene singulet est trés réactif et peut par exemple s’additionner rapidement sur des
doubles liaisons carbone-carbone (Yoshikawa et al.,2000). Il a pour cible biologique les
membranes, les acides nucléiques et les protéines (Halliwel., 2006).

Toutefois, il existe d’autres ERO tel que le monoxyde d’azote (NO®), qui a un rble dans de
multiples fonctions physiologiques (De Backer, 2006). Mais, a forte concentration, le NO
devient délétere pour les cellules notamment en réagissant avec O™ pour former un puissant
oxydant le peroxynitrite (ONOQO"), qui peut secondairement se décomposer en d’autres oxydants
comme ‘NOz et le OH* (Densiov et Afanas’ev., 2005).

4. Sources des ERO ou ROS

Selon certains auteurs (Dalton et al., 2002 ; Fulbert et Cals., 1992 ; Yoshikawa et al.,
2000 ; Tillement., 2001), les radicaux libres peuvent avoir plusieurs origines. lls sont issus du
métabolisme physiologique mais ils peuvent aussi étre, produits lors de “déviations” du

métabolisme cellulaire.

Il existe de nombreuses sources de radicaux libres et d’especes réactives de 1’oxygene.

Elles sont classées en deux catégories, les sources endogenes, et les sources exogenes :
4.1. Sources endogénes

Le principal processus endogene de production d’EROs in vivo est la respiration cellulaire
(la chaine respiratoire mitochondriale) (Yu., 1994). Ainsi, les peroxysomes, la membrane
plasmique et le réticulum endoplasmique sont les siéges principaux de libération des ERO
(Barouki et Morel., 2001) :
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e Mitochondrie

La mitochondrie est considérée comme une des principales sources de ROS dans la cellule
par l'intermédiaire de sa chaine respiratoire (fig.5). Elle produirait, en effet, 90% des ROS
cellulaires (Balaban et al., 2005). Cette production centralisée de ROS est due au fait que la
mitochondrie est le lieu central de consommation de I'oxygéne au cours de la phosphorylation
oxydative (Qutub et al., 2008).

Cet organite produit la majeure partie de I'énergie cellulaire grace aux processus de
phosphorylation oxydative ou I'oxydation de divers substrats métaboliques (tels les glucides et
les acides gras en particulier) produit de l'eau et de l'adénosine triphosphate (ATP), avec

I’oxygene (O2) comme accepteur final d'électrons (Nicholls et Ferguson., 2002).

Espace
intermembranaire

H*
1

ATP

H
e H*
Complex | Complex 1l Complex Il Complex IV Complex V
NADH Succinate Ubiquinol- Cytochrome ATP
Dehydrogenase Dehydrogenase Cytochrome ¢ c Oxidase Synthase
Reductase

Figure 5 : Fuite d’¢électrons source de ROS au sein de la chaine de transport d’électrons D’aprés

(Ghouleh et al., 2011)
(UQ : Ubiquinone ; Cyt C : Cytochrome C)

La réduction de I’oxygéne en eau nécessite l'apport de quatre électrons (Beckman et
Ames., 1998). Or, des réductions a un seul électron, produisant des anions superoxydes, peuvent
aussi survenir (Abele et al., 2002). Cette réduction partielle d’oxygéne dans la mitochondrie est
due a la fuite d’¢lectrons dans la chaine respiratoire qui a lieu dans la membrane interne

mitochondriale

Cette fuite se produit principalement au niveau des complexes | (NADH déshydrogénase)
et Il (ubiquinone — cytochrome ¢ réductase), et mene a la production du radical superoxyde
(02", le précurseur des ROS (Turrens., 1997 ; McLennan et Degli Esposti., 2000).

Selon les sources, cette fuite d’électrons représente entre 0,1 et 3% du flux total de la

chaine respiratoire (Beckman et Ames., 1998).

10
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e Peroxysomes

Les peroxysomes sont des organites retrouvés dans pratiquement toutes les cellules de
I’organisme a I’exception des hématies. Ils sont les seuls organites cellulaires avec les
mitochondries et les réticulums endoplasmiques a consommer de 1’oxygéne lors du métabolisme
(Delattre et al., 2005). IlIs sont, en fait, le siége d’une forte activité métabolique trés centrée sur
le métabolisme oxydatif (Corpas et al., 2001 ; Nyathi and Baker., 2006).

IIs sont une importante source de production d'H>O> cellulaire, en conditions
physiologiques et en présence des enzymes peroxysomales (les oxydases). L’activité
enzymatique de ces derniers et la B-oxydation des acides gras comptent parmi les principaux
processus metaboliques impliqués dans la génération de H2O, dans les peroxysomes.
(Bennamara., 2017). Ce dernier est utilisé comme substrat de la catalase peroxysomale (enzyme
antioxydant) afin de réaliser des réactions de peroxydation d’autres substrats. Ces réactions sont
importantes dans le processus de détoxification présent dans le foie et le rein. Seule une faible

quantité d'H2O> produit au niveau du peroxysome pourrait échapper a la catalase (Nacri., 2013).
e Réticulum endoplasmique

Dans ce compartiment cellulaire sont retrouvées des enzymes du métabolisme des lipides et
des protéines, et notamment des complexes enzymatiques de détoxification de métabolites
hautement réactifs, mais aussi de molécules pharmacologiques liposolubles. Les plus étudiées de
ces enzymes appartiennent & la famille des cytochromes P450, qui assurent 1’oxydation des
acides gras insaturés (et certains xénobiotiques), et réduisent 1’oxygéne moléculaire pour former
Oz et/ou H202. Les ERO ainsi produites semblent intervenir dans la régulation redox de
certaines fonctions essentielles du réticulum endoplasmique telles que la sécrétion des protéines
(Delattre et al., 2005).

e Xanthine oxydase

Il existe deux types de xanthine oxydase inter-convertibles également connus sous le hom
de xanthine oxydoréductase (XOR) qui différent par leur forme et par leur mode d’action. Elles
peuvent étre soit de type xanthine oxydase (XO), dépendantes de 1’0O», soit de type xanthine
déshydrogénase (XD), dépendantes du NAD™ (Favier., 2003).

La xanthine oxydase est une enzyme cytosolique qui génere des ROS en réduisant

I'nypoxanthine en xanthine ainsi que la xanthine en acide urique (Harrison., 2002). Au cours de

11
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cette oxydation, elle utilise I’oxygene moléculaire comme un accepteur d’électrons tout en

produisant I’O2"” (O’Mahony et al., 2013) :

) Xanthine oxydase . .
Xanthine + 2 O2 + 2 H20 » Acide Urique + O2"+ 2 H*

La xanthine oxydase est surtout présente dans le foie mais peut se retrouver dans la
circulation en cas d’atteinte hépatique. La production de ROS par la xanthine oxydase est faible
en condition physiologique mais jouerait un role important lors de 1’ischémie reperfusion. Dans
le cas de D’ischémie, la grande consommation de I’ATP conduit & une accumulation

d’hypoxanthine et de xanthine et donc une production de ROS plus importante.

L’activité¢ de la xanthine oxydase a aussi été détectée dans le cytosol des cellules
endothéliales bovines (Jarasch et al., 1981), sur la surface cellulaire de cellules endothéliales
humaines (Rouquette et al., 1998), dans le plasma circulant (Tan et al., 1995) et dans les
cardiomyocytes (Abadeh et al., 1992).

e NADPH oxydase

La nicotinamide adénine dinucléotide phosphate oxydase (ou NADPH-oxydase) est un
complexe enzymatique membranaire. Les NADPH oxydases (Nox) ont d’abord été considérées
comme des enzymes uniquement exprimées dans les cellules immunitaires (macrophages et
monocytes). Il a ensuite été découvert qu’il existait 7 isoformes de NADPH oxydase exprimées

dans divers tissus et impliquées dans divers processus biologiques (Paravicini et Touyz., 2008).

Les NADPH oxydases catalyse la réduction monoélectronique de I’oxygene en O2", en
utilisant le NADH et le NADPH comme donneur d'électrons selon la réaction (Bennamara.,
2017) :

NADPH + 2 O, NADPH ox NADP* + H* +2 05"

Aprés sa production, I'anion superoxyde se dismute hors la cellule en H202 (Hala., 2008).
La NADPH oxydase a la particularité de présenter des domaines intra-, trans- et extra-
membranaires, cette particularité va permettre la libération de l'anion superoxyde a I’intérieur ou
a l'extérieur de la cellule (Souza et al.,2001) et joue un r6le fondamental dans la réponse

immunitaire préecisément dans la lutte contre les micro-organismes (Babior., 1999).

Il existe aussi les NOX dans des cellules non phagocytaires ou elles ont une activité de 10 a
100 fois moins élevée que celle des cellules phagocytaires et les ERO qu’elles produisent jouent

un role dans la signalisation intracellulaire (Favier., 2003).

12
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4.2. Sources exogenes

Les ROS sont également générées sous 1’effet de stress environnementaux (Kalam et al.,
2015). Une large variété de xénobiotiques (toxines, pesticides, herbicides, métaux lourds etc...)
et médicaments (antibiotiques, anticancéreux, etc...), peuvent contribuer a la production des ERO
(EI-Demerdashet al., 2018).

Les rayonnements, qu’ils soient UV, X ou vy, peuvent par différents mécanismes induisent
la synthése de radicaux libres (Tsai et al.,2017). Les polluants de I’air, comme la fumée des
cigarettes et les contaminants industriels, constituent une source importante d’ERO, ils attaquent
et causent des endommagements dans I’organisme que ce soit par interaction directe avec la peau

ou apres inhalation dans les poumons (Al-Gubory., 2014).
5. Cibles biologiques des ROS

La surproduction des radicaux libres et des différentes especes réactives produits a partir
des sources endogenes et exogenes, peut conduire au dommage des composants cellulaires et a

I’altération des fonctions cellulaires. (Carocho et al., 2018).

En fait, lors d’un stress oxydant, les RLs non détoxiquées par le systeme antioxydant
attaquent et endommagent par oxydation les macromolécules contenues dans les cellules (fig.6),
notamment les lipides, les protéines et 1’acide désoxyribonucléique (ADN) (Menon., 2014). Ils
provoquent aussi des lésions secondaires dues au caractére cytotoxique et mutagéne des

métabolites libérés notamment lors de I'oxydation des lipides (Favier., 2003).

Espéces réactives de 'oxygéne

ADM Lipides Protéines

Oxydation des acides Peroxydation lipidigue Oxydation des
nucléigues : . groupements soufrés

[sulfoxyls, sulfhwdryls)
Production daldéhydes

(malonadialdéhyde,
hydroxynonenal...)

