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INTRODUCTION

Le stress oxydatif est largement accepté comme étant un composant critique de plusieurs — peut-étre de la plupart —
des voies pathologiques. 11 est particulierement lié au développement des maladies coronariennes (MC), des accidents
vasculaires cérébraux (AVC), des cancers et ala maladie d’ Alzheimer [1-4]. Le diabéte aussi bien de type 1 que 2, est
caractérisé par une augmentation de I’ activité des radicaux libres et une réduction des défenses antioxydantes [5]. Le
diabéte est associé a une augmentation du risque de MC et d' AV C, ce qui est en partie expliqué par I’ association avec
I"hypertension et les dyslipidémies. Il est possible que I'augmentation de quelques-uns de ces hasards résultent de
I’augmentation du stress oxydatif. La fonction endothéliale est atérée dans le diabéte [6] et les antioxydants sont
connus pour servir de médiateurs dans la fonction endothéliale en favorisant la synthése de NO [7, 8], réduisant la
destruction de NO en réprimant les superoxydes[9, 10] et probablement d’ autres mécanismes.

Le diabéte est auss associé a la cataracte, qui est un processus oxydatif, et au déclin intellectuel auquel le stress
oxydatif peut contribuer par le biais de plusieurs infarctus ou indépendamment. Les liens entre la micro-angiopathie et
le stress oxydatif sont plus compliqués mais le processus de glycation non enzymatique doit certainement y contribuer.
Laglycation par elle-méme est une réaction oxydative, bloquée in vitro par les antioxydants.

Si la théorie reliant le stress oxydatif a la maladie est correcte et s le stress oxydatif est augmenté dans le diabéte,
alors on est en droit de sattendre a une augmentation du risque de cancer chez les patients diabétiques. Jusqu’'a
récemment, étant donné la survie relativement courte des patients diabétiques, les banques de données n' étaient pas
assez larges pour explorer cette question. Cependant, des preuves maintenant disponibles d’un grand nombre d’ articles
indiquent réellement une augmentation de I’'incidence des cancers (revue in [11]). Sur cette base, il y a de bonnes
raisons d explorer les moyens de réduire | e stress oxydatif, en particulier chez les patients diabétiques.
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IDENTIFICATION DU STRESS OXYDATIF

Le stress oxydatif di aux radicaux libres entraine des dégéts tissulaires essentiellement par I’ oxydation des protéines
de I’ ADN ou des lipides. La mesure de leurs produits oxydatifs est difficile et la méthodologie imparfaite, mais ceux-ci
apportent des indicateurs du stress oxydatif, qui peuvent étre, de fagcon mécanistique, reliés aux développements de la
maladie. En fin de compte, le but des interventions pour corriger le stress oxydatif est de réduire le risque ou
I’incidence des maladies coronariennes, des AV C, etc., et méme de lamort.

Oxydation des protéines

La fonction et I'activité des protéines sont profondément affectées par n’importe quelle atération de leur structure
complexe — particulierement I'oxydation. En général, les protéines oxydées sont inactives et sont rendues
particulierement vulnérables a I'action des protéinases. Dans ces conditions d’augmentation du stress oxydatif, les
cellules peuvent étre incapables d'éliminer I'accumulation des protéines oxydées par protéolyse, ce qui conduit aux
dégats protéiques observés dans le diabéte (fig. 1).

FIG. 1. — Marqueurs quantitatifs du stress oxydatif.

Les deux principaux marqueurs biologiques de I’ oxydation des protéines sont la formation de carbonyles protéinés et
de groupes nitrotyrosines. Les carbonyles protéinés sont formés lorsque les especes réactives a |’ oxygene attaquent les
résidus d'acides aminés. Histidine, proline, arginine et lysine sont particulierement prédisposées a cette attaque. La
formation de nitrotyrosines est due au peroxynitrite hautement toxique, produit par la réaction de I’ oxyde nitrique et de
superoxyde. Les carbonyles protéinés et les nitrotyrosines sont tous les deux trés stables et ne sont généralement pas
retrouvés chez les patients, faisant d’ eux des marqueurs biologiques utiles et fiables.

