Stress oxydant et anti-oxydants

A la recherche d'un nouveau paradigme
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Le stress oxydant est inhérent a la vie en
présence d’oxygene. Différentes réactions
enzymatiques et non enzymatiques géne-
rent dans toute cellule de 'organisme des
especes oxygéndes réactives (reactive oxygen
species, ROS) a partir de I'oxygene. Certaines
de ces ROS et de leurs produits de réaction
sont des radicaux libres trés instables qui
participent a des réactions en chaine et in-
duisent des dommages oxydatifs a la cel-
lule. Ces radicaux libres, s’ils ne sont pas
neutralisés par les défenses anti-oxydantes
endogenes, contribuent au vieillissement et
au développement de nombreuses patholo-
gles.

Différentes molécules organiques, mises en
présence de ces radicaux libres, sont capa-
bles de les neutraliser et d’interrompre les
réactions en chaine. Elles sont qualifiées
pour cela d'« anti-oxydants ». Ces anti-
oxydants, naturellement présents dans les
aliments ou utilisés comme additifs ali-
mentaires, participent a la préservation
des aliments et limitent par exemple le
rancissement des matieres grasses. De la
méme maniere, on admet généralement
aujourd’hui que les mémes anti-oxydants
consommés par I'homme, renforcent les dé-
fenses anti-oxydantes de notre organisme,
limitent I'oxydation des lipides, protéines
et acides nucléiques, et participent a la pré-
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vention de pathologies telles que cancers,
maladies cardiovasculaires, ostéoporose
ou maladies neurodégénératives. Les effets
sur la santé sont cependant beaucoup plus
incertains qu'il n'y parait.

Divers essais de supplémentation par des
anti-oxydants ou des cocktails d"anti-oxy-
dants ont été réalisés chez I'homme. Les
résultats ont été trés irréguliers, certaines
études ayant montré une diminution du
risque de développer différentes patho-
logies, d’autres une absence d’effet, voire
une augmentation du risque. Un bilan de
ces études a été réalisé par une commission
d’experts de I'OMS [1]. La seule conclusion
qualifiée de « convaincante » est I’absence
d’effets de supplémentation de vitamine E
(doses supranutritionnelles) sur le risque
cardiovasculaire. Une augmentation du
risque de cancer par le (-caroténe a des
doses supranutritionnelles est jugée « pos-
sible ». A I'opposé, des effets protecteurs
« possibles » sont avancés pour les flavo-
noides contre les maladies cardiovascu-
laires. Plus récemment, une méta-analyse
des essais randomisés de supplémentation
de vitamine E ayant porté sur un total de
plus de 130000 personnes a montré que
des doses supranutritionnelles de vita-
mine augmenteraient méme la mortalité
générale [2].
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En France, les apports nutritionnels con-
seillés (ANC) en vitamine C ont été revus
a la hausse (110 mg/j) [3], sur la base d"une
synthese des résultats d’études épidémio-
logiques d’observation et d’essais cliniques
[4]. Pour la plupart des autres pays, les
ANC n‘ont pas été augmentés el ne dépas-
sent pas 80 mg/j.

Globalement, ces conclusions issues de
plusieurs années d’efforts de recherche
peuvent paraitre décevantes et les hypo-
theses sur les mécanismes d'action qui ont
justifié les études d'intervention apparais-
sent aujourd’hui quelque peu simplistes.
Elles soulignent les diftficultés a établir de
maniere convaincante les effets des anti-
oxvdants sur la prévention de pathologies
données ou de maniere plus générale sur
I’état de santé. Elles soulignent aussi la né-
cessité de considérer les risques potentiels
que pourraient induire une supplémenta-
tion d’anti-oxyvdants a des doses supranu-
tritionnelles [5]. Au-dela des résultats de
ces études d'intervention, il importe de
taire le point sur ce qui reste acquis et sur
les mécanismes d’action des anti-oxydants
qui pourraient avoir une incidence sur la
santé.

Especes oxygénées réactives
et défenses anti-oxydantes
endogenes

Les ROS sont produites par réduction de
"oxygene d’une part, lors de la production
par la mitochondrie d’énergie mobilisable
par la cellule, d’autre part dans diverses
réactions enzymatiques. Ces ROS sont le ra-
dical anion superoxyde et le peroxyde d’hy-
drogéne (eau oxygénée). Le peroxyde d’hy-
drogene est aussi formé par dismutation de
radical anion superoxyde. L'eau oxygénée,
en présence de métaux, ions ferreux ou cui-
vreux, est décomposée en radical hydroxy-
le extrémement réactif, qui réagit avec tout
substrat organique (lipide, protéine, acide
nucléique, etc.) présent la ou il est formé.
Une autre source importante de radicaux
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libres est le monoxyde d’azote (NO), un
médiateur cellulaire qui forme par réaction
avec le radical anion superoxyde de l'acide
peroxynitreux, lui-méme décomposé en
radical hydroxvle et dioxyde d'azote. Ces
oxvdes d’azote sont des especes radicalai-
res également susceptibles d’endommager
des constituants cellulaires, et sont appe-
lées « especes azotées réactives » (reactive
nitrogen species, RNS).

