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1 INTRODUCTION

Les Phytonutriments sont des éléments issus des plantes exclusivement, qui ne sont pas
indispensables a la vie (comme le sont les métabolites primaires). La présence de ces
« métabolites secondaires » est cependant indispensable a un « bon métabolisme général ».
Nous n‘aborderons donc dans ce cours que les substances qui font partie de notre alimentation
(ou d’une éventuelle supplémentation) et qui ont une origine végétale. Ainsi, parmi les
phytonutriments, les recherches ont-elles focalisé l'intérét sur 3 vitamines antioxydantes (A, E
et C) et sur 4 éléments-traces (Cu, Mn, Se et Zn), essentiels a l'activité enzymatique de
superoxide-dismutases et autres glutathion-peroxidases.

A coté des vitamines (A, E et C), des molécules, moins "reconnues" officiellement comme
« vitales », figurent les POLYPHENOLS. IIs en possédent pourtant tous les éléments
caractéristiques et ont d’ailleurs été considérés comme tels, au moment de leur découverte par
Szwent-Jyorggy. Aujourd’hui, ce sont les « chefs de file » des antioxydants : ils possedent tous
une structure PHENOLIQUE aux propriétés REDOX considérables, qui en font des molécules
d’un intérét « santé » de premier plan.

Contribuant a la qualité de 'alimentation, en lien direct avec les propriétés antioxydantes des
poluyphénols qui les protegent, dans la catégorie des lipides, une place spéciale sera réservée
dans ce cours aux acides gras insaturés et polyinsaturés. On les appelle aussi, des acides gras
« essentiels » ... (3 la vie, bien slr!). Les rétinoides (rétinols et isoméres ou leurs esters), a
propriétés vitaminiques A (ou « pro-vit. A »), bien qu’également anti-oxydants lipidiques,
doivent étre considérés comme un cas particulier car il ne sont pas issus directement des
plantes.

ook skoskok kook

Plutdt que de considérer que les habitudes alimentaires pouvaient prédisposer les populations a la
maladie, certains scientifiques, convaincus que « la mort ne se situait pas forcément dans [’assiette » et
imaginant le contraire, ont plutot recherché a en mesurer les effets protecteurs. De fait, un nombre croissant
d’études épidémiologiques visant a mieux connaitre 1’impact de 1’alimentation sur la santé, « montrent »
qu’une alimentation « équilibrée » de « type méditerranéen » {Keys, 1975 #4} est fortement associée a une
meilleure santé et a une plus grande longévité{Saint Leger, 1979 #14355; Renaud, 1992 #25707}. Ce qui
ressort, en particulier de ces études{Arveiler, 1990 #156; Cambou, 1990 #157; Jost, 1990 #158; Richard,
1990 #1591}, c’est qu’une telle alimentation assure une protection contre les maladies cardiovasculaires mais
aussi, contre le cancer{Renaud, 1999 #25699} ou les maladies dégénératives.

Les « espéces oxygénées réactives » (EOR) sont largement impliquées dans la plupart des désordres
qui accompagnent ces pathologies et dans de nombreux autres désordres (inflammation, vieillissement, ...).
Nous verrons comment les polyphénols, par leurs aptitudes exceptionnelles & combattre les EOR, peuvent
interférer avec les mécanismes concernés. Mais, de manicre plus récente, ont été mises en évidence leurs
capacités a piéger les stresseurs carbonylés, a 1’origine des réactions de glycation, des réactions de Maillard,
responsables de la formation de leurs adduits ultimes que sont les AGEs (« Advanced Glycation
Endproducts).

Pour comprendre les explications les plus fiables qui rationalisent ces propriétés, il sera rappelé les
notions fondamentales suivantes :

* Nature et origine des especes oxygénées réactives (EOR).
* Propriétés des EOR :
= bénéfiques : les EOR se révélent indispensables, par exemple, pour assurer la défense de notre organisme. Le
systéme phagocytaire libeére toutes sortes d’EOR (NOe, peroxynitrite, chloronium, hypochlorite et autre
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perchlorate, ...) visant a détruire 1’intégralité de la matiere organique de 1’agresseur. Mais également, certaines
EOR jouent le role de neuromédiateur. C’est le cas, par exemple, du radical NO-, redoutable d’efficacité, pour
réguler la pression artérielle de maniere instantanée !
» péjoratives : a I'inverse, les EOR peuvent étre beaucoup moins favorables et engendrer des dégats importants,
corrélativement au développement de pathologies majeures, participer au vieillissement cellulaire, ...
* Nature et origine des stresseurs carbonylés (SC).
* Propriétés des SC : formation des AGEs et d’EOR.
* Les systemes de défense de I’organisme pour « détoxiquer » les EOR et, comment ces systémes peuvent
étre débordés.
* Les propriétés des principaux phytonutriments (les polyphénols) : de puissants anti-oxydants, piégeurs de
radicaux libres qui peuvent « interférer » efficacement avec les systémes biologiques.
* Les « preuves » épidémiologiques de leur intervention.
* (Cependant, de nombreuses questions subsistent et cette présentation en formalisera quelques unes et
proposera des éléments de réponse.

2 L'oxygene et la vie

Le sujet que nous abordons ici est directement lié a la nécessité que nous avons de respirer, a 1’existence
d’anomalies de cette respiration et aux espéces trés dangereuses (les Especes Oxygénées Réactives = "EOR")
auxquelles elles donnent naissance, mais aussi a I’existence de molécules qui ont les propriétés idéales pour
en combattre les méfaits, les polyphénols.

2.1 Respiration et homéostasie rédox : un équilibre vital

L’oxygéne atmosphérique, que nous respirons (20 % de D’atmosphére) est

indispensable a la vie. C’est une molécule diradicalaire dans son état fondamental (dit T OH—O ¢
aussi, état "triplet", fig. 1 ; voir aussi Figure 3) :

Ce diradical possede donc 2 électrons célibataires (méme état de spin), ce qui lui
donne une réactivité trés particuliére. Trop peu réactif pour « consumer », séance
tenante, la matiére organique au contact de laquelle il est placé. Suffisamment, Figurel : L oxygénea
cependant, pour accepter les électrons (« oxyder ») du glucose au sein des parois Vétat triplet
mitochondriales de nos cellules et permettre ainsi les "phosphorylations oxydatives" et la production
d’énergie (ATP), nécessaire a leur survie (Figure 2).

état fondamental
O, diradical

membranes, Ilpoprotelnes retlculum mltochondrle vacuoles cytoplasme
"b’r’b’dﬂéﬁb’h’a'éhé'r'gié '(}h'ét'éb’dh'é’rﬁé 'd’éi'&y@jéh’é)" L
1 2
T 1T, (T Mg T 1A T ! _*E*Hzo
- 4_-; OH
ATP oo ATP <€— 6H,0 + 6CO, HOHO oH -} =¥y,
i i i i i i i i i < glucose
mitochondrie

Figure 2 : La cellule animale : oxydation du Glc en présence d’oxygéne (respiration)

En effet, la cellule animale (donc celle de I’homme) n’est pas autonome du point de vue énergétique : elle
doit « briiler » du glucose en présence d’oxygene (comburant) pour .

produire des molécules d’ATP, en méme temps que du CO, + H,O ! H 5.0=0.

Remarque : c’est exactement I’inverse de ce que font les plantes ,&,on — N 3. 6CO0,* 6 H,0
dans la photosynthése (production d’oxygéne et destruction du e i
CO,):

Non seulement, la cellule a besoin de ce comburant qui lui permet de « respirer », mais elle doit aussi s’en
protéger : la cellule est exposée en permanence a I’oxygéne, un diradical a 1’équilibre fragile, autour de
« I’état d’activation de sa réduction ». Dans cet état de diradical, ’oxygene est donc prompt a accepter
(capter), en se réduisant, les électrons venant du glucose (qui s’oxyde). Dans les conditions normales
(physiologiques) d’un organisme humain, au pH de 7,3, il est rappelé ci-apres, les valeurs des couples rédox
(exprimés par rapport a I’électrode d’hydrogene, de potentiel = 0). La logique nous dicte le possible : seul un
composé¢ de potentiel inférieur a un autre peut réduire la forme oxydée d’un couple donné.
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E°
A
OXA__ RedA Ex

OXB__ RedB Eg

Oxp + Redg — Oxg + Redp

Os(g) + 2H+ +2e— 2 H,01(aq) +0,70V
CO(g) + 2H++2e—2 C(s) + H,O +0,52V
0,(g) + 2H,0 + 4e— 2 40H—(aq) +0,40V
C(s) + 4H+ + 4e— 2 CH4(g) +0,13V
2H+ +2e— 2 Hy(g) 0,0000V
CO,(g) + 2H+ + 2e— 2 HCOOH(aq) -0,11V

COx(g) + 2H++2e—2 CO(g) + H,O  —0,11V

Cet équilibre peut malgré tout se maintenir grace a une série de mécanismes physiologiques (enzymatiques)
et, en fonction de 1’alimentation, a la présence de "micronutriments" végétaux, ce qui ajoute une
modulation trés fine de protection contre les processus toxiques : ’ensemble contribuant a ce qu’on appelle
I’homéostasie « rédox ».

\S(") HO (+)) HQS(+I)
Cys364 sulfure Cys364 sulfénate Cys364 sulfénate
¢ o, LN/ Ho, (1) O Ay HO Pwy) O

Cyss33 S° H 0 ¢y S0 H 0 cyssiz SN H
I sulfinate 0]
\ isu ure [ \ — > \ sulfonate
C”NH H® C” > NH HC C” O NH

g protéines g protéines é protéines

Les principaux désordres biologiques résultent de la rupture de cet équilibre avec formation d’EOR, tres
déléteres, si elles ne sont pas rapidement détruites. Plusieurs cas d’activation peuvent modifier cette situation
(voir § 2.2.).

2.2 L'oxydation, quand I'équilibre est rompu

Les dysfonctionnements de la respiration cellulaire (acceptation des électrons par I’oxygene) peuvent se
traduire par la formation d’espéces trés réactives centrées sur 1’oxygene, d’ou le nom d’Espéces Oxygénées
Réactives (EOR) qu’on leur donne souvent (Reactive Oxygen Species = ROS, en anglais).

2.2.1 Especes Oxygénées Réactives (EOR) : caractéristiques

Les EOR, plus largement que les seuls Radicaux Libres Oxygénés, correspondent a toutes les formes
« activées » de ’oxygeéne (oxygene singulet, peroxydes, chloronium, nitrites, etc.).

http://www?2.ulg.ac.be/cord/index.html (C Deby et G Deby-Dupont)

Augusto O, Bonini MG, Amanso AM, Linares E, Santos CC, De Menezes SL. Nitrogen dioxide and
carbonate radical anion: two emerging radicals in biology. Free Radical in Biology and Medicine, 2002; 32:
841-859. Review.

Deux formes principales activées de [’oxygene existent. La premiére résulte d’une simple excitation par les
photons lumineux (UV) et ne correspond a aucun transfert d’électron tandis que les secondes découlent de
réductions (radicalaires).
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2.2.1.1 Forme activée par les UV

* Lorsque la molécule d’oxygene est exposée a des rayonnements ultraviolets d’une certaine longueur
d’onde (UVA: 320 - 400 nm et UVB : 290 - 320 nm), ’apport d’énergie peut étre tel que le spin de I'un
de ses électrons soit inversé. Cette inversion de spin conduit a une espece activée de 1’oxygene, appelée
« oxygene singulet » (voir aussi Figure 3) :

© ®
ito4—+to

état excité (hv)

10, "singulet"

Il s’agit cette fois, d’une espéce ambivalente trés réactive. Si ’oxygeéne de 1’atmosphere qui nous entoure
était dans cet état énergétique, nous y serions rapidement « brilés ».

2.2.1.2 Formes issues de réductions radicalaires

L’apport a I’oxygene diradicalaire, dans son état fondamental, d’un premier électron (obligatoirement de spin
« opposé » (complémentaire) a celui existant), provoque sa mono réduction et conduit a la formation d’un
radical : « I’anion superoxyde » (Figure 3). Cette nouvelle molécule est toujours radicalaire, mais elle porte
en outre une charge négative (c’est un anion) qui lui confére une certaine polarité. Une telle espéce ne peut
rester dans la phase lipidique ; méme si elle y a été créée initialement, et elle migre alors rapidement dans la
phase aqueuse.