Altération Perturbation de I'intégrite Altération des protéines

des membranaire Systémes enzymatigues

BEenes Altération fonctionnelle des récepteurs activés/inactivés

— —

Dommages cellulaires

Figure 6 : Les différentes cibles des Especes Reéactives de I'Oxygene (Monteil., 2004)
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5.1. Peroxydation lipidique

Les lipides et principalement leurs acides gras polyinsaturés (AGPI) représentent la
premiére cible de l'attaque radicalaire par le radical OH" (Bennamara., 2017). En fait, les

membranes riches en acides gras polyinsaturés (AGPI) sont trés sensibles a 1’oxydation en raison

de leur degré élevé d'insaturation (Hulbertl., 2005 ; Pamplona et al., 2000).

Le processus général de la peroxydation lipidique LPO (fig.7) consiste en une réaction
radicalaire en chaine qui se déroule en trois phases : initiation, propagation et terminaison
(Frankel., 2005 ; Leopold et Loscalzo., 2009) :

< L’initiation : la réaction commence lorsqu’un acide gras insaturé rencontre une espece
capable d’arracher un atome d’hydrogéne et ainsi créer un site radicalaire sur un atome de
carbone (radical alkyle). Les espéces initiatrices de la peroxydation lipidique sont principalement
des radicaux libres et essentiellement le radical hydroxyle OH" et hydroperoxyle HO. (Halliwell

et Chirico., 1993).

Peroxydation Lipidique induite par le radical "-OH

I. Phase dinitiation
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Figure 7 : Réactions de la peroxydation lipidique en chaine (Halliwell et Gutteridge., 2007)

< La propagation : cette étape correspond a la fixation trés rapide des radicaux libres
alkyles(R"), issus lors de I’initiation, avec 1’oxygéne moléculaire a 1’état normale. Il se forme des
radicaux libres peroxydes (ROQ") instables pouvant réagir avec une nouvelle molécule d’acide
gras insaturée pour former des lipides hydroperoxydes susceptibles d’étre décomposés en

d’autres espéces réactives (Davies., 2000 ; Fam et Morrow., 2003).

< La terminaison : les hydroperoxydes peuvent subir plusieurs modes d’évolution, étre
réduits et neutralisés par la glutathion peroxydase (enzyme antioxydant) et la vitamine E

intercalée dans la bicouche lipidiques des membranes (Luc et al., 1991 ; Halliwell., 1996 ;
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Favier., 2003), ou continuer a s’oxyder et a se fragmenter en produits secondaires c'est-a-dire en
aldéhydes trés réactifs, pouvant étre considérés comme des messages secondaires toxiques qui

augmente les dommages initiaux dus aux radicaux libres (Marnett., 1999).

Parmi les aldéhydes formés : I’isoprostane, le malondialdehyde (MDA) et le 4-
hydroxynonénal (4-HNE), sont tres étudiés comme marqueurs de la peroxydation lipidique
(Echtay et al., 2003). Les deux derniers produits (MDA, 4HNE) réagissent avec les protéines et
I’ADN, une fois fixé a la molécule d’ADN, le MDA semble étre le produit le plus mutagene,
alors que le 4-HNE est le plus toxique pour la cellule (Marnett., 1999).

La peroxydation lipidique est suivie d’un changement structural des membranes
biologiques (Pacifici et al., 1994), ou d’autres éléments contenant des lipides (Niki et al., 2005 ;
Stark., 2005 ; Al-Mutairi et al., 2007). Ces perturbations fonctionnelles peuvent aboutir a la

mort des cellules (Bonnefont-Rousselot., 1994).
5.2. Oxydation des protéines

En présence d'EROs, les protéines peuvent se dénaturer (Benyami., 2017) et tous les acides
aminés peuvent étre oxydés par les ROS préférentiellement ceux portant des chaines latérales
aromatiques (histamine, tyrosine...), les acides aminés soufrés (cystéine, méthionine...) (Wang

et al., 2008) et les acides aminés basiques.

| {11
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Figure 8 : Nature de quelques modifications des chaines d’acides aminée des protéines apres

attaque radicalaire (Favier., 2003)

Comme le montre la figure 8, les ERO oxydent les résidus aminoacides responsables des
activités des protéines, principalement au niveau des centres S-S de ces dernieres, ce qui
endommage les structures protéiques et provoque la pertubation de leurs fonctions (Thannickal

& Funburg., 2000). L’action peut étre directe sur les chaines peptidiques et latérales et produit
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des métabolites primaires comme elle peut étre indirecte par glycation et formation des
groupements carbonyles, ou par lipo-oxydation (Bensakhria., 2018).

v Oxydation des acides aminés aromatiques :

L’oxydation des acides aminés aromatiques (phénylalanine, tryptophane et tyrosine)
provoque 1’ouverture du cycle aromatique ou son oxygénation (ajout de groupements hydroxyde
"OH) (Benjamin., 2015). La tyrosine s'oxyde en O-hydroxytyrosine (Athmani., 2016) et elle
peut étre 1’origine de ponts dityrosines qui vont modifier la structure tertiaire des protéines par
formation du radical tyrosyle sous 1’action des EROs. Ce radical va donner lieu a la formation
d'un hydroperoxyde de tyrosine par sa réaction avecO" (Halliwell and Gutteridge., 2008).
L’altération oxydative des protéines forme des composés carbonylés (Benjamin, 2015).Le
tryptophane et le phénylalanine sont également s'oxydés en cynurénine et 3,4-

Dihydroxyphénylalanine respectivement (Baudin., 2006).
v" Oxydation des acides aminés soufrés :

Les acides aminés soufrés sont particuliérement sensibles a 1’oxydation, par exemple
I'oxydation du groupement thiols —SH de la cystéine peut conduire & la formation de
groupements sulféniques (-SOH), sulfiniques (-SOOH), sulfoniques (SOOOH), ou a la formation
de ponts disulfures (-S—S-) entre deux cystéines. La méthionine peut également étre oxydée en

sulfoxyde de méthionine ou en sulfone de méthionine (Raman and Berry., 2011).
v" Oxydation des acides aminés basiques :

Les acides aminés basiques (lysine, I’arginine et histidine) ont des fonctions amines (NH ou
NH.) sur leurs chaines latérales. En présence de metaux, une désamination oxydative a lieu
conduisant a la formation d’un groupement carbonyle (Stadtman, 1990). Ce dernier aboutit a la
formation des liaisons imines (-HC=N-) entre les chaines peptidiques, en réagissant avec des
fonctions amines non oxydées de la lysine ce qui va provoquer I’agrégation des protéines

(Oueslati., 2017).

Les dommages oxydatifs des protéines produisent des changements structuraux majeurs des
structures protéiques par réticulation et fragmentation, ce qui va modifier des propriétés des
protéines responsables de nombreuses altérations des fonctions cellulaires (Bensakhria., 2018).
Les protéines oxydees perdent leurs propriétés biologiques, et sont beaucoup plus sensibles a

I’action des protéases.
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5.3. Oxydation de ’ADN

L’acide désoxyribonucléique est une molécule trés sensible au stress oxydant. La plupart
des ERO sont, en effet, capables de réagir avec I’ADN, aussi bien sur les bases azotées (puriques

et pyrimidiques) que sur le ribose et le désoxyribose (Benjamin., 2015).

Ainsi, I'ADN mitochondrial est la cible privilégiée des oxydations par les ERO du fait de
son potentiel de séparation plus faible que celui de I'ADN nucléaire et de sa proximité directe de
I'une des principales sources d'ERO cellulaire : la chaine respiratoire mitochondriale. Le taux de
bases oxydees serait 2 a 3 fois supérieur dans 'ADNmt par rapport a 'ADNn et le génome
mitochondrial présente une susceptibilité au stress oxydant qui est 10 fois supérieure a celle du

génome nucléaire (Richter et al., 1988).

L’attaque radicalaire de la molécule d’ADN (fig.9) peut entrainer 1’oxydation des bases,
engendrant un grand nombre de bases modifiées, mais le stress oxydant peut aussi attaquer la
liaison entre la base et le désoxyribose, créant un site abasique, ou attaquer le sucre lui-méme,

créant une coupure de chaine simple brin (Burton et Jauniaux., 2011 ; Charbon et al., 2014).
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Figure 9 : Lésions de I’ADN formées par attaque radicalaire du patrimoine génétique des

cellules (Favier., 2003)

La sensibilit¢ de ’ADN aux ERO s’explique également par la présence de nombreux
métaux de transition (comme Fe, Cu, Zn, Mg...) fixés sur la molécule d’ADN en raison de son

caractére polyanionique. (Benjamin., 2015).

Ces modifications et ces dégats sur la molécule d’ADN peuvent avoir certaines

conséquences : altération de la fonction mitochondriale, formation d’espéces mutagénes,

—
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activation des systemes de reparation (Bensakhria., 2018) et méme elles peuvent avoir de graves

consequences sur la réplication du génome.

Il existe plusieurs systemes de réparation de ’ADN. Certaines enzymes permettent la
réparation directe de 'ADN. Cependant, I’efficacité de ces systémes dépend de plusieurs facteurs
comme 1’age ou le type de la cellule. Cette derniére peut entrer en apoptose en cas de division

cellulaire non contrdlée aboutissant a la formation de tumeurs cancéreuses (Florence., 2016).
6. Antioxydants

Face a la production permanente de ROS, les organismes vivants ont développé des
systemes de défense qui les protégent des dommages liés aux formes radicalaires. Ces défenses
permettent de maintenir la concentration en espéces radicalaires a un taux basal. En effet, elles
possedent une grande affinité pour les ROS, avec lesquelles elles réagissent tres rapidement pour
les neutraliser (Delattre et al., 2005b). Les molécules contrélant cette production sont désignées

par le terme “Antioxydant” :
6.1. Définition

Un antioxydant est une molécule capable d'inhiber I'oxydation d'autres molécules. En
termes d'alimentation, un antioxydant a été défini comme "toute substance qui, lorsqu'elle est
présente en faible concentration par rapport a celle d'un substrat oxydable, retarde ou inhibe de
maniere significative I'oxydation de ce substrat”, mais il a ensuite été défini comme "toute
substance qui retarde, empéche ou supprime les dommages oxydatifs d'une molécule cible".
(Gocer et al., 2013 ; Cakmakgi et al., 2015).

Cette définition fonctionnelle s’applique a un grand nombre de substances, comprenant des
enzymes aux propriétés catalytiques spécifiques, mais aussi aux petites molécules hydro- ou
liposolubles. Cette grande variété physico-chimique autorise la présence d’antioxydants dans
tous organismes, qu’ils soient intracellulaires, membranaires ou extracellulaires (Cano et al.,
2006).