Toutes les cellules de notre organisme sont
inévitablement exposées aux ROS et RNS
produites par le métabolisme. Leur forma-
tion peut néanmoins étre augmentée par
I'exposition au rayonnement UV ou a des
molécules toxiques (médicaments, fumée

de cigarette, etc.).

Pour se protéger de ces ROS et RNS, notre
organisme dispose de nombreuses détenses
anti-oxvdantes. La superoxyde dismutase
catalvse la dismutation du radical anion
superoxyde en peroxyde d’hydrogene, lui-
méme tres efficacement décomposé par la
catalase et la glutathion peroxydase. Lors
de cette derniere réaction, deux molécules
de glutathion sont oxydées et sont régéné-
rées par la glutathion réductase.

Le glutathion présent en concentrations
élevées dans la cellule joue un role essen-
tiel dans le contrdle du statut redox de la
cellule. D"autres petites molécules organi-
ques, notamment les molécules lipophiles
telles que les tocophérols (vitamine E) ou
["'ubiquinol, jouent aussi un réle important
en neutralisant les radicaux libres formés a
partir des lipides. La vitamine C contribue
a régénérer les tocophérols oxydés. Enfin,
différentes protéines, comme la ferritine,
permettent de complexer le fer libre et de
limiter ses effets pro-oxydants.

Stress oxydant et vieillissement
Plusieurs théories ont été avancées pour

expliquer le vieillissement. Une des hypo-
theses qui suscite encore beaucoup d'inté-



rét est celle du vieillissement induit par les
racicaux libres. La longévité de différents
mammiféres est inversement corrélée a
leur activité métabolique et a la production
de radical anion superoxyde par les mito-
chondries [6]. Une vache ou un cochon ont
ainsi une production de ROS plus faible et
une espérance de vie plus longue que la
souris. Des corrélations inverses sont aus-
si observées entre la longévité et certains
marqueurs d’oxydation tels que la 8-oxo-
deoxyguanosine [7, 8]. Un des éléments
jugé le plus convaincant est I'augmentation
de I'espérance de vie induite chez la dro-
sophile par la surexpression conjointe de la
superoxyde dismutase et de la catalase [9].
Certains doutes subsistent néamoins quant
a cette théorie. Les auteurs a l'origine de
ces résultats ont émis récemment quelques
réserves sur l'interprétation de leur propre
travail et n‘excluent pas un artefact induit
par la transgenese [10]. L'administration
d’anti-oxydants a divers animaux de la-
boratoire n'a souvent pas eu d’etfets sur la
longévité [11-13].

Stress oxydant
et maladies chroniques

De trés nombreux travaux ont souligné les
liens existant entre le stress oxydant et les
mécanismes physiopathologiques de ma-
ladies telles que cancers, maladies cardio-
vasculaires, maladies neurodégénératives,
diabete, ostéoporose, arthrose, cataracte ou
dégénérescence maculaire lice a I'age [14].
Un des exemples les plus étudiés concerne
I"athérosclérose. Les lipoprotéines de fai-
ble densité (low density lipoproteins, LDL),
oxydées dans la paroi des artéres, sont pha-
gocytées par les macrophages. Ces macro-
phages sont ainsi transformés en cellules
spumeuses qui s’accumulent dans I'intima
de I’artére et aboutissent a I"épaississement
de la paroi de I'artere [15].

Anti-oxydants et stress oxydant

Le terme « anti-oxydant » est souvent uti-
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lis¢ sans étre proprement défini. La plu-
part du temps, il est confondu avec les
molécules capables de piéger les radicaux
libres (ces molécules sont des réducteurs
chimiques). 11 s’agit alors principalement
de vitamine E, vitamine C, polyphénols ou
caroténoides. Cependant, le terme « anti-
oxydant » doit étre étendu a tout composé
susceptible de renforcer les défenses contre
le stress oxydant. Il peut sagir de précur-
seurs des anti-oxydants endogenes comme
la N-acetylcystéine (NAC), précurseur du
glutathion, de cofacteurs d’enzymes anti-
oxydantes comme le sélénium, cofacteur
de la glutathion peroxydase, ou encore de
toute molécule susceptible d’activer les dé-
fenses anti-oxydantes endogenes. Le sulfo-
raphane (isothiocyanate du brocoli) ou les
composés organosoutrés de I'ail sont capa-
bles d'induire I'expression des enzymes de
la voie de biosvnthese du glutathion sans
étre pour autant des réducteurs chimiques
[16,17].