° ° b
hv & l
[ ] A
oxygene état de base superoxyde peroxyde OH
slingulet 0, 0," ()22- hydroxyle
0, Ag diradical anion radical radical

Figure 3 : Configurations électroniques de ['oxygene et des différentes espéces issues de ['oxygene

Un second électron peut la transformer en peroxyde d’hydrogéne H,O,, écrit ici (Figure 3) sous sa forme
ionique 0,”. C’est en effet 1’équivalent de 1’eau oxygénée a laquelle les deux protons auraient été arrachés,
pour former un dianion, trés polaire, toujours exclusivement soluble en phase aqueuse (et pour cause,
puisque c’est de I’eau !).

Cette espece oxygénée est beaucoup plus réactive puisqu’elle peut se transformer facilement par réduction
supplémentaire, selon la réaction de Fenton ou de Habber et Weiss, en une espéce radicalaire tres
dévastatrice : le radical hydroxyle OH" (Figure 3 et Figure 4).

2HOy — Oy + HpO, peroxyde d'hydrogéne

Fe'™* + H,0, ——» Fe"™"+ [OH |+ OH- (réaction de Fenton)

radical hydroxyle
Figure 4 : Formation du radical hydroxyle

Le radical hydroxyle OH" a une trés grande différence de réactivité avec OH, une autre forme de I’oxygéne,
trés proche du point de vue de la structure puisqu’il posséde seulement un électron supplémentaire, et qui
n’est pas réactif du tout : ce n’est rien d’autre que de 1’eau H,0, écrite sous sa forme ionisée, OH (+ H").

2.2.2 Origine des EOR in vivo

En dehors du cas de Ioxygéne singulet, li¢ aux rayonnements UV (A et B) et donc, dans les couches
externes de notre épiderme, il y a deux sources principales d’EOR dans le reste de notre organisme :
intracellulaire (mitochondries) et extracellulaire (due aux exceés de sucres réducteurs et aux réactions de
Maillard, ...).
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2.2.2.1 Origine intracellulaire :

Dans les cellules animales, au sein des mitochondries, le glucose est « oxydé », en présence d’oxygene, pour
produire 1’énergie (I’ATP). Les cellules relarguent alors le CO, issu de la combustion compléte du sucre.
Ceci reste vrai tant que tout se passe bien, c’est a dire dans environ 95% des cas (Figure 2). Pour la part
restante (5% environ), des dysfonctionnements (« fuites ») apparaissent et induisent la production de
radicaux hydroxyle ou nitroxyle, de peroxyde, de peroxynitrite, d’anion superoxyde, d’hypochlorites, de
chloroniums, ou autres EOR (Figure 5).

membranes, lipoprotéines reticulum, mitochondrie vacuoles, cytoplasme

HO NO ROO'  ONOy O co,T™
! ] ) ! —
prS&'dEt]BH'&'é"Fii_"o' ('"'EJ[{é;"' métabolisme HETc{)&ééHé""é?};) -+ 0,

PIATBA AP @ i d T 1w b Wl | <o
ATP ; ATP %A‘gg %ﬁg s

mitochondrie (production énergie cellulaire)

Figure 5 : Respiration et anomalies du métabolisme de [’'oxygene

La formation du radical hydroxyle OHe survient dans la cellule, chaque fois par exemple que du peroxyde
d’hydrogene aura été formé et qu’il sera en présence de métaux (fer, cuivre, ...) sous forme réduite (ferreuse
Fe'" et cuivreuse Cu'), par dismutation des peroxydes, s’ils sont abondants (Figure 4), donc, principalement
dans les cas de potentiel réducteur élevé !

2.2.2.2 Origine extracellulaire : la réaction de Maillard

La présence en exces (mal régulé) de sucres réducteurs et électrophiles (glucose, fructose) dans notre plasma
(diabete, insensibilité & I’insuline, ...), provoque la formation de « bases de Schiff » qui se réarrangent en
produits d’Amadori,.... Ces derniers sont encore beaucoup plus puissants réducteurs que le glucose lui-
méme et vont alors se transformer en osasones ou se fragmenter en composés alpha-dicarbonylés (glyoxal,
ac. glyoxylique, , ...). Ils vont ainsi conduire aux réactions de Maillard in vivo, dans les conditions
« physiologiques », a 37° C !!! Celles-ci sont accompagnées de la production d’EOR (second type de stress
oxydatif, extracellulaire) et de composés caractéristiques de cet état, au sein de la Matrice Extra Cellulaire :
les AGEs. Les AGEs ou « composés finaux de glycation avancée »[73] sont de nature trés diverses, mais
tous issus de ces réactions de Maillard qui surviennent in vivo: carboxyméthyllysine, pentosidine,
glucosepane[102], etc..

22221 Implications biomoléculaires de la réaction de Maillard in vivo

¢ La teneur élevée (ou plutét, sa mauvaise régulation) de sucres dans le plasma sanguin (Glc,
principalement) est a ’origine d’un second type de stress qu’on appelle le « stress carbonylé ». Ces
sucres sont avant tout des espéces électrophiles (fonction carbonylées) = formation accrue de bases de
Schiff = produits résultant de ’addition de résidus nucléophiles d’aminoacides (peptides, protéines,
enzymes, ...). Ces imines sont en équilibre avec leur produit de réarrangement par prototropie [1,3] =
énamines. Etant béta-hydroxylées (énols), elles se réarrangent alors par nouvelle prototropie [1,3] en
leurs cétones correspondantes, thermodynamiquement favorisées (plus stables), appelées « produits
d’Amadori » (voir Figure 6) :
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Figure 6 : diverses réactions conduisant aux « produits terminaux d’alkylation » (AGE), le glucosepane

Ces énaminocétones sont encore davantage réductrices que les sucres dont elles dérivent et peuvent

subir diverses réactions d’oxydation qui conduisent aux « produits terminaux d’alkylation » (AGE) en
méme temps qu’elles augmentent considérablement, et peut-étre tres "localement", le stress oxydant par

formation d’EOR.
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22222

Conséquences cellulaires et tissulaires de la réaction de Maillard, in vivo

En résumé, la réaction de Maillard in vivo, se développant a partir d'une mauvaise régulation de la glycémie
(qui peut étre transitoire et/ou localisé a un territoire), génére un double stress (voir Figure 7) :

un stress « carbonylé »{Monnier, 2003 #28373}, di a [Dexistence d’ECR (le glucose,
principalement) ou a la production d’intermédiaires encore plus réactionnels, issus du
réarrangement d'Amadori : surtout, les composés alpha-di-carbonylés{Miyata, 1998 #23054}
(glyoxal, méthylglyoxal,....).

un stress oxydant qui s’ensuit, par production des EOR{Brownlee, 1995 #22702} car ces ECR
sont douées de propriétés électrophiles et réductrices exceptionnelles.

On peut représenter ces événements de maniére synthétique, en tenant compte des trois niveaux de réactivité
chimique des composés formés, qui peuvent étre répartis en trois secteurs, selon leur niveau de réactivité :

Stresseurs carbonylés Propagateurs AGEs
Pl CEL
E MOLD
= _p8lycolyse methylelyoxal _0 -hydroxyimidazolone
s - i HaC > < tetrahydropyrimidine
= Glucose ArgPyrimidine
Q
= CHO
2 1-deoxyglucosone, HC=0
= Base de Schiff)—>(Pr0duits d‘Amadori) 3-deoxyglucosone, |=O
° 1,4-dideoxy-5,6-di- CHy
\3 oxoglucosone H:’:OH H—> < DOLD
= H——OH
N
O CH,OH
=
S Peroxydation lipidique|]— fragmentation‘
] CML, GOLA
B o 0
< glyoxal N\ 7
2 - H—> <9YGOLD, GALA
@ | (Inflammation o G-hvdroimidazol
E 1 glycolaldéhyde HO\# -hydroimidazole
Y v v v dérivés de lysine
stress oxydant (EOR) HO* NO°® ROO® ONO, 0, dérivés d'arginine

Figure 7 :Principales voies de synthese des AGEs par réaction de Maillard in vivo et de stress oxydant.

(CEL, carboxyethyl lysine; MOLD, methylglyoxal lysine dimer; MODIC, methylglyoxal-derived imidazolamine
cross-links ; DOGDIC, 3-deoxyglucosone-derived imidazolamine cross-links; DOLD; déoxyglucosone lysine dimer ;
CML, carboxymethyl lysine; GOLA, glyoxal lysine amide ; GOLD, glyoxal lysine dimer ; GALA, glyoxaldehyde
lysine amide; GODIC, glyoxal-derived imidazolamine cross-links).

Ces molécules extracellulaires, au moins autant que celles produites au niveau mitochondrial, sont

responsables des dégéats causés a notre organisme.

¢ Les alkylations répétées et irréversibles des protéines intracellulaires (enzymes, récepteurs, ...) aussi
bien que des éléments de structure et de la matrice extracellulaire (MEC) conduisent a 1’altération des
propriétés cellulaires et inexorablement a la perte de la fonctionnalité tissulaire (communication
intercellulaire, plasticité membranaire, ...).

¢ Ce faisant, la tolérance au glucose diminue, déclanchant la présence de glucose en augmentation >
formation accrue de produits d’addition de résidus nucléophiles d’aminoacides = bases de Schiff >
produits d’Amadori > augmentation des stress carbonylé et oxydant - formation des produits
terminaux d’alkylation ("AGE"), ... .

e}

Secteur des '"stresseurs carbonylés'" : ce sont les composés sucrés, leurs bases de Schiff
(sucres électrophiles) en équilibre éventuel avec leurs précurseurs, qui se caractérise par la
réversibilité des réactions. Dans ce cas, les oxydations (sucres réducteurs), et les mécanismes
impliqués restent sous le contréle des systémes enzymatiques et des réducteurs biologiques
(vitamines, coenzymes, métaux).

Secteur des "propagateurs" : il comporte les produits de réarrangements d’ Amadori oxydés ou
non, ou de glycolyse dont les propriétés réductrices et électrophiles sont fortement exaltées
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(composés alpha-dicarbonylés, glyoxal, ac. glyoxylique, ...): ce sont des « propagateurs »
puissants du stress carbonylé.

o Secteur des "AGEs" : les composés formés a partir des adduits « sucres-amino-acides »
(réaction de Maillard) sont oxydés au point de former les « produits terminaux d’alkylation »
(AGE = CML, CEL, ...). Le franchissement de cette barriére (secteur des propagateurs a celui
des AGEs) correspond & des réactions thermodynamiquement favorables qui rendent la
formation des AGEs, pratiquement "irréversible".

Dans chacun de ces secteurs, les réactions d’alkylation dues au stress carbonylé (glycation) s’accompagnent
de la formation de nombreuses EOR en quantité croissante, ce qui induit un stress oxydant
(oxydoréductions) « secondaire ».

3 EOR et structures cellulaires

Si ces EOR ne sont pas « controlées », du fait de leur trés grande réactivité, elles sont responsables des
principaux dégats au sein de nos cellules (durée de demi-vie du radical hydroxyle, la plus réactive de toutes
les EOR = un milliardiéme de seconde !).

3.1 Oxydations radicalaires « en chaine » : peroxydations

L’EOR formée réagit avec la premiére des molécules rencontrées, comme par exemple, un acide gras d’une
membrane cellulaire (bicouche lipidique). Elle lui arrache un hydrogene, 1’oxyde, et forme un radical
« alkyl », tout en se réduisant elle-méme en H,O (OH) (Figure 8).

acide gras insaturé

UIBYD UD SUOIJEPAXO
NN
T

oxydation initiale

- radical.”
Hkylperoxy

o
'
/ r 9 o % o Y o o o Y% o
- 9 J o o o
acide gras insaturé

Figure 8 : Oxydations radicalaires en chaihe Figure 9 : Dégats causés au sein d'un feuillet membranaire

S’il y a présence d’oxygéne (ce qui est presque toujours le cas, pour assurer la respiration), celui-ci
s’additionne pour former un radical alkyl peroxyde, qui peut lui-méme arracher un hydrogéne a un autre
acide gras voisin, ... . Ces événements sont les premicres étapes d’une suite de réactions d’oxydations
radicalaires « en chailne », entretenues (de maniére exponentielle !) tant qu’il y a de ’oxygéne (Figure 8).
Etant donnée la grande réactivité des peroxydes et radicaux formés mais aussi, I’arrangement spatial des
structures membranaires en « bicouches » plagant les résidus des acides gras tous alignés parallélement les
uns aux autres, ce phénomene peut étre une véritable « trainée de poudre » (voir Figure 9) !