Oxydation del’ADN

Comme les protéines, I’ADN est vulnérable aux dégéts oxydatifs, mais il existe des mécanismes enzymatiques
sophistiqués pour réparer les dégéts sur I’ ADN [12]. Sans de tels mécanismes, |a stabilité génomique serait trés faible.
La plupart des dégéts oxydatifs sur I’ ADN sont ainsi corrigés sans créer de maladie, mais les dégéts sur I' ADN peuvent
étre utilisés comme marqueurs du stress oxydatif. Les dégéts sur I’ ADN peuvent résulter en des cassures de brins, des
enchainements croisés protéinessADN et des modifications de bases. Chacune de ces réactions est potentiellement
mutagéne et peut bloquée la réplication de I’ ADN. Ces facteurs peuvent en partie expliquer |’augmentation du risgue
retrouvée chez les patients diabétiques.

Le marqueur biologique de I’ oxydation de I’ADN le plus largement utilisé est |a détection de bases modifiées. Les
quatre bases d’ ADN peuvent étre endommageées par |’ attaques des radicaux libres mais la plus étudiée est |a 8-hydroxy-
2'-déoxyguanosine (8-OHdG) qui est formée a partir de |’ attague des radicaux hydroxyles sur la déoxyguanosine. Un
large panel de techniques est employé pour détecter et quantifier la 8-OHdG, dont I'HPLC qui est la plus fréquente.
Cependant la plupart des premiers travaux dans ce domaine ont éé remis en question a cause de problémes
expérimentaux et méthodologiques. Un rapport récent sur la comparaison des différentes méthodes pour mesurer la 8-
OHdG a trouvé que parmi les groupes utilisant I'HPLC, les résultats variaient de + 40 % de la valeur correcte [13].
Cependant cette approche reste largement utilisée pour estimer les dégats oxydatifs sur I’ADN in vivo. Les acides
nucléiques oxydés peuvent étre détectés dans I’ADN des cellules sanguines [12] et auss dans les urines. En effet,
I’ excrétion urinaire de 8-OHdG a été rapportée chez des personnes diabétiques [14].

Une autre méthode pour détecter I’ oxydation de I’ ADN est I électrophorése sur gel d’ une cellule unique ou dosage de
la“ cométe”. En utilisant cette méthode, il est possible de quantifier la protection envers un stress oxydatif standard a
partir d'H,O, dans des cellules intactes, comme les lymphocytes, qui peuvent étre prétraités avec des anti-oxydants
possibles ou pris chez des sujets aprés exposition diététique. Donc, bien que cette méthode soit indirecte, elle a quelque
validité écologique et s applique aux cellules vivantes intactes.

Peroxydation lipidique

L’ oxydation des lipoprotéines est probablement I'un des nombreux indices de stress oxydatif, récemment les plus
étudiés. Le colt humain et économique toujours croissant des maladies coronariennes a conduit a des investigations
approfondies sur les facteurs de risque associés. |l est maintenant bien établi que I’ athérosclérose — un composant
majeur de la pathogenése des MC — est due a |’ association d’ une hyperlipidémie et al’ oxydation des lipoprotéines. Les



LDL oxydées ne sont pas reconnues par le LDL récepteur, et sont éliminées par les monocytes et le cholestérol est
finalement déposé dans la paroi artérielle.

Quand les lipides sont attaqués par les espéces réagissant a |I’oxygene, un radical carbone est formé qui, ensuite,
réagit avec un radical peroxyl et génére des peroxydes lipidiques. Ceci conduit a une réaction en chaine et a une
oxydation plus éendue et rapide. Un certain nombre de méthodes est disponible pour la détection et la quantification du
niveau de dégats. Ces approches sont utilistes en méme temps que les techniques de chromatographie (HPLC et
GCMYS) pour séparer les composés a titrer d’intérét prioritaire. Les principaux marqueurs de la peroxydation lipidique
sont les substances réagissant aux malonaldéhyde/acide thiobarbiturique, aux diénes conjugués, aux hydroperoxydes
lipidiques et aux isoprostanes. Alors que ces dosages sont valables pour les travaux in vitro, des problémes peuvent
survenir quand ils sont utilisés pour des analysesin vivo.