Les systéemes antioxydants présents dans I'organisme sont, soit d'origine endogene, soit
exogéne. On distingue également les antioxydants enzymatiques des antioxydants non
enzymatiques (Niki., 2010). Les antioxydants peuvent donc étre produits de fagon endogene ou
provenir de sources exogenes, comme 1’alimentation ou les suppléments antioxydants (Vertuani

et al., 2004).
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6.2. Mode d’action des antioxydants

Indépendamment de leur localisation, les antioxydants peuvent agir a deux niveaux : en
prévenant la formation de radicaux libres oxygénés ou en épurant les radicaux libres oxygeénes.
(Penna et al., 2009). En fait, en fonction de leur mécanisme d’action on distingue des
antioxydants inhibiteurs des radicaux libres, décomposeurs des peroxydes, désactivateurs des
ions métalliques, ou des piégeurs d’oxygénes (Dziezak., 1986 ; Yagi., 1970). En complément de
ces mécanismes, 1’organisme est en outre capable de réparer ou d’éliminer les molécules

endommagées par 1’attaque radicalaire (Penna et al., 2009).
6.3. Les systemes de défense antioxydants
6.3.1. Les systemes antioxydants enzymatiques

Les principaux systémes enzymatiques (fig.10) comprennent les superoxydes dismutases
(SOD), la catalase (CAT) et plusieurs formes de glutathion peroxydases (GSH-PX) (Jacob et al.,
2006 ; Garrel et al., 2007 ; Menon et Goswami., 2007).

Figure 10 : Mode d’action des principaux systémes enzymatiques antioxydants (Descamps.,
2004)

e La Superoxyde dismutase (SOD)

La superoxyde dismutase (EC 1.15.1.1) est l'un des antioxydants enzymatiques
intracellulaires les plus efficaces (Rahman., 2007). Les SODs sont des métallo-enzymes se

retrouvant dans I’ensemble du monde du vivant a I’exception de quelques microorganismes

(Alscher et al., 2002).
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Cette métalloprotéine catalyse la dismutation du superoxyde en oxygene et peroxyde
d'’hydrogene et représente de ce fait, une partie importante du systeme de défense contre les
radicaux libres (Afonso., 2007). Cette reaction du dismutation nécessite un milieu acide et va
permettre d’agir simultanément avec 2 anions superoxydes aboutissant a la formation de

dioxygéne et de peroxyde d’hydrogéne (Desmier., 2016) :

202" + 2H* SOD » H202+ 02

La SOD existe sous trois isoformes qui se différencient par leur localisation cellulaire et par
leur cofacteur métallique : une forme cytosolique et nucléaire associée aux ions cuivre et zinc
(Cu/Zn-SOD), une forme mitochondriale associée au manganese (Mn-SOD) et une forme
extracellulaire (EC-SOD). Il a été montré que la Cu/Zn-SOD était également présente dans
I’espace intermembranaire (Okado-Matsumoto et Fridovich., 2001 ; Sturtz et al., 2001).Les
différentes SODs catalysent la méme réaction avec une efficacité comparable. Elles accélerent la
vitesse de dismutation de I’anion superoxyde en peroxyde d’hydrogeéne (Desideri et Falconi.,
2003 ; Rahman et al., 2006 ; Garrel et al., 2007).

e La Catalase (CAT)

La catalase (EC 1.11.1.6) est parmi les antioxydants puissants les plus connus dans la
nature (Ratnam et al., 2006). Cette enzyme est localisée principalement dans les peroxysomes et
les mitochondries (Deaton et Marlin., 2003), elle se produit en abondance dans le corps, avec la
plus grande activité dans le foie, suivie par les érythrocytes, puis les poumons (Ratnam et al.,
2006).

C’est une enzyme héminique capable de transformer par dismutation le peroxyde
d’hydrogéne (généralement produit par les SOD) en eau et oxygéne moléculaire (Bonnefont-
Rousselot et al., 2003) :

Catalase
2 H202 » 2HO+02

|

De ce fait, la CAT a un rdle essentiel dans I'acquisition de la tolérance au stress oxydatif et
dans la réponse adaptative des cellules (Buschfort et al., 1997 ; Géth et al., 2004). Elle joue, en
effet, un role significatif en permettant d'éliminer I'excés de peroxyde d'hydrogene afin que la

réaction de Fenton ne puisse s'amplifier (Cantin., 1999). Ainsi, divers états pathologiques et
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anomalies sont associés a la carence ou a la mutation de cette enzyme (Buschfort et al., 1997 ;
Goth et al., 2004).

e La Glutathion peroxydase (GPx)

La glutathion peroxydase (EC 1.11.10.19) est une enzyme dépendante du sélénium (Akbas
et al., 2005). Elle contient un seul résidu séléno-cystéine (Se-Cys) dans chacune de ces quatre
sous-unités identiques (fig 11), ce qui est essentiel pour l'activité enzymatique (Marés et al.,
1999). Elle se retrouve dans les liquides extracellulaires ainsi que dans les cellules, au sein du
cytosol et des mitochondries (Richard et al.,1997).

Figure 11 : Structure tridimensionnelle de la glutathion peroxydase (Lyons et al., 1990)

On distingue 5 isoenzymes de la GSH-Px contenant du sélénium chez les eucaryotes : la
GSHPx1 ou cGSH-Px cytoplasmique et mitochondriale, la GSH-Px2 ou giGSH-Px gastro
intestinale, la GSH-Px3 ou pGSH-Px plasmatique, la GSH-Px4 ou HP-GSH-Px localisée a
I’interface de la membrane interne et du cytoplasme et la GSH-Px5 ou snGSH-Px épididymaire.
La plus abondante est la GSH-Px1, qui est exprimée dans la plupart des cellules (Comhair et
Erzurum., 2002).

La GPx permet la décomposition des hydroperoxydes organiques et peroxyde d’hydrogene.
Elle réduit un grand nombre de ces peroxydes avec des vitesses comparables. L’enzyme possede
une grande spécificité pour le glutathion réduit (GSH) qui est utilisé comme donneur
d’hydrogene au cours des réactions de décomposition ; il s’en suit la formation du glutathion
oxydé (GSSG). La GPx est donc en competition avec la catalase pour le substrat H et est la
source majeure de protection contre les faibles niveaux de stress oxydant (Valko et al., 2006 ;
Valko et al., 2007).
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ROOH + GSH-Px-Se- + H- — ROH + GSH-Px-Se-OH (réaction 1)
ROH + GSH-Px-Se-OH + GSH — GSH-Px-Se-SG + H20 (réaction 2)

GSH-Px-Se-SG + GSH — GSH-Px-Se- + GSSG + H (réaction 3)

ROOH +2 GSH — GSSG + ROH + H20

La premiére réaction est une oxydation du groupement sélénol de 1’enzyme par un
hydroperoxyde pour former un acide sélénique (réaction 1). La seconde réaction conduit a la
formation d’une liaison covalente entre le soufre du GSH et le sélénium de I’enzyme (réaction2)
(kehili., 2018). La derniére réaction (réaction 3) traduit la réduction du glutathion-disulfure
GSSG par la glutathion réductase (Halliwell., 1989).

La glutathion réductase permet donc de recycler le GSH en réduisant le GSSG et produisant
deux molécules de GSH (Raman and Berry., 2011). C’est une flavoenzyme homodimérique
dont le quelle chaque sous-unité contient du FAD au niveau de son site actif. Elle utilise le
NADPH comme donneur d’électron, qui réduit d’abord le FAD en FADH2. Ce dernier est
ensuite une source d’électrons sur un pont disulfide -S—S— de I’enzyme qui réduit a son tour le

GSSG en GSH (Halliwell and Gutteridge., 2008).

Le schéma ci-dessous présente les réactions mises en jeu pour la décomposition du

peroxyde d'hydrogéne par la glutathion peroxydase (GPX) :
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Figure 12 : Cycle de détoxification par la glutathion peroxydase.
6.3.2. Les systemes antioxydants non-enzymatiques

Dans ce groupe d'antioxydants on peut distinguer deux types : les antioxydants endogénes

et les antioxydants exogeénes (Ribeiro et al., 2001) :
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6.3.2.1. Antioxydants non enzymatiques endogenes

Ce groupe d’antioxydants renferme de nombreuses molécules endogénes synthétisées par

les cellules :
e Le Glutathion (GSH)

Le glutathion est un tripeptide (acide y-glutamique-cystéine-glycine) connu par son
puissant pouvoir antioxydant (Menon et Goswani., 2007). Le foie est la principale source de la
synthese du glutathion (Sies., 1999), il est également abondant dans le cytosol, les noyaux et les
mitochondries. Il est le principal antioxydant soluble dans ces compartiments cellulaires
(Rahman, 2007). Le groupement actif de glutathion est le sulfhydrile (-SH) de la cystéine (Sies.,
1999 ; Deaton et Marlin., 2003), qui peut aisément accommoder la perte de I’électron unique
(Rahman., 2007).

Le glutathion (GSH) est impliqué dans de nombreux processus métaboliques, parmi
lesquels le maintien des communications intercellulaires (Barhoumi et al., 1993) et la
prévention de 1’oxydation des groupements thiols grace a son pouvoir réducteur. Il piege les
espéces réactives de I’oxygéne car il réagit notamment avec le radical hydroxyle (Bump and
Brown., 1990). Il est intéressant de noter que le GSH peut chélater les ions Cu* et ainsi limiter
leur participation a la génération de radicaux libres par la réaction de Fenton (Hanna and
Mason., 1992). Dans certaines conditions physiologiques, le GSH protége 1I’ADN contre 'O
(Lafleur et al., 1994).

Comme citée précedemment, le glutathion réduit (GSH) est aussi le substrat indispensable
aux réactions qui éliminent les peroxydes a partir de ’activité enzymatique de la glutathion
peroxydase (GPx), de la glutathion transférase (GST) et de la glutathion réductase (GR). Au
cours de I’oxydation du glutathion (fig.13), deux molécules de GSH se lient en formant un pont
disulfure (S-S) par I’oxydation du groupement -SH de chaque cystéine. De cette réaction résulte
la formation de glutathion oxydé ou disulfide (GSSG) (Dwassy., 2014).

Le rapport glutathion réduit/glutathion oxydé (GSH/GSSG) est souvent utilisé comme un
marqueur du stress oxydant car, plus le flux d'H2O, est important, plus le glutathion réduit est
consomme et le glutathion oxydé augmenté (Ji et Fu., 1985).
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Figure 13 : Etat d’oxydation du glutathion (Raman et Berry., 2011)

e L’Acide urique

Issu du catabolisme des purines, 1’acide urique (AU) joue un role important dans le systéme
antioxydant. Il apparait comme étant I’antioxydant plasmatique le plus réactif avec les ROS,

contribuant a lui seul a 60 % de la capacité antioxydant du plasma grace a sa concentration

élevée (Zhao et al., 2009).

Au début des années 80, Ames et al ont proposé que I'AU puisse avoir une signification
biologique en tant gu'antioxydant et ont montré, par des expériences in vitro, qu'il est un puissant
capteur de radicaux peroxyle (ROy"), de radicaux hydroxyle (OH") et d'oxygeéne singulet (:O2). II
est également un neutralisant puissant de 1'ozone, de 1’acide hypochloreux et du radical

superoxyde (Sekli-belaidi., 2011 ; Mimouni., 2020).