3.2 Nature des acides gras oxydés

Selon I’endroit de la cellule ou surviennent ces premiéres étapes de peroxydation mais aussi, en fonction de
la richesse des phospholipides ou triglycérides en acides gras saturés (AGS) par rapport aux polyinsaturés
(AGPI), le cours des événements sera sensiblement différent.

3.2.1 AGS vs AGPI : une différence de régiosélectivité

Dans le cas ou I"oxydation a lieu sur des acides gras saturés (AGS), tous les méthylénes sont quasiment
oxydables de la méme manicre ; elle peut donc se produire sur n’importe quelle position (fléches sur la

Figure 10).
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Lorsqu’il s’agit d’acides poly-insaturés (AGPI), I’oxydation a lieu préférentiellement sur certaines
positions : les méthylenes « doublement allyliques », situés entre deux doubles liaisons (fléches en gras sur
la Figure 8), sont nettement plus oxydables et réagiront beaucoup plus rapidement que les autres sites
re 8). L’oxydation « chimique » est donc régiosélective.

AG saturés AG polyinsaturés

\

sites d'oxydation ...
sites d'oxydation

acide stéarique (saturé)

Oy
@
o |£
v } H

A
Figure 10 : Oxydation radicalaire des AGS.

3.2.2 AGS vs AGPI : une différence de
« réactivité chimique »

AGS

Non seulement 1’oxydation des AGS n’est pas
régiosélective, mais également, pour des raisons
structurales, ils sont nettement moins oxydables que les
AGPI. On peut estimer que la différence de réactivité
« chimique » est de I’ordre de 1000 pour la position
doublement allylique d’un AGPI (1000 fois plus réactive
que n’importe quelle position d’un AGS (Figure 12).

En d’autres termes, leur peroxydation n’aura lieu que si Rooc
les AGPI sont trés peu présents ou absents. Figure 12: oxydabilité différentielle des AGPI et des AGS

AN

4 Peroxydations : conséquences biologiques

Les phénoménes de peroxydation sont responsables du vieillissement mais ils sont aussi associés aux
manifestations cliniques des principales pathologies.

4.1 EOR et vieillissement

La théorie émise par Harman il y a plus de 50 ans{Harman, 1956 #6739} selon laquelle le vieillissement
d’un organisme aérobie serait di aux dysfonctionnements du métabolisme de I’oxygene, se traduisant par la
formation incontrélée de RLO ou d’EOR, ne semble pas devoir étre remise en cause, bien au
contraire{Harman, 1980 #6740}. Les EOR se répartissent dans tous les compartiments cellulaires en
fonction de leur polarité (hydro/liposolubilité).

La validité de cette théorie peut se vérifier davantage encore de nos jours avec 1’allongement de la durée
de la vie{Harman, 1998 #148}, ce qui permet au "stress oxydatif" d’exercer ses effets plus longtemps.

42 EOR et pathologies

Sous I’action des EOR, des peroxydations des structures membranaires (acide arachidonique, par ex.)
déclenchent la formation d’une série de composés trés divers comme les prostaglandines, les thromboxanes
ou les leucotrienes (Figure 13).
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Figure 13 : Oxydation radicalaire en chaine des acides gras : « conséquences biologiques »

Ces molécules sont des messagers cellulaires a la base des réponses biologiques parfois intenses qui
constituent ce qu’on appelle globalement les "réactions inflammatoires". Il est clairement établi que ces
phénomenes contribuent pour une grande part a la mise en place des éléments caractéristiques de
I’athérosclérose : activation des plaquettes et des macrophages, migration dans ’endothélium vasculaire,
transformation en cellules spumeuses, etc{Coudray, 1997 #18300; Witztum, 1991 #20024; Sigari, 1997
#20020; Witztum, 1998 #20016; Palinski, 1989 #20025; Cucina, 1998 #20113; Steinberg, 1989 #20027;
Thomas, 2000 #20127} ... Et lorsqu’il s’agit de peroxydations des acides gras et du cholestérol, situés dans
leurs transporteurs sanguins (VLDL, LDL et autres HDL), ils ne sont plus cédés aux cellules, qui ne les
reconnaissent plus{Gillotte, 2000 #20017}. Leur accumulation dans le plasma est alors a 1’origine d’une
aggravation de la pathologie accélérant la formation de la plaque athéromateuse.

Les EOR sont ¢galement impliquées dans les cancers{Veszelovszky, 1995 #16981; Hanna, 1994 #6644;
Oldreive, 1998 #12345}, les maladies neurodégénératives (Alzheimer){Yoshino, 1999 #19966; Hensley,
1994 #7070}, etc.

On observe, en effet, dans toutes ces maladies, une production accrue des EOR, accompagnée ou non d’une
diminution de I’efficacité des systémes de défense (voir § 5, p. 14).

Par exemple, dans le cas de I’épiderme exposé trop longuement au soleil sans protection (UV-A et
B){Agarwal, 1993 #434}, les especes oxygénées réactives (EOR) sont principalement de 1’oxygene singulet
qui évolue en peroxydes, radical hydroxyle, ... . Ces derniéres pénétrent le noyau, oxydent les bases
nucléiques de I’ADN{Katiyar, 1999 #18434} ... et peuvent modifier le code génétique. Ceci « transforme »
la cellule (si elle reste viable) en cellule cancéreuse (cellule initiée), a I’origine de mélanomes, ... .

5 Les mécanismes de défense

Notre organisme a développé plusieurs mécanismes de protection pour faire face a la production
potentiellement dangereuse de radicaux libres. Pour juguler les « fuites », il dispose de deux systémes
physiologiques de défense, I’un de nature enzymatique et l'autre non spécifique, non enzymatique, faisant
appel a des composés organiques réducteurs ou piégeurs de radicaux libres (vitamines A, E, C, glutathion,
...), auxquels s’ajoutent, nous le verrons, les polyphénols.

5.1 Le premier rempart de défense : les systémes enzymatiques

Il est composé d’une série d’enzymes spécifiques particulierement actives face aux EOR qui mettent en
ceuvre les phytonutriments « minéraux », comme cofacteurs.

5.1.1 Les superoxydes dismutases

* Les superoxydes dismutases intracellulaires : l'une est située dans le cytoplasme et utilisent du
cuivre et du zine (SOD a Cu’ et Zn"", cytoplasmique), I'autre dans les mitochondries et contient du
manganése (SOD a Mn"", mitochondriale).
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* Une superoxyde dismutase extracellulaire, associée soit a la membrane cellulaire, soit aux fibres de
collagéne (SOD extracellulaire).

Elles accélérent considérablement la dismutation de 1’anion superoxyde et empéchent ainsi qu’il ne coexiste
avec le peroxyde d'hydrogene, évitant ainsi la formation de 1’espece la plus délétere d’entre toutes, le radical
hydroxyle.

5.1.2 Les catalases

* Une catalase (CAT) : intracellulaire, localisée exclusivement aux peroxysomes.

5.1.3 Les peroxydases

* Les peroxydases : glutathion peroxydase (GSHPx) : intracellulaire cytosolique.
Ces deux derniers types d’enzymes complétent 1’action des SOD en réduisant H,O, en H,O et O, en présence
de glutathion (GSH).

5.1.4 Bilan de l'action des systéemes enzymatiques

Le bilan global de ces systémes de détoxification consiste en une réduction totale, des formes oxygénées
réactives (anion superoxyde) en oxygene et eau (Figure 14) :

oxygene anion peroxyde
superoxyde d'hydrogeéne

Figure 14 : Réduction totale en eau et oxygene de |l ’anion superoxyde.
Mais progressivement, ces phénomenes s’atténuent du fait du vieillissement, chez des personnes stressées ou
soumises a des agressions supplémentaires : fumée de cigarette, hygiéne de vie perturbée (sédentarité, usage
de contraceptifs oraux, obésité, ...) ou encore, dans les cas de diabétes ou d’hypertension, ... : les enzymes
assurant la protection diminuent puis disparaissent de nos cellules ou perdent de leur efficacité.

5.2 Le deuxiéme rempart de défense : les « micronutriments »

Lorsque les systemes de défense enzymatiques sont dépassés, il y a accumulation d'anion superoxyde, de
peroxyde d'hydrogéne et donc, production de radicaux hydroxyles contre lesquels il n'existe aucun systéme
enzymatique naturel de défense.

Des processus de défense alternatifs impliquent [Dintervention combinée de nombreux facteurs
« chimiques », composés de faible poids moléculaire parmi lesquels figurent des micronutriments a activité
anti-oxydante (parfois, cofacteur enzymatiques) : thiols, oligo-éléments (notamment, le sélénium et le zinc),
vitamines (E, C), béta-caroténe, ac. urique ..., appelés piégeurs de radicaux libres et antioxydants. Ils sont
capables de « désactiver » plus ou moins complétement les EOR et de diminuer (faire disparaitre ?) leurs
effets déléteres.

5.2.1 Les vitamines E (tocophérols et tocotriénols) et C (ac. ascorbique)

Les vitamines C et E sont au deux « poles » de la cellule, en milieu aqueux pour la premiére et en
milieu lipidique pour les secondes.
Parmi ces piégeurs de radicaux libres, les vitamines E (tocophérols et tocotriénols, Figure 15) associées a la
vitamine C, tiennent une place essentielle puisqu'elles s'opposent trés efficacement aux peroxydations en
milieu lipidique.

La vitamine E céde son hydrogéne phénolique et un électron a un radical alkyl ou peroxydique ou lipo-
alkoxydique et interrompt ainsi 'étape de propagation (cf. Figure 8).

Les vitamines E sont insérées dans la bicouche phospholipidique grace a leur chaine phytyle hydrophobe, la
partie chromanol (hydrophile, Figure 15) affleure, quant a elle, a la surface de la membrane. Cette

2013 15



disposition autorise la régénération de la vitamine E de sa forme radicalaire tocophéryl a sa forme
phénolique, grace a l'intervention d'un réducteur (antioxydant) hydrosoluble cytoplasmique.

Vitamines E

partie "chromanol"

P Vitamine C
CH,

R'=R?=CH;: o

R'=CH3,R>=H : B CH,0H

R'=H,R?>=CH; : y HO. o

R'=R?>=H:§ I}

OH OH

Figure 15 : Les huit molécules constituant « la Vitamine E » et la Vitamine C
Il est universellement admis que c’est la vitamine C qui exerce cette mission (Figure 16).
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Figure 16 : Régénération de la Vitamine E par la Vitamine C

Les tocophérols, les tocotriénols mais aussi, 1’acide ascorbique (vitamine C) qui les régénere, sont
indispensables a la vie{Chen, 1995 #3136; Blumberg, 1995 #1992} : une déficience en ces vitamines fait
perdre, notamment, leur qualité, leur résistance et leur élasticité aux fibres de collagéne et a I’épiderme ...
Leur déficience prolongée fait apparaitre les symptomes du scorbut. Une déficience en vitamine C, pendant
plusieurs semaines, engendre 1’épuisement des réserves de tocophérols et 1’apparition des symptémes du
scorbut{Scrimshaw, 1990 #24092; Levine, 1986 #27225}. Mais dés cette période de découverte de ces deux
vitamines, il était observé qu’elle entrainait une diminution de I’espérance de vie{Bentsath, 1937 #1707} .

6 Autres « phytonutriments »

Les propositions fortes faites par les épidémiologistes ont été les principales raisons de nous intéresser au vin
comme source de « santé ». Il est de plus en plus évident que certaines molécules contenues dans cette
boisson soient en fait a I’origine de ces observations.

6.1 L'épidémiologie : le « French Paradox »

Au début des années 90, et notamment depuis les travaux du Dr. S. RENAUD sur le « Paradoxe
Francgais » {Renaud, 1992 #25707}, le vin semble jouer un réle important dans la moindre incidence des
accidents cardiovasculaires et des cancers, dans les populations qui ont une «alimentation
méditerranéenne » {Hertog, 1996 #91}. Quand elles prennent en compte le vin dans l’alimentation des
cohortes, les corrélations sont encore plus convaincantes{Ruf, 1995 #22985; Woodward, 1995 #93; Kannel,
1996 #94; Rimm, 1996 #13890}. Ce type d’alimentation et le vin particuliérement étant justement
pourvoyeurs des métabolites secondaires, spécifiques du monde végétal, que sont les polyphénols, il a été
logique de nous intéresser a cette catégorie de molécules.