De tres nombreux essais cliniques ont mon-
tré que la consommation d’anti-oxydants
tels que vitamine E, vitamine C, polyphé-
nols ou caroténoides augmente la capacité
anti-oxydante du plasma et améliore le
statut de différents biomarqueurs du stress
oxydant (lipides, protéines ou ADN oxy-
dés) [18]. Si beaucoup admettent que de
tels effets ont un impact sur la santé, les
fondements d’une telle extrapolation sont
aujourd’hui encore extrémement fragiles.
En effet, aucun de ces marqueurs du stress
oxydant n'a été proprement validé comme
outil d'investigation clinique [19], et les al-
Iégations autorisées sur des effets santé liés
aux propriétés anti-oxydantes de micronu-
triments sont tres rares ou inexistantes.

De nombreuses questions restent encore
sans réponse. Ainsi la capacité anti-oxy-
dante du plasma représente la capacité de
la totalité des molécules présentes dans le
plasma a piéger des radicaux libres ou ré-
duire un substrat organique. Cette capa-
cité est souvent attribuée a I"absorption a
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travers la barriere intestinale des anti-oxy-
dants consommés et circulant transitoi-
rement dans le sang. Cependant, les con-
centrations atleintes en ces antiﬂxydan[s
ne dépassent parfois pas le micromolaire
[20], concentrations tres inférieures a celles
d’anti-oxydants endogenes tels que l"acide
urique (150-450 M) [21]. De la méme ma-
niere, les concentrations en glutathion, prin-
cipal anti-oxydant présent dans la cellule
(1-10 mM) [22], sont aussi trés supérieures
aux concentrations atteintes par les anti-
oxydants ingérés. Les effets de ces anti-oxy-
dants ingérés sur la capacité anti-oxydante
sont trés vraisemblablement expliqués par
des effets métaboliques plutdt que par leur
contribution propre a la capacité anti-oxy-
dante du plasma [23]. Des anti-oxydants
tels que 'a-tocophérol et le y-tocophérol,
trés prochcs par leur structure chimique,
ont la méme capacité a piéger les radicaux
libres. Leur capacité a inhiber des kinases et
I"adhésion cellulaire sont en revanche trés
différentes [24].

Les anti-oxydants polyphénoliques du vin,
ingérés par des souris apoE -/- (ces sou-
ris développent spontanément des lésions
athéromateuses), inhibent la progression
de I'athérosclérose sans inhiber la peroxy-
dation lipidique [25, 26]. Il apparait donc
que les effets des polyphénols et autres mi-
cronutriments anti-oxydan[s ne peuvent se
limiter a des effets protecteurs des lipides et
autres macromolécules contre 1"oxydation.
Des approches génomiques appliquées a
divers anti-oxydants ont permis de mettre
en évidence des effets biologiques trés va-
riés qui dépassent largement leur impact
sur le stress oxydant [12, 27].

L'oxydation des lipides, protéines et acides
nucléiques pourraient n’étre qu'une con-
séquence et non l'origine des effets déléte-
res associés au stress oxydant, et 'on peut
douter de l'intérét des biomarqueurs du
stress oxydant parfois utilisés aujourd’hui
comme outils prédictifs des effets santé des
anti-oxydants.
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Les micronutriments anti-oxydants peu-
vent aussi avoir des effets pro-oxydants.
Beaucoup d’auteurs le savent mais peu y
prétent suffisamment d’attention. Deux
mécanismes peuvent étre mis en avant :

- certains anti-oxydants montrant des effets
antiradicalaires (on parlera de réducteurs
chimiques) sont aussi capables de réduire
le fer ferrique (Fe(lll)) en fer ferreux (Fe(ll))
qui catalyse la conversion du peroxyde
d’hydrogene en radical hydroxyle tres toxi-
que (réaction de Fenton),

- certains anti-oxydants comme les poly-
phénols, quand ils sont oxydés dans la cel-
lule, participent a des cycles redox qui géne-
rent le radical anion superoxyde, lui-méme
dismuté en peroxyde d’hvdrogene. Un
anti-oxydant phénolique peut ainsi avoir
des effets biologiques identiques a ceux du
peroxyde d’hydrogene [28]! Une enzyme,
la NAD(P)H:quinone réductase, permet de
bloquer ces cycles redox en maintenant les
polyphénols sous leur forme réduite. On
imagine alors facilement que si la concen-
tration en pol)'phém)ls devient excessive
ou si cette enzyme est inhibée, ces « anti-
oxydants » peuvent alors avoir des effets
toxiques trés prononcés [29].