Apres réaction avec les ERO et d'autres agents oxydants, 1’acide urique peut étre oxydé¢ en
différents produits dont le prédominant est 1’allantoine qui augmente également dans les muscles
en cas d’effort (Hellsten et al., 2001), puis est régeéneré par la vitamine C (Vasconcelos et al.,
2007). 1l 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 (Patterson et
al., 2003 ; Baillie et al., 2007 ; Sautin et al., 2007 ; Gersch et al., 2009 ; Johnson et al., 2009).

e La Coenzyme Q10

Découvert en Angleterre par Morton, le coenzyme Q, aussi appelé ubiquinone en raison de
son ubiquité dans les cellules, est une molécule antioxydant qui se singularise par un
comportement particulier (Pincemail et Defraigne., 2003). 11 s’agit dun dérivé
benzoquinonique avec une longue chaine latérale isoprénique (fig.14). Dans la majorité des
tissus des mammiferes, cette chaine posséde dix unités isoprénoides (d’ou le nom de CoQ10)

mais, dans d’autres organismes, elle n’est formée que de six (COQ6) ou huit (CoQ8) unités.
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Figure 14 : Structure chimique des ubiquinones (Haleng et al., 2007) (n peut varier de 6 a 10)

Cette chaine latérale confere a la molécule un caractere lipophile important qui lui permet
de s’insérer dans toutes les membranes cellulaires, subcellulaires et les lipoprotéines sériques

(Pincemail et Defraigne., 2003).

La coenzyme Q10 exerce a la fois un role de transporteur d’électrons et un rdle
d’antioxydant. Sous sa forme réduite, elle limite la peroxydation lipidique en réagissant
directement avec les hydroperoxydes ou indirectement en régénérant la vitamine E (Beyer.,
1994). Son effet anti-oxydant s’exerce aussi au niveau de I’ADN et des protéines, étant donné

que le coenzyme Q est le seul anti-oxydant liposoluble endogéne (Bentinger et al., 2010).
e Labilirubine

La bilirubine est le produit terminal de la dégradation de I’héme de plusieurs protéines
hémiques d’intérét biologique comme 1’hémoglobine des hématies et la myoglobine des muscles

(Halliwell et Gutteridge., 2008 ; Paredi et al., 2002).

Elle est fortement liée aux protéines et lipoprotéines plasmatiques et potentialise la défense
antioxydant sanguine (notamment avec 1’albumine) (Halliwell et Gutteridge., 2008). La
bilirubine est capable de piéger les radicaux peroxyle, 1I’oxygene singulet et le radical hydroxyle,
protégeant ainsi I’albumine et les acides gras liés a 1’albumine des attaques radicalaires

(Algeciras-schimnich et al., 2007).

Elle trouve donc toute son expression dans la protection des membranes cellulaires contre
la peroxydation lipidique (notamment des cellules sanguines) et des protéines plasmatiques ;
certains auteurs pensent que la bilirubine serait un antioxydant efficace de I’oxydation protéique
médiée par le peroxynitrite et pourrait étre plus efficace encore que la vitamine E dans la
prévention de la peroxydation lipidique (Paredi et al., 2002). La bilirubine est reconvertie en
biliverdine par certains ERO, qui est & nouveau reduite par la biliverdine réductase (Halliwell
and Gutteridge., 2008).
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6.3.2.2. Antioxydants non enzymatiques exogenes

Ce systeme fait appel a des molécules non enzymatiques telles que les vitamines
antioxydants (vitamine C et vitamine E), les caroténoides et les composés phénoliques.
Contrairement aux enzymes antioxydants, ces composé€s ne sont pas synthétisés par 1’organisme

et doivent étre apportés par I’alimentation (Gardes-Albert et al., 2003).
e LaVitamine E

La vitamine E est un terme genérique pour tous les tocophérols et les tocotriénols (fig.15),
desquels existent 8 dérivatifs et dont 1’alfa-tocophérol est le plus abondant (Shils et al., 2006).
La forme naturelle de la vitamine E inclut quatre tocophérols isomeres a, B, vy et d, avec une

activité antioxydant variable (Singh et al., 2005).

R2

CH3 | o
H B
CH3 ¥
H &

CHs Tocotriénol

Figure 15 : Structure des différents vitaméres de la vitamine E (landrier.,2011)

La vitamine E est uniquement apportée par 1’alimentation, se retrouve dans les huiles
végétales (olive, colza, arachide) mais aussi dans le beurre, les céréales et les légumes verts
(SuzukiK et al., 2011).

L’a-tocophérol (o -TocH) est la forme la plus active de la classe des tocophérols (Gulcin.,
2012). Il piége les radicaux peroxyles produits durant la peroxydation lipidique, ce qui conduit a
un radical tocophéryl (Van stijn et al., 2008), plus spécifiquement lors de I’initiation de la
peroxydation lipidique, suite a une attaque radicalaire (fig.16). L’a -TocH, qui est un inhibiteur
de la propagation radicalaire, cede son hydrogene situé dans le noyau phénolique, réduisant ainsi
le radical RO, et constitue par ce biais le seul antioxydant liposoluble assurant cette protection.
L’a-tocophérol, en cédant son hydrogéne, se transforme lui-méme en produit radicalaire mais de

faible réactivité (Bouguerne., 2012).
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L’a -TocH peut aussi réagir avec les radicaux "OH et O>™ méme si ces réactions, en théorie
réalisables, ils restent peu probables au vu de leur lenteur.

La régénération de 1’a-tocophérol se fait selon 2 voies : soit via la vitamine C, soit en
mettant en jeu la tocopheéryle réductase qui en présence de GSH redonne de 1’a-tocophérol
(Brigelius-Flohe et al., 1999).

RH

HO'<] ( Initiotion o
L H O
RH = RW ROO" = RW

OH
.

ROOH " M o
R = o NN ROOH= o NKA
Propagauon 1’
Vitamin EOH Vitamin C_ 2GSH NADP'
Vitamin E-O* Vltamxn C GSSG NADPH+H

Figure 16 : Piégeage des radicaux libres par L’a -TocH.

Enfin, il est important de montré que la vitamine E peut réguler a la hausse les enzymes
antioxydants (SOD, GPx et CAT du foie, GST et NADPH réductase) (Lopez et al.,2005). Il est
aussi capable de réduire I'ion ferrique en ion ferreux, mais il peut également agir comme un pro-
oxydant (Sharma et al., 2018).

e LaVitamine C

La vitamine C, ou acide ascorbique, est une molécule hydrophile que 1’on retrouve dans de
nombreux fruits comme les oranges, les citrons et les fraises. Son caractere hydrophile ne lui

permet pas d’avoir une activité intracellulaire (Fabre et al., 2015).

Elle est connue pour son action protectrice contre 1’oxydation membranaire (Retsky et al.,
1999). Son caractére antioxydant provient de sa forme ionisée abondante (AscH?) qui peut
aisément reagir avec des radicaux et produire le radical ascorbate tricarbonyle (AscH"), stabilisé
par résonance (fig.17). Du fait de son trés faible pK, la forme non protonée radicalaire
faiblement réactive est privilégiée (Asc™) (Valko et al., 2006).
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Figure 17 : Différentes structures chimiques de la vitamine C et réaction avec les radicaux
(Rezaire., 2012)

e La Vitamine A

La vitamine A est un nom générique pour les rétinoides et les provitamines A ou les
caroténoides dont plusieurs centaines sont répertoriés (Wolinsky., 1998). Les rétinoides (rétinol,
rétinal et acide rétinoique) sont présents dans les aliments d’origine animale (lait, foie, jaune
d’ceuf), alors que les provitamines A (béta-caroténe, lutéines, lycopénes,...) se rencontrent dans
de nombreux fruits et légumes. Le béta-carotene (fig.18) est le principal précurseur de la
vitamine A (Shils et al., 2006).

Figure 18 : Structure chimique de B caroténe (Laguerre et al., 2007)

L’activité antioxydant des caroténoides repose essentiellement sur le piégeage de 1’anion
superoxyde ou de radicaux peroxydes. Cependant, le mécanisme principal n’est pas chimique,
mais plutdt d’ordre physique. Il s’agit d’un phénomeéne de quenching physique dans la phase
lipidique entre un caroténoide et un O ou un O, entrainant un transfert d’énergie a partir de ce
dernier vers le caroténoide (fig.19). Il en résulte du dioxygene triplet et un caroténoide triplet
excité, qui sera capable de dissiper cette énergie et ainsi retrouver son état initial (Sies et Stahl.,
1995 ; Stahl et Sies., 2003).
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Figure 19 : Quenching physique de 1’oxygéne singulet par les caroténoides
(D’aprés Stahl et Sies., 1993)
(C : caroténoide ; 3C* : carotenoide triplet excité)

e Lesoligo-éléments

Les oligo-éléments se définissent comme une classe de nutriments nécessaires, en quantité
trés faible, a la vie d’un organisme. L’apport par I’alimentation, en quantité raisonnable, est

crucial.

Les oligoéléments servent de cofacteurs aux enzymes antioxydants, ont aussi des propriétés
antioxydants. Des métaux tels que le cuivre (Cu), le zinc (Zn), le manganese (Mn) et dans
certains micro-organismes le nickel (Ni) et le fer (Fe), jouent un role important en tant que
catalyseur de la SOD. De la méme facon le sélénium (Se) et le fer (Fe) sont les éléments

catalyseurs de la GPx et la catalase, respectivement (De moffarts et al., 2005).

Ils existent également toute une série de composés naturellement apportés par
I’alimentation, comme par exemple les polyphénols et les différents thiols (Vamecq et al.,2004).
Les polyphénols sont retrouvés sous forme de dérivés glucosidiques dans de nombreux fruits et
Iégumes ; ils se répartissent en flavonoides, acides phénoliques, lignanes et stilbenes qui ont un

pouvoir antioxydant important (Urquiaga et Leighton., 2000).
7. Les maladies liées au stress oxydant

Le stress oxydant est impliqué dans de trés nombreuses maladies comme facteur
déclenchant ou associé a des complications de 1’évolution (Favier., 2003). La multiplicité des
conséquences médicales de ce stress oxydant vient du fait que de nombreux organes ou tissus
peuvent devenir la cible d’un stress oxydant (Bonnefont-Rousselot et al., 2001 ; sohal et
al.,2002 ; Delattre et al.,2005).

De nombreuses pathologies (fig.20), a savoir les maladies neurologiques, les cancers, les
processus inflammatoires ou encore le vieillissement accéléré, sont associees au stress oxydant.