Certains polyphénols du vin, démontrant in vitro de remarquables propriétés biologiques (voir §
6.3.4, p. 23), leur seule présence pourrait expliquer la plupart des faits constatés par les épidémiologistes.
Mais, puisqu'il est (encore) impossible de réaliser des expériences permettant de mesurer directement
I’impact des polyphénols sur la santé d'un individu et, a fortiori, sur celle d’une population en général, nous
devons nous en tenir aux indications données par les études épidémiologiques. Celles-ci ne seront jamais des
« preuves définitives » mais, puisqu’elles reflétent ce que nous observons dans la vie d’une multitude

2013 16



d’hommes, elles sont des indications fortes et indéniables, pour lesquelles il nous faut, en tant que chimistes
ou pharmacologues, trouver les mécanismes qui les sous-tendent et qui les expliquent le mieux.
Il est fortement suspecté, au travers des études épidémiologiques, que les variations du contenu en
polyphénols des différentes alimentations soient les plus importantes causes des différences de protection de
la santé observées.

Une revue particuliérement compléte de la littérature sur ce sujet, avec interprétation de la valeur
des données et de la maniere de les traiter figure dans I’analyse publiée par Ferrieres{Ferriéres, 2001
#201243}.

6.1.1 Nature de ces substances « vitales » : les polyphénols

Par le biais de son alimentation « végétale», en supplément des vitamines, ’homme recoit d’autres
composés dont I’impact sur sa santé dépasse celui qu’on leur accorde le plus souvent : les polyphénols (p. 17
et suivantes).

* La définition des “composés polyphénoliques” la plus simple est qu'ils comportent plusieurs fonctions

alcool sur des noyaux aromatiques. Le premier exemple est le phénol lui-méme, mais la plupart
possédent au moins 2 sinon plusieurs hydroxyles. Ils ont bien souvent une appellation consacrée par l'usage
dont les plus simples sont (Figure 17) :

OH
OH OH on OH : OH on OH
© O @OH OH j OH HO j OH
phénol catéchol résorcinol hydroquinone pyrogallol phloroglucinol

Figure 17: Les principaux noms de noyaux phénoliques

« Par extension, on entend aussi tous leurs dérivés : esters, éthers, hétérosides, ... .

CHsol XN Gc-O0 O OH
CHyO b~
qQ COOH /Q/V
COOH OH H,CO

CH;0. l N—cH,
anéthole

CHZ0 HO™
G- OH
papavérine morphine sennosides thymol

Figure 18 :Quelques exemples de phénols naturels
* Une définition purement chimique n'est pas satisfaisante car des produits naturels, tels que la morphine
ou la papavérine (Figure 18), répondent aussi a cette définition alors qu'ils sont clairement issus d'origines
biogénétiques différentes et on ne les considére pas comme des « polyphénols ».
C'est pourquoi une classification, basée sur la biogenése, est nécessaire pour une meilleure description de
cette famille de composés naturels.

6.1.1.1 Les polyphénols : substances de défense des plantes
* Les plantes vasculaires fournissent I'ensemble des diverses classes de polyphénols!»2:3 :
-La lignine est présente dans toutes leurs parois cellulaires (Fougéres, plantes a fleurs
Gymnospermes et Angiospermes).
- Les acides phénols, les acides hydroxycinnamiques et les flavonoides y sont "universellement"
présents.

Les polyphénols sont des molécules fabriquées exclusivement par les plantes : elles sont leurs principales
substances de défense (phytoalexines). Par exemple, dans des baies de raisins « botrytisées » (pourriture
noble), des polyphénols, dont le resvératrol, sont synthétisés en plus grande quantité pour lutter contre
I’envahissement du champignon.

Les preuves de leur présence chez les végétaux sont nombreuses : couleur des fleurs jaunes (flavonoides),
rougissement des feuilles a I’automne et couleur des fruits rouges (anthocyanes) mais, le brunissement d’une

Harborne, J.B. (ed.) in "Biochemistry of Phenolic compounds", 1964, Academic Press, London.

2 Harborne, J.B. in "Encyclopedia of Plant Physiology New Series", 1980, Vol. 8 (Bell, E.A. and Charlwood, B.V., eds), pp. 329-
402, Springer, Berlin.

3 Harborne, J.B. (Ed.) in "The Favonoids : Advances in Research since 1980", 1988, Chapman and Hall, London.
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plante 1ésée ou attaquée par la pourriture est sirement I’un des signes les plus visibles de I’intervention des
polyphénols dans sa protection.

6.1.1.2 Structures des polyphénols

Ces substances ont une histoire qui commencent bien avant* qu'on ne reconnaisse les "polyphénols"
comme formant un groupe bien individualisé® parmi les substances issues du métabolisme secondaire. Ce
groupe de substances comptait, en 1964, 13 classes de phénols.
Actuellement, on compte un nombre comparable de classes de substances mais certaines ont fortement
grossi. Ainsi, le seul groupe des flavonoides (sensu lato) compte plus de 3000 composés différents®, répartis
en anthocyanes, aurones, C-glycosides, chalcones, dihydrochalcones, dihydro-flavonols, flavanols,
biflavonoides, pro-anthocyanidols, flavanones, flavones et flavonols, isoflavonoides, et néofla-vonoides. Ceci
explique peut-étre pourquoi il est si difficile de s'y retrouver dans la "cacophonie" des résultats
contradictoires publiés indistinctement en parlant de "polyphénols", sans autre précision sur leur nature ou
sous quelles formes dérivées ils sont utilisés.

Catégorie nombre de substances identifiées
anthocyanes 350
chalcones 200
aurones 35
flavones, flavonols 1660
C-glucosides 400
flavanones 340
dihydrochalcones 90
dihydroflavonols 110
flavanols, proanthocyanidols 350
biflavonoides 150
isoflavonoides 630
néoflavonoides 70
divers 200 environ

Il s'agit donc d'un groupe trés hétérogene mais d'une importance toute particuliere, tant pour les
plantes qui les fabriquent que pour 'homme en général (qui les consomme) ou pour le chimiste en particulier
qui les extrait, les transforme et en exploite toutes les propriétés.

Il existe un certain nombre d'ouvrages de premier intérét, auxquels il est possible de se reporter pour en
savoir davantage sur les structures des "polyphénols"[1]. Ce sont des métabolites secondaires largement
répandus et variés, particuliérement représentés dans nos principaux aliments. Ces molécules comportent le
squelette de la "phényl chromone".

6.1.1.3 AROMAGENESE (origine des polyphénols)
En ce qui concerne les polyphénols majoritaires, les deux premicres voies d'aromagenése sont seules
concernées et surtout la premiere. Leur biogenese procede de ces deux voies métaboliques :
* del’acide shikimique
* etdes polyacétates.
Il existe cependant une voie mixte : shikimates + acétates qui est a l'origine de la classe des flavonoides au
sens large.

6.1131 Voie de |'acide shikimique -> "shikimates"

* [’acide shikimique est a I’origine des tanins dits “saponifiables” (dérivés des acides gallique ou éllagique) :

Les Egyptiens savaient utiliser les "tanins", avec art, pour la fabrication du cuir, plus de 1000 ans av. JC.

Ceci a commencé en Angleterre, vers la fin des années 50 : E.C. Bate-Smith, T. Swain ont créé le "Plant Phenolics Group" en 1957 qui
évolua dans les années 60 vers la "Phytochemical Society of Europe". En France, "le Groupe Polyphénols" s'est constitué¢ en 1970.

6 Harborne, J. B. In Methods in Plant Biochemistry; 1rst ed.; J. B. Harborne, ed.; Academic Press: London, 1989; Vol. 1; pp 1-28.
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Phytonutriments : intéréts nutritionnels et thérapeutiques

ac. gallique OH HO, OH

HO. COOH OH Ho Q
| HO, //O
\_ 8
H depsides HO D O,
/

C. OH
N
OH Yo 3
HO 0. 06
yF \ o Nco
o OH / OH
oH oH HO O OH
on OH
H /n OH o HO .
tanins éllagiques "ellagitanins”

gallotanins: n=0, 1,2, 3,...

Tanins saponifiables (tanins "galliques").

6.1.1.32 Voie mixte : "acétates" + "shikimates"

Biogenése du noyau flavone — les flavonoides

Implique un cinnamate (vide supra) et un triacétate. La cyclisation du triacétate s’effectue selon une réaction
de Claisen.

Origine de tous les composés en C6-C3-C6 : les flavonoides au « sens large ».

Origine des tanins « catéchiques » ou « condensés ».

Les flavanols forment les proanthocyanidols (OPC), par oligomérisation (polymérisation) :

H . OH Hi
activation Oj/\rOH
- . o2
HO, acides CoA-S +3xC,
cinnamiques (acétates) 0 0o

cyclisation
"Claisen"

cyclisation

I

"Michael"
activation

—_—
- acides CoA-S +3xCy
réduction réduction cinnamiques (acétates) H
(0]
O O
H

OH

benzo-y-pyrones OH flavanols

1 "aldolisation"
H

décarboxylation HO ‘
OH benzo-pyrylium -~
ANTHOCYANES

déshydratation

"CHROMONES" TANINS CONDENSES resvératrols OH
FLAVONOIDES ou "catéchiques" STILBENOIES
OH O O
Origine biogenétique des différents polyphénols de type Les polyphénols de type « stilbéne » (resvératrol)

« flavonoide » en C6-C3-C6

6.1.1.3.3 Biogenése du noyau stilbénique : le resvératrol

La cyclisation du triacétate, dans ce cas, s’effectue selon une réaction d’aldolisation.
Origine des composés en C6-C2-C6 : les stibénoides (voir ci-dessus).

6.1.1.4 Les propriétés physico-chimiques des polyphénols

Ce sont des substances extrémement actives que 1’on peut surtout qualifier d’anti-oxydantes et de piégeuses
de radicaux libres. Elles doivent ces activités a des propriétés physico-chimiques particuliéres et nous ne
parlerons que de celles qui ont une importance par rapport au sujet abordé ici.

6.1.14.1 Solubilité : entre hydrophilie et lipophilie

Les polyphénols sont des substances liposolubles pour certaines (stilbénoides, chalcones, flavanones, ...),
hydrosolubles pour d’autres (hétérosides de flavonoides et flavanones, anthocyanosides, acides phénols, ...).
Ils sont si divers et nombreux qu’ils couvrent toute la gamme des solubilités entre I’eau et les phases
lipidiques, remplissant en cela, I’espace qui peut exister au sein d’une cellule entre la vitamine C
hydrosoluble et la vitamine E liposoluble. Ceci a une importance considérable, mais difficile a démontrer,
sur leur efficacité a lutter in vivo contre les EOR (voir p. 25 et 26).
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6.1.14.2 Anti-oxydants, piégeurs de radicaux libres

Ces propriétés dépendent directement de la structure des polyphénols.

6.1.1.4.2.1 Une acidité assez forte

La structure polyphénolique, par « ’aromaticité » et les délocalisations électroniques qu’elle autorise,
confere une acidité assez élevée aux fonctions phénols : le premier pKa est d’environ 8 a 10 (Figure 19) en
lien avec une faible enthalpie de dissociation (Figure 20) de la liaison O-H (< 24 kCal/M / alcool
aliphatique).

Ka=8-10 o -
pE‘OH 2108 208 20 202
8— .. |0-0—-0-—1

Figure 19 : Les polyphénols ont une acidité notable

6.1.1.4.2.2 Propriété réductrice des polyphénols

L’ion phénate résultant posséde donc une grande aptitude a s’oxyder, a délivrer un de ses nombreux
¢lectrons « non-liants » (3 doublets libres, Figure 20) a un radical (EOR) de couple rédox plus élevé.

La fonction "hydroxyle phénolique" est donc avant tout réductrice. Cette réactivité chimique des
polyphénols est de loin la plus importante de toutes.