Importance des doses
d’anti-oxydants

On a souvent suggéré que I"augmentation
du risque de cancer du poumon chez les
fumeurs ayant consommé un supplément
de pB-caroténe [30] serait liée aux doses
utilisées (20 mg/j), correspondant a des
apports environ dix fois supérieurs a ceux
associés a l'alimentation. Seules les doses
nutritionnelles pourraient avoir des effets
protecteurs comme cela a ¢été suggéré par
les résultats récents de 1'étude Suvimax
(6 mg) [31]. Des études réalisées sur cellu-
les humaines isolées ont aussi montré que
différentes doses d'un méme anti-oxydant
pouvaient avoir des effets biologiques com-
pletement différents. Ainsi, les isoflavones
de soja induisent une différenciation de
cellules souche en ostéoblastes quand elles
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sont appliquées a une concentration de
I uM alors qu‘a une concentration dix fois
supérieure, les mémes cellules souches se
différencient en adipocytes [32]. De faibles
doses de resveratrol augmentent la proli-
fération de cellules cancéreuses ou cellules
endothéliales en culture alors que des doses
plus élevées induisent I"apoptose et dimi-
nuent Iactivité mitotique [33].

Les effets a I'échelle de l'individu sont
rendus particuliecrement complexes par la
sensibilité trés variable de différentes cel-
lules ou tissus pour une méme cible cellu-
laire [34] et par les concentrations locales
des anti-oxydants qui varient d'un tissu a
l"autre [20]. Les effets observés a I'échelle
d’un individu, souvent sur des marqueurs
accessibles au niveau du compartiment
sanguin, ne sont que la résultante d’effets
multiples et contrastés au niveau des diffé-
rents tissus.

Stress oxydant
et expression des genes

Les effets du stress oxydant ne peuvent
étre limités aux dommages oxydatifs sur
les macromolécules. [I serait trop simple de
penser que toute stratégie visant a réduire
le stress oxydant a des effets bénéfiques
sur la santé. On connait depuis longtemps
le role de la genese du radical anion supe-
roxyde par les neutrophiles comme moyen
de défense contre les bactéries. De maniére
tout aussi importante, on sait désormais que
le peroxyde d’hydrogene et le monoxyde
d’azote agissent comme messagers secon-
daires dans la signalisation cellulaire [35].
Sous l'effet d’un signal particulier, la cellule
produit ces especes radicalaires qui activent
certaines voies de signalisation cellulaire et
induisent l'expression de genes controlés
par ces voies. Ceci a été notamment démon-
tré par la surexpression de catalase dans la
cellule ou I'ajout d'un anti-oxydant comme
le NAC dans le milieu de culture qui inhi-
bent la transduction du signal [36, 37]. Le pe-
roxyde d’hydrogene ou le monoxyde d'azo-
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te agissent spécifiquement et de maniere
réversible sur certains résidus cystéine de
diverses protéines impliquées dans les voies
de signalisation (phosphatases, kinases, fac-
teurs de transcription) en les activant ou en
les inhibant. Ces protéines retournent a leur
état initial par réduction par le glutathion ou
la thiorédoxine, ou sont décomposées.

Ces proléines peuvent étre vues comme
des mini-interrupteurs contrélant un ta-
bleau de commande. Leur activation par
le peroxyde d’hydrogene ou le monoxyde
d’azote est dépendante du statut redox de
la cellule, lui-méme largement déterminé
par la concentration en glutathion [22]. Le
statut redox conditionnerait ainsi, par son
influence sur ces mini-interrupteurs, I'état
physiologique de la cellule. Elle passerait
successivement des états de prolifération,
différentiation et apoptose a I'état de nécro-
se alors que le statut devient plus oxydant.

Anti-oxydants
et expression des genes

L'expression de nombreux geénes est affec-
tée par la consommation d’anti-oxydants.
Par exemple, la supplémentation d'acide li-
poique ou de coenzyme Q10 dans le régime
de rats agés de 15 a 30 mois a modifié le
niveau d’expression de respectivement 181
et 471 des 9 977 genes étudiés [12]. La na-
ture de ces génes traduit un impact de ces
anti-oxydants notamment sur la matrice
extracellulaire, les structures cellulaires et
le turn-over des protéines. Des effets spé-
cifiques a chacun de ces anti-oxydants ont
aussi été observés. Ces effets sont le résultat
d"une modification du métabolisme par les
anti-oxydants sur le long terme.