Ce dernier est aussi un des facteurs potentialisant 1’apparition de maladies plurifactorielles tels le
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Stress oxydant

diabéte, la maladie d’Alzheimer, les rhumatismes et les maladies

Jope., 1999 ; Favier., 2003).
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Figure 20 : Différents pathologies associes au stress oxydant (Morandat et al., 2013)

La plupart des maladies induites par le stress oxydant apparaissent avec 1’age car le

vieillissement diminue les défenses antioxydants et augmente la production mitochondriale de

radicaux. L’augmentation de 1’apport nutritionnel en antioxydant visera donc essentiellement a

prévenir ces maladies, de méme, une consommation réguliére en antioxydant pourrait avoir un

effet bénéfique, mais essentiellement préventif (Favier., 2003).
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I1. Polyphénols en tant qu’antioxydants

Comme nous 1’avons décrit, le stress oxydant peut étre induit par un dysfonctionnement des
défenses antioxydants et/ou une surproduction d’EROs. L’apport d’antioxydants dans notre
alimentation est susceptible d’améliorer le niveau des défenses antioxydants et par conséquent de
prévenir I’apparition des pathologies associées au stress oxydant. A ce titre, I'utilisation des

plantes riches en polyphénols a été particulierement étudiée.
1. Présentation générale sur les polyphénols
1.1. Diversiteé structurale, sources alimentaires et classification des polyphénols

Les polyphénols, déenommeés aussi composés phénoliques, sont des molécules spécifiques
du regne végétal et qui appartiennent a leur métabolisme secondaire (Mompon et al., 1996 ; He
et al., 2008). On les trouve dans les plantes, depuis les racines jusqu’aux fruits. Leurs fonctions
ne sont pas strictement indispensables a la vie du végétal, cependant ces substances jouent un

réle majeur dans les interactions de la plante avec son environnement (Richter., 1993).

Le terme “ phénol ” englobe approximativement 10000 composés naturels identifiés
(Martin et Andriantsitohaina., 2002 ; Druzynka et al., 2007). L’élément structural
fondamental qui les caractérise est la présence d’au moins un noyau phénolique a 6 carbones
(fig.21), auquel est directement lié au moins un groupe hydroxyle (OH) libre ou engagé dans une

autre fonction : éther, ester ou hétéroside. (Bruneton., 1999 ; Balasundram et al., 2006).

OH

~
=

Figure 21 : Structure du noyau phénol (Sarni-Manchado et Cheynier., 2006)

Les polyphénols sont répartis de fagon ubiquitaire dans les fruits et légumes qui en
constituent les principales sources alimentaires, avec de fortes variations selon les espéces
(Scalbert et Williamson, 2000). A ces aliments s’ajoutent d’autres végétaux, les plantes

aromatiques ou les huiles ainsi que les boissons comme le thé, le café et le vin (Socynska-
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Kordala et al.,2001). Les épices telles le gingembre, le curcuma, le poivre noir, la muscade et la
vanille constituent également une source importante de polyphénols (Balasundram et al., 2006).

Il est possible de classer les polyphénols selon le nombre de cycles phénoliques qu’ils
contiennent et selon les éléments structuraux qui lient différents cycles entre eux. Ainsi, on
distingue quatre grands groupes de polyphénols : les flavonoides, les acides phénoliques, les
stilbénes et les lignanes (Manach et al., 2004?) (tab.2).

e Les Flavonoides

Les flavonoides constituent le plus grand groupe de composés phénoliques, avec plus de
6000 composes naturels qui sont quasiment universels chez les plantes vasculaires. Ils
constituent des pigments responsables des colorations jaune, orange et rouge de différents
organes veégétaux (Knezevi¢ et al., 2012). Ces composes (fig.22) possedent tous un squelette de
base de quinze atomes de carbone constitué de deux unités aromatiques ; deux cycles en C6 (A et
B), reliés par un hétérocycle en C3(Pietta., 2000).

Figure 22 : Structure générale du noyau des flavonoides (D’aprés Heim et al., 2002)

Structuralement les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules selon le
degré d’oxydation et la nature des substituants portés sur le cycle C (Pietta., 2000), 14 groups
différents ont été identifiés dont six groupes (tab.2) sont particulierement les plus répandus et les
mieux caractérisés ; flavones, isoflavones, flavanones, flavanols, flavonols, anthocyanidines

(Heim et al., 2002 ; Hendrich., 2006). La figure 23 représente 3 exemples de flavonoides

specifiques.
= ~OH
HO\@:OJ:\' = OH
OH o OH
Catéchine (flavanol) Quercétine (flavonol) Génistéine (Isoflavone)

Figure 23 : Quelques flavonoides (Tanwar et Modgil., 2012)
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Tableau 2 : Les grandes familles de polyphénols (Defraigne et Pincemail., 2008)

Famille

Acide hydroxy- benzoiques

Acides hydro- cinnamiques

Stilbéne

Flavanoides

- Flavonols

- Flavones

- Flavanones

- Flavones-3-ols

- Isoflavones

- Anthocyanidines

Lignines

Principaux composes

Acide vanillique
Acide gallique

Acide caféique
Acide férulique
Acide chlorogénique

Resvératrol

Quercetine, kaempférol
Luéoline, apigénine
Naringénine

Catéchine, épicatéchine
Génisteine, daidzéine
Cyanidine

Lignane

Origine

Vanille
Feuilles de thé

Café

Riz, blé, asperges

Pelure de pomme de terre,
pomme, artichaut

Raisin, vin

Oignon, brocoli

Céleri

Agrumes

Raisin, thé vert, chocolat,
Soja

Fruits rouges, raisin

Bois

e Les Acides phénoliques

Le terme acide- phynol peut s’appliquer a tous les composés organiques possédant au
moins une fonction carboxylique et hydroxyl phénolique (Bruneton., 1999). Les acides
phénoliques (fig.24) sont divisés en deux catégories (Kochetova et al., 2007):

o O
R R R i

CH
I
CH

CooH I
COOH

U] (11)

Figure 24 : Acides phénoliques, squelette benzoique (I) et squelette cinnamique (1)
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V' Les dérivés de I’acide benzoique comme I’acide gallique ou vanillique et ;

v’ Les dérivés de I’acide cinnamique comme 1’acide caféique, coumarique, sinapique

et férulique.

Les acides phénoliques participent directement aux réactions de stress environnementaux,
comme les attaques par les ravageurs et contribuent au processus de guérison de la plante par la

lignification des tissus endommagés (Manach et al., 2004%).
e Les Stilbénes

Les stilbénes sont des composés phénoliques contenant au minimum deux noyaux
aromatiques reliés par une double liaison, formant un systeme conjugué (fig.25). Ces composes

sont en trés petite quantité dans notre alimentation, le plus connu d’entre eux est le resvératrol

(Kundu et Surh.,2008).
OH
HO ‘ S ‘
OH

Figure 25 : Structure d’un stilbéne, le resvératrol (D’aprés Harmatha et al., 2011)

Les stilbénes sont des phytoalexines, composés produits par les plantes en réponse a
I'attaque par les microbes pathogenes fongiques, bactériens et viraux (Irchhaiya et al., 2014).
Les sources principales des stilbénes sont les raisins, les vins, le soja et les arachides (Ozcan et
al., 2014).

e Leslignanes

Les lignanes constituent une classe importante de métabolites secondaire dans le régne
vegetal. Ce sont des composés dont le squelette résulte de 1’établissement d’une liaison entre les
carbones B des chaines latérales de deux unités dérivées du phénylpropane (fig.26). Bien qu’ils
entrent dans la composition de certaines graines, ceréales, fruits et autres légumes, ils sont

environ 1000 fois plus concentrés dans les graines de lins (EI Gharras., 2009).
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Figure 26 : Structure et numérotation des atomes de carbone du phénylpropane (1) et des
lignanes (2) (liaison B-B’ ou 8,8”) (Sainvitu et al., 2011)

Les lignanes sont retrouvés dans presque toutes les parties de la plante a différentes
concentrations ou ils jouent un réle déterminant dans le systeme de défense contre les herbivores

et les pathogénes (Gang et al., 1999).
1.2. Propriétés biologiques des polyphénols

Les activités biologiques relatives a ce type de composeés sont relativement diversifiées.
Chague classe chimique de polyphénols semble étre utilisée pour ses vertus spécifiques (Martin
et Andriantsitohaina., 2002). Les composés phénoliques sont principalement reconnus pour
leur activité antimicrobienne (Karakaya.,2004). Certains d'entre eux, tel que les flavonoides,
possédent des propriétés anti-inflammatoires (Middleton et al., 2000). D'autres, tel que les
lignanes, possédent des propriétés cytostatiques (Habtemariam., 2003). Certains possedent
également des propriétés antiallergiques, hépato protecteurs, hypocholestérolémiants,
diurétiques, antibactériens, antiviraux et parfois antispasmodiques (Bruneton., 1993). Toutefois,
I’activité antioxydant, au sens large, est considérée comme responsable des propriétés «

préventives ” des polyphénols (Gordon., 1996 ; Rohdewald., 2002).
1.2.1. Activité antioxydant des polyphénols

Les propriétés antioxydants sont attribuées en partie, a la capacité de ces composes naturels
a piéger directement les radicaux libres, d’inhiber les ions métalliques et les enzymes impliqués
dans la production des EOR et de protéger les systemes de défense antioxydants (Halliwell.,
1994).

1.2.1.1. Piégeage direct de radicaux libres

La réduction de divers radicaux par les polyphénols a été beaucoup étudiée afin de
déterminer les éléments majeurs de 1’activité antioxydant. A cause de leur faible potentiel redox,

les polyphénols (Ar-OH) sont capables de réduire rapidement les radicaux libres oxydants
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comme le superoxyde, les peroxyles (ROQO"), les alkoxyles (RO") et I’hydroxyle par transfert

d’hydrogene ou d’électron :
Ar-OH + X . Ar-O" + XH
Ar-OH + X —» ArOH"+X
Ou
X" : Représente I’une des ERO mentionnées ci-dessus ;

Le radical aryloxyle (Ar-O") peut réagir avec un autre radical pour former une structure o-

quinone plus stable (Jovanovic et al., 1994).

Dans le mécanisme de transfert d’électron, I'antioxydant phénolique (ArOH) réagit avec le
radical libre (X") et de vientun cation radical stable ArOH **(Dugas et al., 2000 ; Pietta., 2000).

La capacité antiradicalaire des polyphénols dépend généralement de leurs structures a
laquelle s’ajoutent les groupements hydroxyles ce qui induit la présence d’atomes d’hydrogéne
labiles (Tsao, 2010). Les positions et degrés d’hydroxylation jouent une part importante, dans
’activité antioxydant des polyphénols. Les polyphénols porteurs d’un groupement catéchol (un
noyau aromatique porteur de deux fonctions hydroxyles adjacentes) ont un potentiel antioxydant
élevé (Dziedzic et Hudson., 1983).