(réduction d'un radical)

° . "Bond Dissociation Enthalpy"
H + RO _— + ROH BDE (ArO'/H") = 85 Kcal/mol
HsC——OH . Hs c—O + H° ( BDE (RO7H') = 104.5 Kcal/mol)

Figure 20 : Les différences d enthalpies de dissociation des liaisons alcool / phénol

6.1.1.4.2.3 Réduction des EOR par les polyphénols : une différence majeure
L’avantage essentiel que nous gagnons a cette réduction de I’EOR (trés réactive et délétére) par 1’ion

phénate, quel que soit le polyphénol, c’est que le nouveau radical formé, le radical phénoxyle (ArO’) est

stabilisé, désactivé.
réduction radicaux aryloxydes désactivés

d'un radical
tres réactif
° r.®
O\h + RO —_— e o} + ROH

/ N\ détoniie

faible "Enthalpie de Dissociation ° stabilisation
de Liaison" : EDL (ArO*/H") = 85 Kcal/mol 3 ~ ; 1ar !
o _ P o
conjugaison
\ / e
& 0

L J

Figure 21 : Les radicaux aryloxydes formés sont stabilisés par conjugaison et désactivés.
Ce phénomene est di a la délocalisation du radical sur le noyau aromatique (conjugaison, Figure 21). Il est
donc considérablement moins prompt a réagir, a entretenir la chaine de réaction radicalaire initiée par ’EOR
qui est ainsi « brisée ».

6.1.1.5 Importance des polyphénols végétaux dans I’alimentation humaine

C’est probablement parce que notre alimentation est a base de végétaux depuis 1’origine que notre organisme
a sélectionné ces vitamines antioxydantes (E et C) qui nous protégent. Cependant, notre alimentation
renferme d’autres substances tout autant actives, peut-étre davantage encore pour certaines, méme si elles ne
sont pas reconnues « officiellement » comme étant de véritables « vitamines ».

Certains végétaux sont particulierement riches en polyphénols. Parmi nos aliments, c’est le cas du thé, du
raisin et ses boissons, du cacao, et a des teneurs intermédiaires, des fruits, des légumes et des graminées
comme le blé, I'orge ou le mais.

Cette présence qualitative et quantitative des polyphénols dans nos aliments fait 1’objet de recherches
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approfondies depuis plusieurs années. Les résultats les plus importants dans ce domaine sont certainement
ceux de I’'USDA qui font I’objet de mises a jour annuelles.

Pour simplifier leurs mesures, il a ét¢ malheureusement adopté de réaliser a partir des divers végétaux qui
entrent dans 1’alimentation humaine, des hydrolyses (pour les cliver de leurs sucres pour ceux qui sont
hétérosides !), et des saponifications (pour les débarrasser de leurs divers résidus acides estérifiant leurs
fonctions phénoliques ou alcooliques).

6.2 Les polyphénols : de la plante a l'aliment

Les quantité et qualité de polyphénols, cependant, varient fortement selon la partie de plante
concernée. Dans le cas de la vigne, le jus de raisin ne renferme que des acides phénols et des flavonoides, ce
qui a pour conséquence que les vinifications qui ne comportent pas un temps de macération suffisant (9 a 12
jours), ne conduisent qu’a des vins a faibles teneurs en polyphénols.

Mais un vin issu de « fermentation longue », est un "aliment" exceptionnel en ce sens qu’il peut
contenir des quantités importantes de polyphénols (certains vins rouges en renferment plus de 4 g/l) qui sont
d’une grande variété (des flavonoides, des stilbénoides et autres acides-phénols) et I’impact positif de cette
boisson sur la santé du consommateur s'accorde parfaitement avec les propriétés intrinséques de certaines de
ses molécules prises isolément.

6.2.1 tanins condensés (et hydrolysables)

e Parmi les polyphénols des vins rouges (les plus riches), il y a bien slir les composés les plus connus
comme les "tanins condensés (Figure 23) " ou "Oligomeres ProCyanidoliques" (OPC ; ici le dimere B3)
qui dérivent de la catéchine (Figure 22) ou de I'épicatéchine (1-2,5 g/l) ; contenus essentiellement dans
les marcs (pépins, pellicules).

HO O W OH
OH

HO

Figure 22: catéchine Figure 23 : dimére B3 (tanin condensé) Figure 24: tanin ellagique
* Dans le cas ou un passage en barrique aurait lieu pendant son "élevage", le vin peut s'enrichir également
d'un autre type de tanins, ceux apportés par le chéne, mais qui sont alors des tanins "hydrolysables" et

qui correspondent a des esters galliques ou ellagiques de glucose (Figure 24).

6.2.2 anthocyanosides

* La couleur des vins rouges ou des « fruits rouges» est due aux
anthocyanosides, autres polyphénols, (env. 0,5 g/l) comme ici le
glucoside de malvidol (Figure 25). Contenus dans les pellicules, ne sont
extractibles que lorsque 1’alcool (issu de la fermentation alcoolique) est
présent en proportions suffisantes.

6.2.3 stilbénoides

* Le resvératrol (Figure 26) est un polyphénol de la série des stilbénoides
pour lequel les producteurs s'acharnent a démontrer qu'il est présent en
quantité suffisante (+ 2-5 mg/l) dans leur vin, du fait qu'il peut étre présent
dans les blancs aussi bien que dans les rouges mais surtout, parce qu’il
possede des propriétés remarquables !

Figure 26 : resvératrol

6.2.4 Autres polyphénols :

Des recherches récentes montrent que de nouvelles catégories de polyphénols, ignorées jusqu'ici, sont
présentes dans le vin. C'est le cas chez d'oligoméres de stilbénes ou encore, de leurs hétérosides,
comme le picéide{Teguo, 1996 #18733}, mais surtout, l'astringine (Figure 27){M¢érillon, 1997 #55;
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Ribeiro de Lima, 1999 #19043}. 1l est remarquable de découvrir qu'un tel dérivé du resvératrol puisse
étre présent parfois, & des teneurs bien supérieures au resvératrol lui-méme, puisque qu'on 1’a dosé
jusqu'a 70 mg/1 dans certains vins !

* Il y a également des dérivés des anthocyanes comme les castavinols (Figure 28){Castagnino, 1996
#2888} ou encore, des produits de réarrangement de ces pigments : des benzofuranes (Figure
29){Castagnino, 1996 #2888}.

OH

Q

O-Glc

OH

. o . . Figure 29 : benzofuranes
Figure 27 : astringine Figure 28 : castavinols & )

Les propriétés de ces nouveaux polyphénols sont encore mal connues et pourtant, I’ensemble (le
« totum » polyphénolique) constitue un véritable "traceur" de l'origine géographique et variétale des vins qui
nous a méme permis de mettre au point la premiére méthode de discrimination des clones de
cépages{ Vercauteren, 1994 #16954}.

6.3 Propriétés biologiques des polyphénols

H
6.3.1 Les polyphénols inhibent la lipoperoxydation HO, O\); —
Les EOR réagissent différemment, nous 1’avons vu, avec les AG \@:P "
saturés et avec les AG poly-insaturés (Figure 11). Une différence de H
réactivité supplémentaire apparait encore entre les polyphénols et les = iv4 COoH
AGPI. Les polyphénols sont environ 1000 plus réactifs et réagiront = ®
les premiers (Figure 30). W

COOH

Ainsi, dans une bicouche lipidique qui contient un polyphénol pour 1
million d’AGS, un radical a statistiquement autant de chance Figure 30 : comparaison de I'oxydabilité des
d’oxyder le polyphénol que les acides gras ! lipides membranaires et des polyphénols.

6.3.2 Polyphénols et peroxydations en chaine

Les polyphénols peuvent exercer leur propriété de « piégeurs de radicaux libres » avant méme que les EOR
ne commencent leur ceuvre destructrice (4, p. 13). IlIs bloquent alors la chaine d’oxydation radicalaire et
empéchent la formation des cytokines, des LDL-OOH et donc toute réponse inflammatoire (Figure 31).

W@;

radicauxaryloxydes

réduction

OH Y du radical
A " L
H oH W -
OH
H ; .

oxydations évitées

o
= /
H . =
H
K‘C\J/\/ A
acide GPI oxydations possibles

Figure 31 : Polyphénols comme antioxydants protecteurs des structures membranaires.

De méme, les polyphénols (incluant les vitamines E) en piégeant les radicaux libres, vont-ils lutter, chez
I'homme, contre toutes les causes de vieillissement mais aussi, contre les manifestations des principales
pathologies : ce sont des piégeurs de radicaux libres{Roginsky, 2005 #86; Bagchi, 1997 #1116; Cook, 1996
#3529; Ricardo Da Silva, 1991 #13823; Williams, 1994 #17577}.

6.3.3 Pouvoir antioxydant : synonyme de qualité santé

Ainsi, de maniere symptomatique, la mesure des propriétés « réductrices » de tels extraits par 'un ou

I’autre des nombreux tests mis au point :
S N OH HO. N SH

LY
NI S 1)

OH OH



Folin-Ciocalteu,

DPPH : DiPhénylPicrylHydrazyl,

TBARS : Thiobarbituric Acid Reactive Substances

ABTS : 2,2'-azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt
diénes conjugués,

malondialdéhyde (MDA),

« LDL oxidation preservation », ...

YVVVYYVYVYYVY

ou méme, la mesure directe de leurs effets biologiques sur un organisme vivant ou sur des tissus en culture :

Total Antioxidant Status = TAS{Rice-Evans, 1994 #22975},

ORAC{Cao, 1993 #22812},

TAC (Total Antioxidant Capacity){Kampa, 2002 #21985},

Randox Trolox-Equivalent Antioxidant Capacity (Randox-TEAC) assay{Erel, 2004 #28170;
Cao, 1998 #22823}, and the

Ferric Reducing Ability (FRAP) assay{Cao, 1998 #2789},

YV VVVYVY

sont-elles directement traduites en termes positifs sur la santé.

6.3.4 Propriétés des polyphénols in vitro

Des expériences conduites in vitro ont permis de démontrer en effet qu’ils sont de puissants :

6.3.4.1 Antiagrégants plaquettaires :

Par la diminution des formes activées des plaquettes {Petroni, 1995 #12945; Pace-Asciak, 1996 #29562;
Abuamsha, 1996 #102; Renaud, 1992 #25708}, tout comme 1'alcool, mais sans en avoir toutefois 1’effet
secondaire délétere, cet effet "rebond"{Renaud, 1996 #103}, susceptible de causer la mort subite ou des
accidents ischémiques graves.

6.3.4.2 Antiathérothrombotiques , anti-inflammatoires :

Par la protection de 'oxydation des LDL-cholestérol{Kanner, 1994 #104; Frankel, 1993 #5399; Meyer,
1997 #106} et des acides gras polyinsaturés (éicosanoides){Pace-Asciak, 1995 #25490; Laughton, 1991
#108} qu'ils assurent. Les anthocyanes de cerises ont révélé par exemple avoir de telles actions & un
niveau comparable, voire supérieur, a celui obtenu avec des produits commerciaux (médicaments :
Ibuprofen®, Aspirine®) directement destinés a conférer ce type de protection{ Wang, 1999 #109}.

6.3.4.3 Anti-Alzheimer :

Plus récemment encore, le vin a été impliqué dans la diminution du taux d'apparition de maladies
neurodégénératives telles que la maladie d'Alzheimer{Draczynska Lusiak, 1998 #4462; Orgogozo, 1997
#111}. Des débuts d’explication de telles propriétés se situent peut-étre dans 1’observation récente des
mécanismes par lesquels les dépots intracérébraux (« néoformations ») apparaitraient chez les personnes
qui en sont atteintes. Les AfS-peptides (& 42 acides aminés, notamment), qui sont a [’origine de ces
macromolécules protéiques par polymérisations radicalaires, ont des propriétés réductrices trés
particuliéres vis-a-vis de I’oxygéne (< peroxyde d’hydrogéne) et du fer (Fe*" > Fe®"). Ils sont donc sont
capables de former, in situ, les réactifs nécessaires a la réaction de Fenton (Figure 4, p.6), source du
radical hydroxyle{Huang, 1999 #112}.

Les polyphénols "liposolubles", présents au sein des structures cérébrales, s’opposeraient avec efficacité aux
réactions d’oxydation radicalaire, inhiberaient ainsi la polymérisation et ralentiraient donc la progression de
la maladie. Ce concept est a la base des traitements a base de vitamine E et d’anti-inflammatoires {Tanaka,
1997 #113; Pace-Asciak, 1996 #101}.