INTERVENTIONS
(PHARMACOLOGIQUES ET NUTRITIONNELLES)
POUR REDUIRE LE STRESS OXYDATIF

Ce n’'est pas du ressort des études cliniques d’ explorer I'impact d’ une intervention sur “ des pointsfinals sirs” along
terme mais une confirmation devrait étre recherchée sur des signes d observation. |l y a des preuves que les populations
qui consomment de plus grandes quantités de fruits et de légumes ont moins de MC [15]. Une étude a trouvé moins
d'infarctus du myocarde secondaires chez des patients qui avaient augmenté leur consommation de fruits et 1égumes
[16]. Il existe plusieurs mécanismes pour expliquer cela, mais ces résultats sont compatibles avec les bénéfices d’ une
plus grande consommation d’ antioxydants. Des preuves chez les patients diabétiques manquent. On peut prédire moins
de glycation protéinée chez des personnes qui consomment plus d’antioxydants, mais de telles preuves ne sont pas
disponibles et la protection contre la glycation apportée par les antioxydants alimentaires sera probablement dépassée
par I"hyperglycémie.

Diverses d'approches existent pour étudier I'effet de I'apport de suppléments antioxydants sur les marqueurs des
dégats oxydatifs. La premiére étape doit étre des cultures cellulaires poussées et des études animales. Ceci a été misen
évidence par des travaux récents sur I’ effet de |” apport de suppléments de [3-caroténe chez les fumeurs, ou I’ intervention
diététique avec un antioxydant bien connu a eu de sérieux effets délétéres sur la santé de ceux enrdlés dans I'essal.
Seulement, lorsgque des études animales auront été menées avec un possible effet négatif de(s) composé(s) en question,
des interventions sur I’ homme pourront démarrer.

L’ effet d'une intervention diététique ou d’'un apport de supplément sur les trois indices majeurs du stress oxydatif
(c'est-a-dire les dégats sur I’ ADN, les protéines et les lipides) reste controversé. Alors que certaines études ont montré
un effet protecteur par I'adjonction d’antioxydants (nutritionnels ou pharmacologiques), d autres études ont échoué
dans I’ observation d' une influence significative.

Plusieurs de ces études d'interventions, a ce jour, ont examiné I’ effet d’'un apport supplémentaire en antioxydants
bien connus, vitamines C et E, ou d' autres antioxydants comme les flavonoides. Cependant dans un nombre croissant
d’études, plutdt que de supplémenter avec des formes purifiées d’un composé intéressant, les auteurs augmentent la
consommation de sources diététiques appropriées. Les aliments végétaux apportent de multiples bénéfices mais ils
contiennent plusieurs composés potentiellement protecteurs, ainsi attribuer le bénéfice a des vitamines antioxydantes
conventionnelles est probablement une erreur.



I ntervention pour réduire les dégats oxydatifs sur I'ADN (tableau 1)

Les preuves de I'influence des antioxydants apportés soit par I’ alimentation soit par des suppléments, sur I’ oxydation
de I’'ADN sont contradictoires. Une étude récente de notre groupe a été menée utilisant le “ titrage cométe” pour
prouver la capacité des flavonols dérivés de I alimentation de protéger des lymphocytes de diabétiques contre les dégéts
oxydatifs sur I’ ADN. Nous avons trouvé que de supplémenter un régime pauvre en flavonol avec des oignons et du thé
(sources riches en flavonol) entrainait une diminution des dégats oxydatifs sur I’ADN [17]. Une étude trés similaire,
utilisant également des suppléments en oignons et thé n'a pas retrouvé d' effet oxydatif sur les produits de dégradation
de I’ADN dans les leucocytes [36]. Une étude italienne, qui a utilisé de la purée de tomates comme source alimentaire
de lycopéne et de B-caroténe (et aussi de flavonols), a constaté une augmentation similaire de la résistance des
lymphocytes aux dégéts oxydatifs [18].

TABLEAU |. — CONCENTRATIONS DE PRODUITS PAR DEGATS OXYDATIFS DES BASES D' ADN
(PMOL/MG) DANS LES LEUCOCY TES DE SUJETS APRES UNE PERIODE DE TRAITEMENT ALIMEN-
TAIRE PAUVRE ET RICHE EN FLAVONOL (VALEURS MOYENNES AVEC LES ERREURS
STANDARDS DES 36 SUJETS)

REGIME PAUVRE RICHE
PRODUITS DES DEGATS DESBASES D’ ADN M SEM M SEM
8-hydroxyguanine 31 3,3 35 4
FAPy guanine 416 81 483 38
2-hydroxyadénine 129 17 147 21
8-hydroxyadénine 38 5 45 8
FAPy adénine 95 9 99 11
5-hydroxycytosine 72 7 77 7
5-hydroxyhydantoine 22 2 24 3
5-hydroxyméthylhydantoine 43 5 45 6
5-hydroxyuracile 7 1 9 1
5-hydroxyméthyluracile 12 1 15 2
thymine glycol (cis + trans) 201 18 224 20
Total des produits mesurés des bases d’ ADN 1037 88 1222 123
Aucune différence significative entre les traitements n’ a été observée.