1.2.1.2. Chélation des ions métalliques

Les polyphénols contribuent a I’inhibition de la formation des radicaux libres par la
chélation de métaux de transition tels que le fer (Fe?*) et le cuivre (Cu*), qui sont essentiels pour
de nombreuses fonctions physiologiques. Ils entrent notamment dans la composition des
hémoprotéines et sont de cofacteurs d’enzymes du systéme de défense antioxydant (Fe?* pour la
catalase et Cu™ pour la superoxyde dismutase). Cependant, ils peuvent aussi étre responsables de
la production des radicaux hydroxyles trés réactifs (Pietta., 2000 ; Heim et al., 2002). Les
polyphénols abondants dans 1’alimentation, notamment les flavonoides, séquestrent ces ions

métalliques au niveau de différents sites (fig.27).
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Me"™ = Fe3*, Cu?*

Figure 27 : Flavonoides et leurs sites proposés pour la chélation des ions métalliques (D’aprés
Pietta., 2000)

1.2.1.3. Inhibition enzymatique

Les polyphénols possédent une affinité pour une grande variété de protéines (Havsteen.,
2002 ; Dangles et Dufour., 2008), via des interactions de van der Waals (cycles aromatiques) et
des liaisons hydrogenes (groupements OH phénoliques). Par exemple, les aglycones des
flavonoides, essentiellement les flavones et les flavonols (noyaux tricycliques plans et
polarisables), ont une capacité de se lier avec beaucoup de protéines globulaires, notamment des

enzymes, des récepteurs et transporteurs (Dangles., 2012).

L’inhibition des enzymes génératrices des radicaux libres dans les systémes biologiques est
un mécanisme important d’effet antioxydant pour les polyphénols. Plusieurs travaux ont rapporté
que les flavonoides sont les molécules les plus susceptibles d’étre impliquées dans cet effet (Lin
et al., 2002), par formation de complexe inhibiteur-enzyme et/ou par piégeage direct des ERO
(Dangles et Dufour., 2008).

2. Etude de polyphénol modéle du curcuma (curcuma longa)
2.1. Historique

Le curcuma est une épice qui fait I'objet d'échanges commerciaux depuis tellement
longtemps qu'on ne peut déterminer avec certitude son origine. On pense cependant qu'il vient du
Sud ou du Sud-Est de I'Asie, peut-étre plus spécifiquement de I'Inde, d'ou il se serait répandu
dans toute I'Asie, de méme qu'au Proche et au Moyen-Orient, il y a des milliers d'années (Penso.,
1986). Son emploi, en Asie, en Afrique et au Proche et Moyen-Orient, remonte a plus de 4000
ans. Deés cette époque, le curcuma est utiliseé en tant qu'epice, mais aussi comme agent de
coloration de plusieurs aliments, tels que le cari et la moutarde, de méme que dans la production

de cosmétiques, de teintures et de médicaments (Perry., 2008).
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En Europe, les moines font mention de la plante, introduite par les navigateurs, dans leurs
écrits dés le 6°™ siécle. Elle est connue en Chine depuis le 7°™ siécle, en Afrique de I'Est depuis
le 8™ siécle, en Afrique de I'Ouest depuis le 13°™ siécle. C’est une plante ramenée en Europe
en 1298 par Marco Polo qui le découvre en Chine et par les arabes au13°™ siécle (Delaveau.,
1987).

2.2. Etymologie

Le terme de curcuma est d’origine irano-indienne. Il dérive du sanscrit kartouma qui a
donné kurkumen persan ancien, kourkoumen arabe et curcuma en latin. C’est sous cette derniére
forme qu’il est passé dans les langues européennes, le « ¢ » se transformant parfois en « k » dans
les langues germaniques, a I’exception de 1’anglais qui le désigne sous le nom de turmeric. C'est
d’ailleurs la langue anglaise qui a conservé l'origine de son appellation en latin médiéval, terra
merita (terre mérite) par le mot "turmeric”. Notons que sa couleur jaune intense le fait parfois

nommer, bien a tort, safran coolietsafran des Indes (Delaveau., 1987).

Tableau 3 : Différentes appellations de curcuma (Delaveau., 1987)

Langue Appellations
Arabe Kourkom, aS S
Latin Curcuma

Anglais Turmeric
Chine Jianghuang

2.3. Classification botanique du curcuma
Selon Quezel et Santa (1963), I’espéce Curcuma longa appartient a :

Régne : Plantae

Sous embranchement : Magnoliophyta
Classe : Liliopsida

Ordre : Zingiberales

Famille : Zingiberaceae

Genre : Curcuma

Especes : Curcuma longa L
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Le genre Curcuma regroupe de nombreuses especes (fig.28) ornementales, tandis que
d’autres se sont démarquées par I’utilisation de leur rhizome, aux propriétés culinaires et
médicinales. Parmi ces especes, Curcuma longa Linné est de loin le plus utilisé et par conséquent
le plus étudié, mais on retrouve également Curcuma xanthorriza Roxburgh dit temoelawak et la
zédoaire, décrite sous le nom de Curcuma zedoaria Roscoe ou Curcuma zerumbet
Roxburgh (Delaveau., 1987).

{Torch ginger, eka,
opuhi, pua vao)

(White turmeric,
Zedoary root)

Curciyna mangoa Curcuma xanthorrhiza Costus speciosus Zingiber cassumunar
{Mango ginger) {Temu Lawak, Ubat Jamu, {Cane Reed. Crepe > (c )
Ubat maaju) Wild ginger. Keokand)

Figure 28 : Les sources de curcumine (Shishodia., 2005)

2.4. Description de la plante

Curcuma longa (fig.29) est une plante vivace atteignant un metre, pérenne par son rhizome.
Les rhizomes représentent la partie consommeée comme épice. Une odeur aromatique se dégage
apres section du rhizome (Inglese., 1994). Ses feuilles, trés longues, oblongues a elliptiques,
engainantes, possédent une puissante nervure axiale et des nervures secondaires paralléles. A

’aisselle des quelles, naissent les fleurs de couleur blanche ou jaunatre (Karleskind., 1992).
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Figure 29 : Aspect général de curcuma longa (Rivera-Espinoza et al., 2009)
Les fleurs possedent :

v Un calice tubulaire, court, présentant 3 dents inégales.

v Une corolle tubulaire a sa base, puis divisée en 3 lobes jaunes inégaux.

v Des étamines dont une seule fertile, bifide, I’anthére présentant un large éperon

courbé a la base.

v Un ovaire infére, triloculaire, surmonté d’un style terminé par un stigmate simple et

en Crochet (Inglese., 1994).

Le fruit, rarement produit, est une capsule a trois loges, contenant de nombreuses graines

arillées.
2.5. Phytochimie

Les plantes produisent un grand nombre de métabolites secondaires, ainsi 1’action de la
phytothérapie sur I’organisme dépendra de la composition chimique de ces plantes et de leur
teneur en ces métabolites (Daayf et Lattanzio., 2000). Curcuma longa est une source riche en
métabolites secondaires importants tels que des polyphénols, les huiles essentielles et bien
d’autres substances. Le screening phytochimique de la poudre issue du rhizome séché de

Curcuma longa a révélé la présence de deux fractions volatile et non volatile (Bruneton., 2009) :
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2.5.1. Fraction volatile

Ce sont des substances organiques aromatiques liquides qu’on trouve naturellement dans
diverses parties des plantes. Elles sont trés concentrées, volatiles, généralement huileuses et

sensibles a la décomposition sous 1’effet de la chaleur (Garnero., 1996).

Elle est composée d'huiles essentielles volatiles, de couleur jaune, représente de 6 a 7 % de
I’ensemble dont les principaux composes chimiques sont essentiellement des monoterpenes et
des sesquiterpenes. Les concentrations varient en fonction des régions d'origine des plantes et du

moment de la récolte par rapport au cycle végétal (Vaquier., 2010).

2.5.2. Fraction non volatile
2.5.2.1. Polyphénols

Parmi les polyphénols identifiés : Curcuminoides. Ce sont ces composés uniques qui
donnent au curcuma sa couleur, et qui détiennent, d'aprés de nombreuses études, des propriétés
santé et beauté indéniables. La curcumine est un pigment naturel utilisé par l'industrie
agroalimentaire (c'est le colorant alimentaire jaune E100) (Pinson., 2012). Les Curcuminoides
constituent la fraction active de I'extrait de curcuma. lls sont insolubles dans I'eau et doivent étre
extraits a l'aide de solvants. La teneur en Curcuminoides varie selon le cultivar, elle peut
atteindre 8%. Ils appartiennent a la famille des diarylheptanoides. Le composé majoritaire (50 a
60%) est la curcumine de formule chimique C21H2006 et de structure 1,7-bis (4-hydroxy-3
méthoxyphényl)1,6-heptadiéne-3,5-dione  (Curcumine 1), la monodéméthoxycurcumine
(Curcumine2) et la bisdéméthoxycurcumine (Curcumine3), sont ses principaux dérivés (Portes.,
2008 ; Bruneton., 2009).

2.5.2.2. Autres composants

Le rhizome de curcuma est riche en amidon (45 a 55%) et autres glucides (presque 70% en
tout). Il contient aussi des protéines, 6.3% dont la turmerine, peptide hydrosoluble, des lipides a

hauteur de 5% environ et 3.5% de minéraux (Vaquier., 2010).
3. Domaines d’utilisation
3.1. Utilisation alimentaire

Le rhizome est la partie utilisée de la plante. Le rhizome réduit en poudre est utilisé en tant
qu’épice alimentaire pour renforcer la saveur des aliments et les conserver, et on utilise les

épices comme aromates, essentiellement végétales, pour ’assaisonnement, la coloration et la
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conservation des aliments ou des boissons, certaines épices sont aussi utilisées comme

suppléments diététiques (Wichtl et Anton., 2003).
3.2. Utilisation médicinale

Le Curcuma longa L’a fait I’objet de préparations thérapeutiques en vertu de ces propriétés
antioxydants, antimicrobiennes et anti-inflammatoires rapportées a travers les siecles dans
différentes parties du monde. La curcumine est un traitement efficace pour diverses affections
respiratoires, par exemple ’asthme, ’allergie, ainsi que les désordres hépatiques, 1’anorexie, les
rhumatismes, les rhumes, les sinusites (Araujo et Leon., 2001). En meédecine chinoise, le
curcuma est utilisé pour traiter les maladies associées aux douleurs abdominales, pour ses
propriétés carminatives et anti infectieuses. Dans 1’ancienne médecine hindoue, il était utilisé
pour traiter les entorses et les enflures et a travers 1’Orient comme anti-inflammatoire
(Grubben., 2005).

v Effet antioxydant

Les curcuminoides sont des antioxydants, piégeurs de radicaux libres, inhibiteurs de la
peroxydation lipidique et jouant un role important dans I’inflammation, les maladies
cardiovasculaires et le cancer (Grubben., 2005). La principale action de la curcumine est sa
capacité a inhiber la formation d'especes oxygénées actives comme les radicaux hydroxyles et

I'anion superoxyde (Portes., 2008).
v Effet anti-inflammatoire

La curcumine, caractérisée chimiquement pour la premiere fois en 1910 est identifiee
comme responsable de I'activité anti-inflammatoire de I'extrait de Curcuma, mais le mélange des
trois curcuminoides révéle une meilleure activité, ce qui a été confirmé par Ramsewak et al.,
(2000). Les curcuminoides agissent en inhibant I’enzyme cyclogénase de type Il, enzyme
responsable de la synthése des prostaglandines inflammatoires dans 1’organisme (Mesa et
al.,2000).

v’ Effet antibactérien, antifongique et antiviral

Le Curcuma inhibe la croissance de nombreuses bactéries (Gram positif et negatif) et
plusieurs champignons pathogénes. Lors d’infections, il inhibe également la production de
certaines toxines bactériennes qui peuvent causer de sérieux tords a 1’organisme (Mesa et al.,
2000). Le curcuma, en effet, exerce une activité antiprotéase inhibant I'action du HIV ainsi

qu'une activiteé anticancéreuse (Portes., 2008).
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3.3. Utilisation cosmétique

Le Curcuma a été utilisé comme un produit de beauté depuis des siecles. Il est un moyen
peu colteux et naturel de traiter plusieurs problemes de peau, et de cheveux, il est aussi bien
utilisé dans les recettes de grands-meres que dans le commerce sous forme de crémes, masques,

savons, huiles et shampooings (Gupta et al., 2013).
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I. Méthodes de dosage des biomarqueurs du stress oxydatif
1. Le choix des biomarqueures du stress oxydant

Les scientifiques se sont intéresses, dés le debut, des recherches sur le stress oxydant, a la
découverte d’un marqueur biologique qui identifierait a coup sir la présence d’un stress oxydant

dans diverses situations expérimentales ou cliniques.