6.3.4.4 Anticancéreux :

Il s’agit d’une propriété majeure de polyphénols du type catéchine et du resvératrol, qui n’est pas
entierement liée a leur propriété antioxydante. Les stilbénoides, tel le resvératrol, in vitro, ont montré
une action inhibitrice sur les trois phases principales de cancérisation{Jang, 1997 #114} : initiation,
promotion (par diminution du taux d'enzymes caractéristiques de ces états précancéreux
cyclooxygénase-2) et propagation (par induction de la différenciation de cellules cancéreuses = perte de
leur caractere "immortel" > apoptose).
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* Il a méme ét¢é montré que ces molécules agissent de facon préventive contre certaines formes de
cancers, en prévenant l'initiation de cellules cancéreuses, par inhibition de I'expression de geénes de
protéine kinase C ou du mARN de la COX-2 {Subbaramaiah, 1998 #18724}.

6.4 Propriétés des polyphénols in vivo

Les conséquences biologiques de leur pouvoir antioxydant (voir § 6.1.1.4.2, p. 20) sont difficiles a quantifier
et a démontrer in vivo méme si on soupconne qu’ils sont d’'une considérable importance. C’est encore une
fois les observations des épidémiologistes qui autorisent a penser qu’ils sont en partie au moins, capable
d’exercer in vivo, les propriétés qu’ils démontrent in vitro. Il est admis qu’ils augmentent I’espérance de vie
et la qualit¢ de «la vie ajoutée a la vien. Ils minorent au moins les phénoménes inéluctables du
vieillissement et les effets « collatéraux » des pathologies majeures.

6.4.1 Ralentissement du vieillissement

Si les peroxydations cellulaires ne conduisent pas a une maladie en tant que telle, elles contribuent a leur
vieillissement : les cellules perdent progressivement leurs plasticité et capacités a se renouveler. Ce
processus est plus ou moins rapide selon les protections mises en ceuvre et 1’intensité du stress auquel sont
soumises les cellules. Par leur action anti-oxydante, les polyphénols s’opposent, sur le long terme, au
vieillissement comme le constatent de trés nombreux travaux scientifiques de qualité.

Mais, de maniere récente, le resvératrol (encore lui!) s’est révélé avoir les capacités les plus importantes a
assurer une augmentation de la « durée de vie » (lifespan des anglosaxons), parmi les nombreuses substances
testées, de levures, vers ronds, et méme souris. Le mode d’action, cette fois, n’a probablement rien a voir
avec ses propriétés antioxydantes, mais bien plus avec celles qu’il a a augmenter I’expression de génes de
protéines Sir (silencing information regulator). Ces protéines paraissent étre impliquées dans la durée de vie
de plusieurs organismes tels que la levure, le ver Caenorhabditis elegans et la mouche Drosophila, dont la
longévité est accrue par la restriction calorique (RC). La protéine Sir 2 est impliquée dans cet effet. Les
mammiféres possédent sept homologues de Sir 2 (sirtuines, SIRT 1 — 7). Sir 2 et les sirtuines catalysent la
déacétylation d’histones et de protéines de facon NAD-dépendante, et régulent ainsi un grand nombre de
fonctions cellulaires. Chez les mammiferes, la sirtuine SIRT 1, la plus étudiée, est impliquée dans la
protection vis-a-vis du stress oxydant et de 1’altération de I’ADN. SIRT 1 apparait jouer également un role
important dans le métabolisme du pancréas, du tissu adipeux et du foie. "La stimulation des sirtuines
provoquée par certains polyphénols peut étre un effet biologique plus important que 1'effet antioxydant",
estime Konrad Howitz. Dans un travail séminal avec David Sinclair, le resvératrol a permis a la levure
d'accroitre sa durée de vie de 60 a 80 % {Howitz, 2003 #22981} : habituellement, les levures vivent le
temps de 19 générations; en présence de petites doses de resvératrol, certaines ont vécu le temps de 38
générations. Sur des cellules humaines, le resvératrol a activé la SIRT1 et a permis a 30 % des cellules
humaines de survivre aux rayons gamma, contre seulement 10 % des cellules non traitées.

Ces effets du resvératrol sont associés a une induction de ’expression de génes impliqués dans la biogencse
et les fonctions mitochondriales et s’expliquent au niveau moléculaire par la deacétylation resveratrol-
dépendante du regulateur transcriptionnel PGC-1, qui devient consécutivement plus actif. Des fonctions
mitochondriales altérées sont souvent associées a ’apparition d’un diabete de type 2, or le resvératrol
protége les animaux de 1’obésité induite (par une alimentation enrichie en lipides) ainsi que de I’insulino-
résistance. Ces effets pharmacologiques du resvératrol chez 1’animal ainsi que ’association, chez 1’humain,
de « single nucleotide polymorphisms » dans le géne SIRT1 avec une dépense énergétique globale modifiée,
permet d’envisager & moyen terme I’administration de ce composé dans 1’alimentation comme un nouveau
moyen de lutter contre 1’obésité{Tsirpanlis, 2007 #28514; Subauste, 2007 #29589; da-Silva, 2007 #29590;
Baur, 2006 #29597}et le vieillissement {Pallas, 2008 #29581; Engel, 2008 #29582; Mattson, 2007 #29584} !
GlaxoSmithKline rachéte pour 720 M$, le 6 juin 2008, Sirtris, une société pharmaceutique créée par Sinclair
en 2004.

6.4.2 Diminution de l'impact des principales pathologies

En inhibant les lipoperoxydations et en désactivant les EOR (Figure 31), les polyphénols empéchent la
formation des cytokines et donc, toutes les réponses inflammatoires : agrégation plaquettaire, migration
cellulaire, athérogenése, neurodégénérescences (Alzheimer, Parkinson), transformation du génome
(cancérisation). Dans ces différents domaines, on cherche intensément & découvrir les mécanismes intimes
par lesquels les polyphénols peuvent intervenir{Urios, 2007 #28437; Rutter, 2003 #23003}. Il en va de la
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compréhension, également, des processus les plus fins, au niveau moléculaire, par lesquels une cellule
devient pathologique.

6.4.3 Diminution de l'impact des AGEs. Inversion des AGEs .. et rajeunissement ?

A I’évidence, on constate que certaines molécules, capables de lutter contre les dégats de 1’hyperglycémie,
encore expérimentales (ALT-711), procédent par antioxydation (réduction) mais aussi, par piégeage des
« stresseurs carbonylés » (= dérivés alpha-dicarbonylés), des « carbonyl scavengers » {Kawakami, 1999
#23579}), formes engendrant les AGEs, a I’image de I’aminoguanidine, déja utilisée en thérapeutique.

P.J. Thornalley | Archives of Biochemistry and Biophysics 419 (2003 ) 31-40
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Les polyphénols possédent toutes les qualités pour réaliser I'un et ’autre de ces deux modes d’action. Il est
donc activement recherché aujourd’hui, si ils ne seraient pas non plus capables d’inverser méme le cours de
ce qu’on croyait encore il y a peu, définitivement alkylé. Inverser I’AGE, en quelque sorte ? (des « AGE-
breakers » {Monnier, 2006 #27989}) !

7 Les legons d'une alimentation équilibrée

L’alimentation méditerranéenne est réputée prolonger la vie et diminuer I’incidence des maladies majeures
comme le cancer ou les maladies cardio-vasculaires. Aucune démonstration de ce qui se passe réellement in
vivo chez ’homme n’a jamais été donnée mais si 1’on retient que cette alimentation (cf le régime crétois) est
supérieure a n’importe quel autre régime, on peut imaginer qu’elle apporte toutes sortes de molécules
réductrices supplémentaires aux vitamines C et E. Il peut s’agir des polyphénols dont cette alimentation est
riche. Mais ces critéres ne sont pas les seuls a retenir. Les graisses de notre alimentation ont beaucoup a voir
dans I’efficacité avec laquelle les polyphénols inhibent les peroxydations.

7.1 Les polyphénols : une grande diversité et une abondance, gages d'efficacité

Les polyphénols exercent leur propriété essentielle de piégeurs de radicaux libres. A 1’égal des vitamines E
en phase lipidique et C en phase aqueuse, ils bloquent les oxydations radicalaires en chalne et préviennent
donc la formation des peroxydes au sein des structures cellulaires.

Leur présence sur le site des peroxydations dépend directement de 1’alimentation, de 1’apport en chacun
d’eux par celle-ci, mais aussi de leur « biodisponibilité » et de leur répartition au sein des tissus, en fonction
de leur lipophilie et hydrophilie {Kaneko, 1994 #8418}, une fois résorbés.

La meilleure explication que I’on puisse donner aujourd’hui a leur efficacité est basée sur I’abondance et la
variété (la diversité) des molécules fournies par cette alimentation{Chen, 1996 #3143}. C’est leur diversité
structurale et leur nombre qui font qu’elles se répartissent dans les multiples compartiments cellulaires
(vacuoles, membranes, mitochondries, cytoplasme, etc). On peut admettre qu’ils constituent un « réseau de
molécules » qui ont toutes les mémes potentialités réductrices : ce sont des polyphénols !.
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Les polyphénols alimentaires jouent le role de véritables Vitamines, réducteurs ou « relais » transporteurs
des électrons (via les anthocyanes, les chalcones, les flavanones, les stilbénoides, ...) entre Vit. C dans le
cytosol et Vit. E en phase lipidique (Figure 32). Leur potentiel redox est tel qu’ils sont capables de réduire le
radical tocophéryl{Bors, 1995 #2104} (jouer le rdle directement, de la vitamine C) ou de transporter
I’électron de celle-ci aux tocophéryls et réduire tous les types de radicaux présents et peroxydes formés. Ce
« déplacement » de 1’¢électron libre (du radical) vers la phase aqueuse ou le radical ascorbyle (issu de la Vit.
C) évolue efficacement vers des formes totalement détoxifiées en especes neutres, par fragmentation,
dimérisation, ... Les EOR sont détruites !
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Figure 32 : Détoxification des EOR par les antioxydants répartis dans tous les compartiments.

Dans ce cas, ils complétent, voire, suppléent totalement, les systemes de défense naturels décrits plus haut
(5.1), quand ils sont devenus défaillants {Chen, 1995 #3135; Facino, 1999 #18403; Roberts, 2003 #22891}.

8 Contradictions, questions, réponses

De 1a a penser qu'il suffit de se nourrir d'aliments qui renfermeraient des polyphénols en quantité suffisante

pour "vivre 120 ans", il n'y a qu'un pas. Malheureusement, nous ne pouvons pas le franchir car bon nombre

de résultats contradictoires sur les propriétés des polyphénols figurent dans la littérature et des questions
délicates résistent a I’expérimentation. Ces derniéres ont remarquablement été posées et discutées par

German et al. {German, 2000 #20813} :

* Notamment, quelle possibilité ont ces polyphénols, en conditions "grandeur nature" (dans le cas d'une
consommation de vin, au cours d'un repas, par exemple), d'exercer véritablement, in vivo chez I'homme,
les mémes actions que celles qu'ils démontrent in vitro ?

o Quelle est leur biodisponibilité ?

o Sont-ils complexés avec les protéines du bol alimentaire, au point de rester dans la lumicre
intestinale ?

o Sont-ils métabolisés par la flore intestinale, avant d'étre résorbés ?

* Dans ce cas, seraient-ce leurs métabolites, et lesquels, qui agissent ?

* Pourquoi certaines molécules antioxydantes ont-elles des actions ambigués ?

*  Quelles recherches sont entreprises pour lever ces ambiguités ?

8.1 Les résultats contradictoires sont nombreux

Les conclusions d’études épidémiologiques récentes centrées sur la vitamine E font clairement état de ces
réponses contradictoires {Stocker, 1999 #20126}. Par exemple, une cohorte de femmes ménauposées qui
ingérent de I’a-tocophérol (la forme de vitamine E la plus facile a obtenir industriellement) en quantité 5 fois
supérieure aux doses journalieres recommandées, atteignent une situation plus détériorée par rapport a
I’oxydation que celles qui n’en ont pas regu et surtout, que celles qui ont recu ces mémes molécules
« protectrices » par I’alimentation (fruits, huile d’olive, etc).

8.1.1 L'inversion des effets attendus

In vitro, cette fois, il a été démontré que I’a-tocophérol lui-méme devient capable d’arracher un électron et
d’oxyder radicalairement les structures membranaires. Il entretient lui-méme un phénoméne de
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peroxydation en chaine (Figure 33). C’est ce qui a été appelé le « Tocopheryl Mediated Peroxidation »
Process (TMP process).