Il est essentiel pour comprendre les effets
métaboliques des anti-oxydants de connai-
tre leurs cibles primaires d’action. Certaines
voies de signalisation cellulaire que I'on sait
activées par les ROS ont été plus particulie-
rement étudiées. Divers anti-oxydants inhi-
bent I'activation du facteur de transcription
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NFkB [38]. Ce facteur de transcription con-
trole la synthese de cytokines, récepteurs
de cytokines, protéines de stress, molécules
d’adhésion, et de molécules jouant un role
dans la régulation de I'immunité. Il est im-
pliqué dans les réactions inflammatoires
et dans la physiopathologie de plusieurs
maladies, notamment I"athérosclérose. Ces
effets inhibiteurs des anti-oxydants ont été
établis sur des cellules en culture stimulées
par le LPS ou le TNF-«, et confirmés pour
certains d’entre eux 1 oo [39]. Les anti-
oxydants modulent également la voie des
MAP kinases et 'activation du facteur de
transcription AP-1 impliqués dans la pro-
motion de tumeurs et la neurodégénéres-
cence [38, 40]. Des effets opposés (activation
ou inhibition) sur la voie des MAP kinases
ont été observés et seraient dépendants de
la concentration en anti-oxydants [41].

Les mécanismes moléculaires par lesquels
les anti-oxvdants agissent sur les voies
de signalisation sont encore inconnus.
Interagissent-ils directement avec certai-
nes kinases et autres protéines impliquées
dans ces voies ou indirectement en modi-
fiant le statut redox de la cellule ? Certains
anti-oxydants comme les polyphénols in-
duisent I'expression de genes codant pour
des enzymes de détoxification de phase 11
[NAD(P)H quinone réductase, glutathion
transférase] et d’autres protéines/enzymes
impliquées dans la synthese du glutathion
et le controle du stress oxydant, induisant
ainsi une augmentation du caractere réduc-
teur de I'environnement cellulaire [42, 43].
L'expression de ces genes est sous le con-
trole du facteur de transcription Nrf2 qui
se fixe sur I'élément de réponse aux anti-
oxydants (antioxidant responsive element,
ARE) dans leur promoteur. Des études de
résonance paramagnétique électronique
ont montré que ce sont paradoxalement les
propriétés pro-oxydantes des polyphénols
qui induisent "activation de cette voie de
signalisation [44]. L’augmentation du carac-
tere réducteur de I'environnement cellulai-
re entrainerait a son tour une activation ou
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inhibition des autres voies de 5igna|isation
(NFKB, AP-1, etc.) sous le controle des ROS.
Son activation pourrait donc étre détermi-
nante pour expliquer les effets biologiques
des micronutriments anti-oxydants.

Conclusions

Les quelques mécanismes décrits ict met-
tent en lumiere l'importance de "environ-
nement redox dans le controle de la machi-
nerie cellulaire. Divers micronutriments,
et pas seulement des piégeurs radicalaires,
sont susceptibles de moditier ce statut re-
dox et I'état physiologique de la cellule.
Ces effets mettent en jeu l'activation ou
I'inhibition de l'expression de nombreux
genes. Beaucoup de progres ont été réali-
sés au cours de ces dernieres années pour
comprendre les mécanismes a l'origine de
ces régulations. La plupart de ces études
ont cependant ¢été réalisées sur des cellules
isolées. Les études 1ir vivo seront détermi-
nantes pour évaluer I"'impact de ces micro-
nutriments chez 'homme. De nombreux
outils restent cependant a développer pour
visualiser chez 1'homme l'activation ou
I'inhibition des différentes voies métaboli-
ques dépendantes du statut redox. En par-
ticulier, I'identification de marqueurs faci-
lement accessibles reste un enjeu de taille
pour I'exploration clinique [45].

La complexité des mécanismes en jeu laisse
aussi penser que les bénéfices santé atten-
dus de la consommation de ces micronutri-
ments anti-oxydants dépendront de Iétat
de chaque individu, jeune ou vieux, sain ou
malade. Les essais d’intervention d’« anti-
oxydants » sur la population générale n“ont
apporté jusqu’a aujourd’hui que des répon-
ses tres mitigées. L'homéostasie du statut
redox, de par son importance dans le con-
trole du fonctionnement de la cellule, est
sans aucun doute tres finement régulée. Les
micronutriments anti-oxydants pourraient
n‘avoir d'effet visible que chez les person-
nes chez qui les controles homéostatiques
sont perturbés ou dépassés.
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