Toutes les méthodes proposées, qu’elles que soient, présentent toujours leurs propres
spécificités et limites, montrant qu’il serait utopique de croire en 1’existence d’un marqueur idéal
et unique de stress oxydant (Favier, 1997 ; Pincemail et al., 1999). Donc, les critéres d’un bon

biomarqueur peuvent étre définis comme suit (Carine Badouard, 2006) :

v" Un produit majeur de modification oxydative qui peut étre directement impliqué dans le

développement de la maladie ;

v' Un produit stable non susceptible d’induction artéfactuelle ou de perte durant la

conservation des échantillons ;

v Représentatif de la balance entre la génération des dommages oxydatifs et leur

élimination ;
v Déterminé par une analyse spécifique, sensible, reproductible et robuste ;
v’ Libre des facteurs confondants venant d’une prise alimentaire ;
v Accessible dans un tissu cible comme les lymphocytes et cellules mononuclées ;
v' Mesurable dans les limites de détection d’une procédure analytique fiable.
Ainsi,

v Les dosages des biomarqueurs en fonction du matériel dont nous disposons au sein de

notre établissement et les réactifs disponibles.

Selon ces critéres, nous allons nous intéresser dans ce chapitre aux méthodes employées

pour déterminer les principaux parameétres du stress oxydatif :
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2. Méthodes de dosage des principaux biomarqueurs du stress oxydatif
2.1. Dosage du glutathion réduit (GSH)

La méthode de Wekbeker et Cory (1988) a été appliquée pour le dosage du glutathion dans
les tissus. Le principe de ce dosage repose sur la mesure de lI'absorbance optique de l'acide 2-
nitro-5-mercapturique. Ce dernier résulte de la réduction de l'acide 5,5'-dithio-bis-2-
nitrobenzoique (DTNB) par les groupements (-SH) du glutathion. Pour cela, une déprotéinisation
de ’homogénat est indispensable afin de garder uniquement les groupements thiol spécifiques du

glutathion.

L]

: |
[0 et 1] i Ca=ul : "
: [
= i
|
|
- L TNE

[ ) § | mbhsorlyme
T Acide glusathionyl-dithio-nitrobenzoroguoe
s

Figure 30 : Principe de dosage du glutathion.

Pour ’homogénat, une préparation obtenue apres broyage et homogénéisation des tissus
dans le TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4), la suspension est centrifugée a 9000 tours par

minute pendant 15 minutes & 4°C. Le surnageant est alors récupéré pour le dosage.
La procédure expérimentale du dosage du glutathion est la suivante :

v’ Prélever 0.8 ml de I'nomogénat.

v Ajouter 0.2 ml de la solution d’acide sulfosalicylique (0.25%).
Apres agitation durant 15 mn dans un bain de glace :

v" Centrifuger a 1000 tours/min pendant 5min.

v’ Prélever 0.5 ml du surnageant. Ajouter 1 ml du tampon Tris, pH 9.6. Mélanger et ajouter
0.025 ml de I’acide 5,5 dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB) a 0.01 M.

Aprés 5 min d'incubation, la lecture de 1'absorbance s'effectue a A= 412. La concentration

en glutathion (GSH) est évaluée selon la formule :
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DO x 1 x 1,525

GSH (nmol GSH/ mg protéine) =
13100 x 0.8 x 0.5 x mg protéine

DO : Densité optique ;

1 : Volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation ;

— 1.525 : Volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau du

surnageant ;
— 13100 : Coefficient d’absorbance du groupement —SH a 412 nm ;

— 0.8 : Volume de I’homogénat ;

0.5 : Volume du surnageant.

La concentration de la forme réduite du glutathion (GSH) est mesurée par apport a 1mg de

protéines. Ce dosage doit donc étre accompagné par le dosage des protéines.
2.1.1. Dosage des protéines

Le dosage des protéines a été effectué selon la méthode de Bradford (1976), qui utilise le

Bleu Brillant de Coomassie et 1’albumine de beeuf comme standard.

Le bleu de Coomassi réagit avec les groupements amines (-NH>) des protéines pour former
un complexe de couleur bleu. L apparition de cette couleur reflete le degré d’ionisation du milieu

acide et I’intensité correspond a la concentration des protéines dans I'échantillon.
Pour cela, nous avons procédés aux étapes suivantes :

v’ Prélever 0.1 ml de I’homogénat ;

v Ajouter 5 ml du bleu de Coomassie ;

v' Agiter et laisser reposer 5 minutes ;

v' Lire a 595 nm les densités optiques contre le blanc.

La densité optique obtenue est rapportée sur une courbe d'étalonnage préalablement tracée.
La concentration des protéines est déterminée par comparaison a une gamme ¢étalon d’albumine

sérique bovine (BSA a 1 mg/ml), réalisée dans les mémes conditions (fig.24) :
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Figure 31 : la gamme d’étalonnage utilisée (BSA 1 mg/ml) pour le dosage des protéines

2.2. Dosage de malondialdéhyde (MDA)

Le MDA est I'un des produits terminaux formés lors de la décomposition des acides gras

polyinsaturés (PUFA) médiées par les radicaux libres.

La peroxydation des lipides est estimée par mesure du malondialdéhyde (MDA) produit,
capable de réagir avec D’acide thiobarbiturique (TBA). La réaction de dosage du
malondialdéhyde, décrite par Esterbauer et al en 1992, repose sur la formation en milieu acide et
a chaud entre le malondialdéhyde et deux molécules d'acide thiobarbiturique, d'un pigment

absorbmalondialdéhyde.

OH
s H H > H
N Chauffage |
2 | P + O WO — - 3 - ~ ~ ~
H H Milieu acide
. . L Malonedialdéhyde OH OH
Acide thiobarbiturique Drodut coloré

Figure 32 : Principe de dosage du malondialdéhyde

La procédure s'est déroulée de la fagon suivante :

v’ Prélever 375 ul de 'homogénat (surnageant) ;
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v Ajouter 150 pul de la solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM pH 7.4) ;
v Ajouter 375 ul de la solution TCA-BHT (TCA 20%, BHT 1%) ;

v Vortexer et Centrifuger a 1000 tours/min pendant 10 min ;

v’ Prélever 400 ul du surnageant. Ajouter 80 ul du HC10.6 M ;

v Ajouter 320 ul de la solution Tris-TBA (Tris 26 mM, TBA 120 mM) ;

v' Mélanger et incuber au bain marie & une température de 80 "C pendant 10 minutes.

La lecture se fait par spectrophotomeétrie, I’absorbance est directement proportionnelle a la

quantité de MDA formé, donnant ainsi une évaluation précise des lipides peroxydés.

La concentration du MDA est calculée selon la loi de Beer-Lambert (DO =E.C.L) :

DO . 10°
C (nmol/mg protéine) =

¢.y.L.Fd

v' C: Concentration en nmoles/mg de protéines ;
v" DO : Densité optique lue a 530 nm ;
v E: Coefficient d’extinction molaire du MDA = 1.56 10° Mt cm™?;
v' L : Longueur du trajet optique =0.779 cm ;
v X : Concentration de I’extrait en protéines (mg/ml) ;
v Fd : Facteur de dilution : Fd = 0.2083.
2.3. Dosage de P’activité de la GPx

Le dosage de I’activité de la GPx tissulaire a été réalisé selon la méthode décrite par Flohe
et Gunzler (1984), fondée sur I’oxydation du glutathion réduit (GSH) en glutathion oxydé
(GSSG) par la GPx parallélement a la réduction de peroxyde d’hydrogéne (H,0,) en eau :

GPx
H.0O, + 2 GSH —» GSSG+2H,0
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Ce dosage a été fait selon les étapes suivantes :
v’ Prélever 0.2 ml de I'nomogénat (surnageant);
v Ajouter 0.4 ml de GSH (0.1 mM);
v Ajouter 0.2 ml de la solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM pH 7.4);
v Incuber au bain Marie & 25 "C, pendant 5min;
v Ajouter 0.2 ml de H,0, (1.3 mM) pour initier la réaction, laisser agir pendant 10 minutes;
v' Ajouter 1 ml de TCA (1%) pour arréter laréaction.
Aprés incubation pendant 30 minutes dans la glace:
v’ Centrifuger durant 10 minutes a 3000 tours /minutes;
v' Prélever 0.48 ml du surnageant. Ajouter 2.2 ml de la solution tampon TBS;
v Ajouter 0.32 ml de DTNB (1.0 mM), puis mlélanger I’ensemble.

Apres 5 minutes, 1’activité de la GPx a ensuite été déterminée par spectrophotométrie a 412

nm selon la formule :
DO ¢chantition X DO ¢talon X 0.04

GPx (hmol GSH/mg) =
DO ¢taion

v DO gchantillon : Densité optique de 1’échantillon ;
v DO étalon : Densité optique de 1’étalon ;
v 0.04 : Concentration de substrat (GSH).

2.4. Dosage de la catalase (CAT)

Les catalases sont présentes dans un grand nombre de tissus. Ce sont des enzymes
tétramériques, chaque unité portant une molécule d’héme et une molécule de NADPH. Ces
enzymes interviennent dans la défense de la cellule contre le stress oxydant en éliminant les
especes réactives et en accélérant la réaction spontanée de I’hydrolyse du peroxyde d’hydrogene

(H203) toxique pour la cellule en eau et en oxygene (Aebi, 1984).
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La réaction se fait en deux étapes. La réaction bilan est :

2 H202 —» 2H0+02

L’activité de la CAT est mesurée a 240 nm a I’aide d’un spectrophotometre UV/visible par

la variation de la densité optique consécutive a la dismutation du peroxyde d’hydrogene (H20.).