C’est donc le « monde a I’envers » ! Avec quoi va-t-on saler si le sel perd son gotit ? Cette Vit. E pourrait
donc nous laisser abandonner au feu des EOR ? Pas étonnant alors que beaucoup la considérent comme une
vitamine « a la recherche de sa pathologie ». Nous verrons plus loin (8.3.2, p. 28) qu’il n’en est rien ! C’est
tout le contraire, semble-t-il. Cette action PRO-oxydante serait indispensable a son bon fonctionnement !

premiére étape de protection
R' "Tocopherol Mediated Peroxidation" —R' .|
radical processus i H CH, OH
/ diéne oy ~/
alkylperoxy Cc
H CH3 0. o
7 Ha vt ) —
o L Ho CHs " o on
R ° - .
Ry Vitamine C
/ R tocophérols
H CH3 \ OH
/ Hg o. Phyt HaCO. Hs
N
No—H 0 CHs H3CO Phyt
ﬁydroperoxyde OH
d'AG Ry CoEnz 01 0'H2

Figure 33 : Processus de « peroxydation médiée par le tocophérol » (« TMP » process),

8.1.2 Le retour a une situation confortable ?

Ce phénoméne d’ailleurs disparait en présence de la vitamine C en phase aqueuse ou de réducteurs
liposolubles tels 1’ubiquinone-10 (Figure 33). Cela conforte 1’idée qu’il est préférable de disposer de
plusieurs molécules réductrices a la fois, plutét que beaucoup d’une seule, les secondes régénérant les
premicres quand elles ont agi et créant une situation bien mieux « controlée »{Upston, 1999 #22033;
Stocker, 1999 #20126}.

8.1.3 La "vitamine E" = un mélange de huit molécules

La "vitamine E" est en fait un mélange de huit molécules différentes (voir Figure 15, p. 16) toutes
liposolubles du fait de la présence d'une longue chaine "phytyle".

8.1.3.1 Une grande ressemblance chimique, de grandes différences de réactivité

Ces molécules, bien que tres ressemblantes sur le plan chimique, ne fonctionnent pas avec la méme efficacité
face aux divers toxiques oxydants. C'est ainsi, par exemple, que le y-tocophérol est capable de piéger, par
addition nucléophile, les peroxynitrites ONO,H (résultat de 1'addition de I'anion superoxyde sur le NO), ce
que ne peut effectuer l'o—tocophérol (dont tous les centres carbonés de son noyau phénolique sont
saturés){Christen, 1997 #3255}.

Ces deux composés sont donc complémentaires pour assurer la protection des LDL-cholestérol de
l'oxydation : face aux radicaux libres oxygénés (anion superoxyde, hydroxyle) pour I'une et, face aux
oxydants électrophiles (peroxynitrites, nitrosonium, ...) pour I’autre. Ainsi, les autres polyphénols de notre
alimentation, qui sont encore plus divers que ces tocophérols, pourraient-ils eux aussi jouer les roles
complémentaires de véritables "vitamines antioxydantes" et assurant notre protection contre toutes les
formes déléteres de I’oxygene, par ailleurs si vital !

Un seul composé, méme trés actif contre les radicaux libres, employé en exces, finit par créer un déséquilibre
tel que les états déléteres que 1’on cherchait a corriger réapparaissent et parfois méme lui sont dus.

8.2 Supplémentations ?

8.2.1 a-tocophérol seul

http://lpi.oregonstate.edu/infocenter/vitamins/vitaminE/index.html
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Une supplémentation inadaptée en a-tocophérol seul, comporte des risques qui ne se limitent pas a cet écart
de protection qui existent contre les diverses EOR (voir 8.1.3, p. 27), mais il est constaté en outre que cette
supplémentation en o—tocophérol provoque la baisse de la résorption du y-tocophérol d’un facteur
20{Kushi, 1996 #9428}. Or, le y-tocophérol est le seul capable de lutter contre les peroxynitrites ! Que
penser alors des supplémentations de plusieurs centaines de mg d’o—tocophérol par jour (jusque 2000
mg !) ? Rien d’étonnant d’observer des effets contraires a ceux escomptés !

8.2.2 a-tocophérol naturel vs synthétique

Faire appel a la vitamine E de nos aliments (qui contiennent majoritairement a la fois de l'a- et du y-
tocophérol), plutot que d'utiliser des supplémentations (composées principalement d'o-tocophérol de
synthése), n’est pas sans conséquences sur le sort de nos artéres ! La « vitamine E » de synthése est
composée de 8 isomeres (il s’agit d’un racémique) et donc, seulement 12,5% correspondent au véritable
R, R,R-o—tocophérol naturel !

Pour calculer le nombre de mg d’alpha-tocophérol biodisponibles présent dans un supplément, il faut utiliser
les formules suivantes :

» RRR-alpha-tocophérol (naturel ou d-alpha-tocophérol) :
IU x 0,67 = mg RRR-alpha-tocophérol. Exemple : 100 IU = 67 mg

» all-rac-alpha-tocophérol (synthétique ou dl-alpha-tocophérol) :
IU x 0,45 = mg RRR-alpha-tocophérol. Exemple: 100 IU =45 mg

8.3 Pertinence des données biologiques ?

8.3.1 Bon ou mauvais cholestérol

Des résultats importants de la littérature rapportent les bienfaits d’une alimentation riche en polyphénols,
corrélée a une augmentation des triglycérides, du cholestérol et des LDL-cholestérol ! Ces observations sont
contradictoires puisque ce sont des parameétres biologiques que I’on cherche classiquement & diminuer en
prévention secondaire des accidents cardio-vasculaires.

Il devient ainsi évident que des « erreurs d’interprétation » dans ce domaine, puissent étre dues au fait qu’on
ne mesure pas les données biologiques les plus pertinentes : ce n’est pas tant le cholestérol per se qui est
toxique (athérogeéne) mais plutot ses formes oxydées, et ceci est probablement aussi vrai pour les LDL-
cholestérol {Catanzaro, 1996 #20125}. D’ailleurs, une simple réflexion de bon sens, aurait dii observer que
la présence de cholestérol est strictement nécessaire. Ceci est si vrai que pour éviter d’en manquer, les
cellules de notre corps en fabriquent pres de 2 g par jour. Les besoins « normaux » étant d’environ 6 g par
jour (renouvellement).

Des mesures plus fines, tenant compte davantage de 1’état de peroxydation du « bon cholestérol » (HDL)
que de sa proportion relative au « mauvais » (LDL) et de sa capacité a protéger I’organisme des maladies
cardiovasculaires, démontrent clairement que les aspects « positifs » peuvent radicalement s’inverser dans
certaines circonstances de « modifications de I’état oxydatif »{La Ville, 1994 #20117}.

8.3.2 Le role de la vitamine E : a reconsidérer en totalité ?

Dans une revue compléte et trés éclairée des mécanismes d’action de la vitamine E dans son réle protecteur
des structures cellulaires des peroxydations, Thomas et coll. ont interprété les résultats « contradictoires »
d’une facon trés globale : aucune des ¢tudes d’intervention avec la Vit. E pour lutter contre 1’athérosclérose
chez I’homme ne permet de conclure !. Ils prennent en compte des études « mécanistiques » qui démontrent
le role complexe de la Vit. E dans les premiéres étapes des peroxydations lipidiques des lipoprotéines : elle
n’agit pas comme un antioxydant « briseur » de chaine d’oxydation. Son action dépend de la présence de
« CO-ANTIOXYDANTS » capables de réduire son radical, de I’exporter hors de la lipoparticule : elle est a
la fois anti- et pro-oxydante selon le niveau de flux et de réactivité de ’oxydant ! Et il vont méme jusqu’a
imaginer que le modele du « processus TMP » permet d’expliquer au mieux I’action moléculaire complexe
de la Vit. E au cours de [’oxydation des lipoprotéines comme de leur anti-oxydation ! Elle n’agirait que de
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cette maniere !

Autrement dit, ce que nous jugions inacceptable plus haut, prend tout son sens dans cette analyse dont la
validité et la pertinence a 1’échelle in vivo sont méme « évaluées»: ’action commune des CO-
ANTIOXYDANTS et de la Vit. E (dans un cycle TMP) est la seule maniere d’expliquer la « protection » des
lipoprotéines contre 1’oxydation, ... et peut-étre aussi, ... ’athérosclérose (mais 1a, c’est encore un peu trop
tot pour le dire !!!){Thomas, 2000 #20127}.

Ce domaine de la recherche pour comprendre les mécanismes intimes par lesquels des espéces aussi fugaces
que des EOR ou des RLO créent le désordre dans 1’organisme et surtout, pour apporter scientifiquement les
preuves des modes de protection des polyphénols, est un domaine particulicrement compliqué. Une
expérience « négative » peut fort bien avoir un sens opposé a celui qu’on lui fait dire ... !

Cela est vrai pour les polyphénols du vin, mais aussi pour tous les autres polyphénols, quels que soient les
résultats de nos recherches. Les aliments doivent assurer désormais un "bien-étre santé" et avoir un role
préventif en plus que de nourrir, mais il faut, 12 comme ailleurs, garder présent a l'esprit que « tout est une
question de dose ». Aucune des molécules dont nous avons parlé, aussi puissant antioxydant soit-elle, ne
pourra a elle seule nous protéger de toutes les espéces activées de I’oxygene, dans tous les compartiments
cellulaires en méme temps ... C’est une question de bon sens, et il faut admettre que les crétois (qui vivent
centenaires), possédent depuis longtemps, la sagesse du "diététicien", vers laquelle semblent nous acheminer
toutes nos fastidieuses et délicates recherches, puisqu’ils nous « livrent » depuis des siecles cet aphorisme
que peut-&tre nous devrions faire notre : « si ton alimentation est la premiére de tes médecines, fais qu’elle
soit la plus variée et la plus riche en toutes sortes de nutriments (polyphénols !), sans jamais faire plus
confiance a ['un qu’a I’autre mais a tous ».

8.4 Des éléments de réponses

Plusieurs programmes spécifiques ont apporté un certain nombre d'informations relatives aux
polyphénols du vin, mais qui peuvent s'étendre a la plupart des aliments renfermant les mémes composés
(cacao, thé, 1égumes, ...).

8.4.1 Vasorelaxation

\

* En pharmacologie, les mécanismes de la vasorelaxation observée (favorable a une diminution des
accidents cardiovasculaires) ont été précisés au niveau moléculaire : les flavanols ont une action sur
I'endothélium vasculaire par augmentation de la synthése de NO{Andriambeloson, 1997 #746;
Andriambeloson, 1998 #747}. Nous avons pu montrer que cette augmentation est consécutive a un
relargage d'ATP qui, en second messager, agirait sur des récepteurs a purines de type P2Y,{Freslon,
1997 #5426}, selon un mécanisme qui reste a découvrir.

8.4.2 Biodisponibilité/métabolisme

8.4.2.1 Action de la flore coliqgue humaine

*  En nutrition humaine, l'interaction des polyphénols avec la flore colique humaine a ét¢ modélisée chez
des rats gnotoxéniques (sans flore propre, chez lesquels on introduit les souches de la flore humaine).
Les métabolites qui se forment de facon majoritaire a partir de flavanols, sont des polyphénols plus
simples, qui ne possédent plus de propriétés tanantes, qui sont hydrosolubles comme I'est
'aspirine{Brézillon, 1998 #2326} et qui devraient donc étre aussi "biodisponibles" qu'elle. Les
propriétés vaso-circulatoires de chacun d'eux ne sont pas toujours connues, loin s’en faut.

8.4.2.2 Expérimenter chez ’homme « grandeur nature »

* La seule maniére de progresser efficacement, dans ce domaine est de réaliser des expériences « grandeur
nature », chez ’homme. Toute transposition de I’animal ou de 1’in vitro a ’homme sera toujours
suspecte, ne serait-ce que parce que pour la plupart des animaux, 1’acide ascorbique n’est pas une
vitamine C : ils la fabriquent a partir du sorbitol.
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*  Pour démontrer de maniére définitive que les polyphénols les plus complexes (tanins catéchiques) sont
résorbés et qu’ils peuvent donc agir in vivo, nous avons décidé la préparation des molécules les plus
représentées dans le vin en y incorporant un marquage au carbone 13 par synthése totale des
monomeres (+)-catéchine 5 et (—)-épicatéchine{Nay, 2000 #21371; Nay, 2000 #21372; Nay, 2001 #141;
Nay, 2002 #20079} ou de leur dimére B3 {Arnaudinaud, 2001 #20061; Arnaudinaud, 2001 #20068}
(Figure 34), les stilbénoides{Teguo, 1998 #18734; Ribeiro de Lima, 1999 #19043; Vitrac, 2001 #20065}
ou les anthocyanes{Krisa, 1999 #19356; Krisa, 1999 #20246}, préparés par culture cellulaire de
vigne{Krisa, 1998 #20136}, nous sommes capables désormais, d’en obtenir a ’échelle du gramme. De
telles quantités sont nécessaires a I’expérimentation in vivo,ghez I’homme (Figure 35).