2.4.1. Mode opératoire

Réactifs Blanc (ul) Essai (ul)
Tampon phosphate (PBS) (0.1 M, pH 7.4) 800 780
H202 (0.5 M) 200 200
Homogénat - 20

On note que :

v’ Le zéro de ’appareil est réalisé par le tampon phosphate ;

v' La quantité du surnageant (S9) doit étre déterminée en fonction de la quantité de
protéines qui doit &tre comprise entre 1 et 1,5 mg/mL, soit une quantité de 10 a 20 pL de
SO dilué ;

v L’activité décroit rapidement, il est important de mettre toujours le méme temps de

pipetage et le moment ou on place la cuve au spectrophotometre ;

v La lecture de I’absorption se fait aprés 15 secondes de délai et durant 60 secondes de

mesure.

2.4.2. Calcul de P’activité de CAT :

ADO x 10

L’activité de la CAT (uM H202/min/mg protéines (50 mg/dl) =
exLxXxFd
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— ADO : Variation de la densité optique par minutes ;

¢ : Coefficient d’extinction du H2O2 (0,04 mM-1.Cm-1) ;

L : Largeur de la cuve ou longueur du trajet optique (1 cm) ;

X : Quantité des protéines en mg/ml ;

Fd : Facteur de dilution du H2O> dans le tampon (0,02).
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I1. Discussion

Dans les dernieres décennies il y a eu un intérét croissant pour I'étude des plantes
médicinales et leur utilisation dans la prévention des dommages cellulaires et tissulaires liés au
stress oxydant. En fait, les antioxydants existent dans les plantes médicinales et alimentaires tels
que les composés phénoliques, appartenant a la classe des composés dits de métabolisme
secondaire, manifestent un spectre de propriétés pharmacologiques telles que : antibactériennes,
anti-inflammatoires, vasodilatoires, anticancerigénes, parmi tant d’autres. Ils exercent ces
propriétés en tant qu’antioxydants. Parmi ces plantes ; le Curcuma (Curcuma longa) se trouve

étre 1’objet de la plupart des études, grace a ses composés actifs (curcuminoides, polyphénols).

Dans cette partie de notre travail, nous présenterons a travers des exemples des études, les
résultats portaient sur le lien entre la consommation du curcuma et le risque engendré par
certains agents pro-oxydants. Plusieurs études ont utilisé des modéles animaux afin de
déterminer les effets toxiques des agents environnementaux pro-oxydants comme les pesticides
et les métaux lourds et d’étudier le pouvoir antioxydant du curcuma (lbrahim Ali et
Abdelbasset Ibrahim., 2018 ; Otuechere et al., 2014 ; Abdel Rheim et al., 2015 ; Anu, 2018 ;
Ibrahim Waly et al., 2018).

L’¢étude de (Ibrahim Ali et Abdelbasset Ibrahim., 2018), a pour objet d’évaluer la toxicité
testiculaire du malathion, un insecticide de la famille des organophosphorés chez les souris
males Swiss albinos. Au travers de cette étude, les auteurs ont montré que I’exposition a une
dose de 27 mg/kg p.c du malathion, administrées par gavage, a provogqué une augmentation de la
peroxydation lipidique (augmentation du taux de MDA), indiquant que les effets délétéres du
malathion chez les souris sont associés a un stress oxydant au niveau des testicules. Ce résultat a
permis aux auteurs de suggérer que le malathion agit au niveau des testicules via des
phénomeénes oxydatifs liés a la production d’especes réactives de 1’oxygeéne, conduisant a la
libération de différents aldéhydes toxiques comme le malondialdéhyde (MDA), qui représente un

bio marqueur de la peroxydation lipidique.

Ainsi, le pouvoir pro-oxydant du malathion, a été également confirmé par des modifications
dans I'activité des enzymes antioxydants (SOD et CAT), qui sont souvent considérées comme les
marqueurs les plus significatifs du stress oxydant cellulaire, chez les rats contaminés par le

malathion.

Toutefois, ces mémes auteurs ont montré le pouvoir protecteur du curcuma contre la

toxicité testiculaire induite par le malathion. Grace a ses propriétés antioxydants, le traitement de
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souris par le curcuma a empéché l'augmentation des niveaux de MDA et a amélioré

significativement le taux de SOD et CAT dans les testicules.

L’étude de (Otuechere et al., 2014) confirme également I'effet pro-oxydant des pesticides
dans le foie des rats traités par le propanil (herbicide utilisé dans certaines cultures de graminées
pour écarter et éradiquer les mauvaises herbes). Une augmentation de la peroxydation lipidique
(augmentation du taux de MDA) et une diminution de ’activité de la catalase (CAT), ont été

constatée dans le tissu hépatique des rats contaminés par le propanil.

Le propanil a ainsi provoqué une déplétion de la teneur tissulaire en glutathion (GSH)
réduit, qui est considérée comme un mécanisme préventif a I’action du propanil. Cet effet de
GSH résulte des processus de conjugaison ou de protection antioxydant, peut permettre

d’abaisser la génération d’especes réactives de 1’oxygene induite par le propanil.

Afin de prévenir I’effet toxique du propanil, Otuechere et al ont abouti a une amélioration
significative du taux de MDA, du GSH et d'enzyme antioxydant (CAT) chez les rats traités par le

propanil, grace a un traitement des rats avec le curcuma.

Une autre étude utilisant également le rat comme modéle expérimental, confirme également
I’effet pro-oxydant des pesticides. Les parameétres du stress oxydant pris en considération sont :
I’MDA, I’activité enzymatique de superoxyde dismutase (SOD) et le glutathion (GSH). En effet,
I’étude d’Abdel Rheim et ses collaborateurs en 2015, a montré que le traitement des rats par
I'esfenvalérate (un insecticide pyréthroide qui est utilisé sur un large éventail de parasites tels que
les mites, les mouches), a entrainé dans le foie des rats une augmentation du taux de MDA et une

réduction des défenses antioxydants (SOD et GSH), aprés 28 jours de traitement.

Abdel Rheim et ses collaborateurs en 2015, ont aussi montré I’effet protecteur que le

curcuma peut exercer vis-a-vis des dommages hépatiques causés par I'esfenvalérate.

D’autres travaux, ont été aussi réalisés pour évaluer 1’effet pro-oxydant des métaux lourds.
(Anu, 2018) a par exemple montré que aprés une exposition au cadmium (Cd) par voie orale, ce
métal est capable d’induire des effets délétéres chez un modéle animal, le rat Swiss albino. Le
cadmium induit, en effet, un stress oxydatif dans le pancréas, se traduisant par une diminution de

I’activité de la CAT, la SOD, GPx et une augmentation du taux de MDA.

D’aprés les résultats de cette étude, il apparait que le traitement des rats par le cadmium

entraine des modifications importantes dans le pancréas. Par ailleurs, le curcuma de part ses
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propriétés antioxydants aurait contribué a une amélioration significative du taux de MDA et
d'enzymes antioxydants (CAT, SOD et GPx) dans le pancréas des rats traités par le cadmium.

D’autres substances chimiques peuvent étre ¢galement responsables d'un stress oxydatif
plus ou moins important. En fait, une récente étude publiée dans le journal (Food Science and
Nutrition), dirigée par a Ibrahim Waly et al en 2018 a constaté que la nitrosamine, administree
par voie intra-péritonéale, est a l'origine d'un stress oxydant chez des rats males de la souche

Sprague-Dawley.

En fait, Les nitrosamines, ou plus exactement les N-nitrosamines, sont des molécules
contenant le groupement fonctionnel N-nitroso. Ces substances sont classées comme substances
probablement cancérigénes pour ’Homme » par I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS).
Elles sont présentes dans certaines denrées alimentaires et dans les ressources en eau potable

mais elles ne devraient pas causer de dommages lorsqu'elles sont prises en tres faibles quantités.

L’¢étude d’Ibrahim Waly et ses collaborateurs en 2018, montre que le traitement par la
nitrosamine, a une dose de 100 mg/kg p.c, a entrainé une diminution des défenses antioxydants
enzymatiques (superoxyde dismutase, glutathion peroxydase, glutathion réductase et catalase),

dans le tissu gastrique des rats.

Dans cette méme étude, Ibrahim Waly et al montrent également une présence d’effet
bénéfique du curcuma sur la toxicité de nitrosamine. Le traitement a une dose de 200 mg/kg du

curcuma, a amélioré significativement le taux de SOD, GPx, GR et CAT dans le tissu gastrique.

Enfin, ces données expérimentales montrent dans leur ensemble que le curcuma était
capable de protéger les structures cellulaires des altérations oxydatives et stimulait 1’activité des
défenses antioxydants enzymatiques et non enzymatiques face au stress oxydant induit par les

agents pro-oxydant.
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Le stress oxydant est une circonstance anormale que traversent parfois nos cellules ou un de
nos tissus lorsqu’ils sont soumis a une production, endogéne ou exogéne, de radicaux libres
0xygénés qui dépasse leurs capacités antioxydants. L exceés de radicaux libres non neutralisés par
les défenses est trées dommageable pour les macromolécules essentielles de nos cellules,
entrainant anomalies d’expression des genes et des récepteurs membranaires, prolifération ou

mort cellulaire dans les tissus.

Ce stress oxydant, pourrait occasionner des <¢tats d’épuisement susceptibles de
compromettre la santé des individus, particulierement lorsque les apports nutritionnels en
antioxydants sont inappropriés. Une prise de conscience de l'importance de I'alimentation,
surtout riche en produits végétaux, pour la santé est donc apparue. De multiples constituants et
micronutriments de ces aliments tels que les polyphénols, jouent potentiellement un role dans cet

effet protecteur.

A la suite d’une étude bibliographique sur le phénoméne du stress oxydant, notre recherche
apporte un éclairage sur les études faites précédemment, montrant qu'une exposition a des agents
pro-oxydants pouvant provoquer des effets néfastes sur I'organisme. Ainsi, les résultats de ces
¢études ont permis d’affirmer que le curcuma, est un puissant antioxydant naturel capable, grace a

ses composés phénoliques, de lutter contre les effets néfastes des radicaux libres.

Cette recherche documentaire que nous avons menée nous a permis également d'identifier

plusieurs perspectives :

1) Intensifier les recherches sur les sources de stress oxydant qui sont l'un des éléments
essentiels pour répondre a des questions relatives a la compréhension de ces mécanismes

délétéres ;

2) Etudier les effets toxiques des divers agents pro-oxydants (e.g métaux lourds et
pesticides) chez le rat ou d'autres espéces de mammiferes, par le dosage de marqueur
enzymatique (GPx, SOD, CAT) ou non enzymatique (GSH, MDA) ;

3) Déterminer les effets d'une exposition (court et long termes) a des agents pro-oxydants,
afin de mettre en évidence des relations dose-effet et les éventuels risques potentiels pour

la santé de I’homme et de ’animal ;
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4) Confirmer les actions anti-oxydantes des micronutriments comme les polyphénols et les
possibilités de renforcer I'effet protecteur de 1’organisme par la supplémentation de ces

composeés naturels.
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