O OBn 58% from1 B0 *.-~‘é\);8n

—_—

BnO.

1) NaBHy/DME

_— 0504 2% o

2) BF3-OEt, oBn 4 2 OD( OBn OH
80-90% o

-~
OH 95%

5

H
3
94% | NaBH3ON
BnO. *
HO, -""@ZH Ho, Pd/C " . Bn
OH
4 B
OBn 4

OH

13C-catéchine

OH
BC-dimere B3

Figure 34: synthése totale de plolyphénols marqués au e

Figure 35 : péonidine trans-resvératrol,
; 13
marqués au ~C.

Ces molécules marquées, mais identiques par ailleurs en tout point a celles normalement présentes
dans les vins, sont utilisables chez 'homme (sans risque supérieur a celui de leurs homologues non marqués).
Ce sont les outils indispensables qui demain nous renseigneront de maniere non ambigué sur leur
biodisponibilité mais aussi pour découvrir leurs mécanismes d'action intimes.

9 Alimentation en lipides : un « enrichissement » a long terme

La nature des AG de nos cellules est directement liée a celle de notre alimentation. Une alimentation,
répétée, sur le long terme, riche en graisses animales ou en graisses végétales « hydrogénées »
(margarines, par ex. !) conduira inévitablement a I’incorporation majoritaire d’AGS dans les membranes de
nos cellules.

Ceux-ci sont moins oxydables que les AGPI, mais on ne constate pas de bénéfice a leur présence exclusive,
bien au contraire !

Notion d'Acides Gras Essentiels = "A.G.E." (voir Figure 36): selon la série a laquelle les acides gras
polyinsaturés appartiennent, diverses prostaglandines seront engendrées au sein de nos membranes et donc,
on assistera a des effets plutdt protecteurs (séries 1 et 3) ou a des effets plutdt délétéres (série 2 de ’acide
arachidonique, thrombotiques, ...).
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Figure 36 : Biogenése des AGPI (éicosanoides) et sources dans 1’alimentation

9.1 Une différence de « message biologique »

L’oxydation « chimique » régiosélective (thermodynamiquement « orientée ») que permet une alimentation
riche en AGPI par rapport aux graisses saturées (d’origine animale, principalement), est la principale
explication de I’intérét nutritionnel largement observé par les épidémiologistes.

En effet, dans le seul cas des AGPI, les composés issus de I’oxydation radicalaire (chimique) peuvent se
comparer aux molécules formées par les enzymes (cyclo-oxygénases, lipoxygénases, ...), mécanismes
inflammatoires mis en jeu pour lutter contre les anomalies et dysfonctionnements divers qui surviennent au
cceur de la cellule.

Ces molécules en possédent donc potentiellement les mémes propriétés biologiques. Ce sont notamment des
cytokines, capables de « signaler » aux cellules (macrophages, plaquettes, ...) qu’il y a « le feu » dans telle
ou telle structure cellulaire. Ces molécules d’AGPI peroxydées, avant d’avoir été clivées par les
phospholipases (isoprostanoides) ou aprés (prostanoides), sont douées de propriétés biologiques, intenses
pour certaines comme les prostaglandines, les prostacyclines, les leucotriénes, etc..., et déclenchent la
réponse « inflammatoire » (Figure 37).

Bien que cette réaction de peroxydation soit le signe d’'un mauvais fonctionnement cellulaire, elle est avant
tout un message délivré par la cellule qui se traduira
par une mobilisation des systémes de détoxification.
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qu’on ne connait pas aujourd’hui de « signification

biologique » aux nombreux peroxydes d’acides gras <8 "8
saturés qui en résultent. Aucun message n’est Ao L A2 };

transmis a la « maChlner.le Cellule}lre >_> (Figure 37) et Figure 37: Oxydation des AGS vs AGPI : un message clair !
les réactions d’oxydation radicalaire en chalne
peuvent se perpétrer, échappant a tout contréle enzymatique !

9.2 Les conséquences d'une mauvaise qualité des graisses

Les mécanismes responsables du vieillissement, moins bien endigués si nos membranes renferment
principalement des graisses « saturées », 1’accélérent et les pathologies dégénératives se développent. Les
structures cellulaires sont « laissées a 1’abandon » et les dégats ne cesseront que dans la mesure ou des
molécules antioxydantes ou piégeuses de radicaux libres (enzymes, vitamines, polyphénols) seront
disponibles sur le site de ces peroxydations (voir § 5, p.14).
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Un tel processus de « protection » n’a cependant jamais été mis en évidence in vivo : démontrer la plus
grande efficacité des AGPI vs celle des AGS a piéger un radical, si réactif qu’il disparait en un milliardieme
de seconde, reléve encore de I’impossible. En fait, les répercussions sur les tissus (I’organisme) ne
s’observent que sur le long terme et seules des mesures qui « intégrent » cette notion de temps, comme
I’épidémiologie, sont & méme de révéler 1’intérét d’une alimentation riche en AGPL. En attendant d’en avoir
la démonstration scientifique, il peut étre bon de se rappeler qu’il y a un lien direct entre les lipides de notre
alimentation et ceux qui sont incorporés dans nos membranes. Ainsi, le choix du type de graisses que nous
faisons aujourd’hui aura-t-il des conséquences sur la fagon par laquelle notre organisme pourra se défendre
des especes radicalaires, le moment venu.

9.3 Un cas particulier : le cholestérol (fonctionnalité)

cholestérol

A ce stade de I’évaluation exhaustive de I’impact de la nature des AG sur la
lipoperoxydation, il est important d’aborder les questions qui concernent le ..- +.
cholestérol, si souvent critiqué et méme qualifié de « mauvais». C’est un 4 -

| |

¢élément constitutif essentiel a I’édification de toutes nos cellules{Catanzaro,

1996 #20125}. Les molécules de cholestérol sont insérées dans les membranes

(bicouches phospholipidiques) ou elles jouent un réle capital: elles les :
stabilisent en leur apportant du "désordre" (augmentation de I’entropie) et les
protéegent de l’oxydation (Figure 38). Ainsi, les molécules de cholestérol .. om -“
provoquent-elles des déformations et facilitent-elles les perturbations des . )

. . e 5 . . Figure 38 : Molécules de
membranes cellulaires. Sans cette « plasticité », ’insertion en leur sein des cholestérol (jaune) au sein des
enzymes et autres protéines membranaires, indispensables a sa fonctionnalité, icouches membranaires - une
devient impossible. Pour des raisons parfaitement « mécaniques », les cellules source de leur "fluidité".
perdent leur fluidité de maniere corrélée a la disparition du cholestérol, et une
forte proportion d’ AGS renforce méme ce phénomeéne.

Une cellule qui ne peut plus insérer ses protéines membranaires n‘est plus
fonctionnelle, elle perd de ses capacités & « communiquer », ce qui explique
% peut-étre les effets «collatéraux » majeurs liés a lusage des
hypocholestérolémiants (statines, . A-t-on fait le bon choix de stratégie
thérapeutique en luttant contre la synthése endogene de cholestérol ? Rien n’est
moins sOr !

AT

gy
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Dire qu‘un simpl ) , , ) ,. )
dosage I;:!sz:‘:i\:Tg;térOl Certains chercheurs ont légitimement dénoncé les choix de [I’industrie

aurait pu lui éviter ca pharmaceutique qui s’appuient sur des données biaisées pour promouvoir leur
vente et « en particulier, les études épidémiologiques montrant une relation
entre cholestérol et risque d’infarctus du myocarde, qui ont une trés faible
validité scientifique » ! Ils n’hésitent pas a répondre a des personnes qui les

interrogent sur le risque de DMLA (dégénérescence maculaire liée a 1’age) :
""""”""""'m"w”'"_:'""‘t/ « les statines étant des médicaments inutiles (ils ne protégent pas des maladies
: = _ cardiovasculaires) et dangereux sous bien d'autres aspects (augmentation des
cancers et des diabetes entre autres), il faudrait étre fou pour négliger ce risque concernant les yeux en
continuant a prendre sa statine au risque de devenir aveugle ! ». Voir par exemple, le site fort bien fait et
¢volutif du Dr de Lorgeril, qui malheureusement n’a pas recu que des encouragements depuis qu’il a osé

aller a contresens et bousculer les idées toutes « faites» mais aussi les plus répandues
(http://michel.delorgeril.info/index.php/).

G v iia ]

En conclusion

Si notre connaissance sur ce sujet progresse avec difficulté, c’est du fait de sa trés grande complexité.
Non seulement les "especes oxygénées réactives" en cause sont parmi les entités les plus réactives que 1’on
connaisse et sont capables d’attaquer n’importe quelle structure cellulaire, mais aussi, les processus qu’elles
déclenchent sont pratiquement impossibles & étudier in vivo tant ils se produisent rapidement. Les seuls
témoins de leur existence, ce sont les désordres physiologiques qu’elles engendrent (inflammation, athérome,
dégénérescence, ...), qui ne sont visibles que beaucoup plus tardivement, sur le trés long terme !
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9.4 Le stress "oxydant" : lequel ?

Cependant, cette hypothése n’est pas complétement satisfaisante car une partie des phénomenes
déléteéres constatés ne trouve pas d’explication. Il est frappant de constater, par exemple, que les auteurs de
publications les plus retentissantes sur les propriétés biologiques des polyphénols{Finkel, 2003 #22980;
Anderson, 2003 #22748; Corder, 2001 #22777; Kawada, 1998 #8580; Wood, 2004 #29607}, font référence
en priorité a leurs propriétés antioxydantes, mais les mécanismes d’action qu’ils invoquent ensuite, n’ont
aucun lien avec leur pouvoir réducteur !

Pour approcher d’un peu plus prés la « vérité », il faut tenir compte d’une plus grande diversité de
stress. Les substances d’intérét auraient ainsi, globalement, une plus grande palette d’actions possibles, en
synergie, contre un ensemble plus diversifi¢ de mécanismes a I’origine de dégats et du vieillissement. Ainsi,
certaines molécules, considérées jusque-la uniquement comme « antioxydantes », pourraient-elles, de
surcroit, agir individuellement pour inhiber spécifiquement 1’un ou 1’autre de cette série beaucoup plus vaste
de mécanismes déléteres.

9.5 La réaction de Maillard in vivo : un stress "carbonylé" aussi

Les dégats qui provoquent le vieillissement de I’organisme ne seraient pas seulement la conséquence
d’un mauvais « contrdle » du flux d’électrons dues aux « fuites » du métabolisme mitochondrial et des EOR
intracellulaires. A 1’évidence, il existe d’autres sources d’effets délétéres potentiels. Pour les considérer plus
complétement, nous avons fait le lien avec les recherches qui se sont développées au cours de ces deux
dernieres décennies, dans le domaine des pathologies « métaboliques » et du diabéte, principalement.

En faisant une analyse trés fine, au niveau moléculaire, des mécanismes mis en jeu, il est permis
d’échafauder des hypothéses expliquant les raisons des principaux dégats circulatoires, visuels, rénaux, ...,
observés systématiquement en corollaire de ces maladies. La plus importante d’entre elles concerne la
« réaction de Maillard » {Maillard, 1912 #22676} et les « stress oxydant et carbonylé » qui I’accompagnent.

9.6 Le devoir du scientifique

Quelle que soit la difficulté, le devoir du scientifique est de poursuivre I’objectif fixé qui est de
comprendre dans le détail, au niveau moléculaire, les mécanismes d’action et les parametres
physicochimiques d’importance. Ces avancées, sur les phytonutriments du vin, permettront demain
d’imaginer les polyphénols les plus actifs pour soigner I’homme des effets les plus invalidants d’un tres
grand nombre de pathologies qui nous guettent tous.

En conclusion

Si I’oxygene est indispensable a la vie, il est aussi toxique et source de dégénérescences accélérées. Dans un
tel contexte, les polyphénols sont incontestablement, parmi les phytonutriments, les meilleurs « régulateurs »
de cette ambivalence qui, elle, ne s’estompera jamais !
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