FAPy guanine, 2,6-diamino-4-hydroxy-5-formamidopyrimidine; FAPy adénine, 4,6-diamino-5-
formamidopyrimidine.
Pour le détail des régimes et des procédures, voir [36].

Cependant, dans une étude de 184 adultes non fumeurs, un apport a court terme de suppléments de vitamines C et E
n'a pas eu d'effet significatif sur I’ excrétion urinaire de 8-OHdG [19]. La méme approche a été utilisée pour estimer
I’ apport de suppléments de rutine flavonol [20], et de nouveau aucun changement significatif des taux urinaires de 8-
OHdG n'a été noté.

Il est difficile de déterminer quel effet, S'il y en aun, al’intervention avec des antioxydants sur les dégéts sur I’ ADN.
La nature qualitative du dosage de la cométe et les problémes bien décrits de la mesure du 8-OHdG compliquent la
question. Toutes |es méthodes sont techniquement astreignantes et opérateur- dépendantes.

I ntervention pour réduire les dégats oxydatifs sur les protéines

L’influence d’un certain nombre d’ antioxydants sur les dégéts protéiques a été examinée dans des études d’ apports
de suppléments, principalement sur des modéles de rats et il y a eu quelques essais chez I homme.

De facon intéressante, de supplémenter des volontaires sains pendant 5 semaines avec de la vitamine C n'a aucun
effet. Cependant, aprés 10 et 15 semaines de traitement, les taux de carbonyles ont été significativement abaissés [21].
Ceci suggére que les autres études, qui n'ont pas réuss a trouver une influence de I'apport de suppléments
antioxydants, devraient étre prolongées sur une plus longue durée. L' apport de suppléments de vitamine C prévient
également des dégats oxydatifs sur les protéines induits par lafumée de cigarettes [22]. Des études animales avec du 3-
caroténe [23] et de I’ acide a-lipoique [24] ont aussi démontré qu'’ils empéchaient les dégéats protéiques.



I ntervention pour réduireles dégats oxydatifs sur leslipides

La prise de composés phénoliques a été largement rapportée pour protéger contre le développement de maladies
coronariennes. Le mécanisme d'action des composés phénoliques est en cours d étude. Cependant, de nombreuses
preuves existent montrant que les composés phénoliques peuvent prévenir I'oxydation des LDL. Généralement
I’oxydation des LDL est mesurée avec une chromatographie gazeuse (CG) statique d'espace de téte de | hexanal
produit [25] ou par des changements de I’ absorbance de diénes conjugués [26], formés par |’ oxydation, catalysée par le
cuivre, desLDL humains.

Peu d' études ont rapporté I effet de la consommation de vin rouge sur I’ oxydation des LDL in vivo. Celles qui ont
€té publiées ont présenté des résultats contradictoires. Une des études originales dans ce domaine comparait I’ effet de la
consommation de vin rouge ou de vin blanc sur la susceptibilité des LDL a I’ oxydation [27]. La consommation de
400 ml par jour de vin rouge pendant 2 semaines réduisait la capacité des LDL a subir la peroxydation lipidique induite
par le cuivre. 1l y avait une diminution de 72 % du contenu en peroxydes lipidiques et une diminution de 54 % dans la
formation des diénes conjugués. La consommation de vin blanc entrainait une augmentation de la propension des LDL
a subir une oxydation. Aprées deux semaines de consommation de vin rouge, la concentration des phénols totaux dans
les LDL augmentait de 4 fois. Aucun changement n’était noté dans les taux plasmatiques des vitamines antioxydantes E
et C. Les effets protecteurs de la consommation de vin rouge ont été attribués au contenu en composés polyphénoliques,
qui sont en concentration considérablement plus basse dans le vin blanc. L’ effet pro-oxydant du vin blanc est peut-étre
le résultat de I’ association du contenu en alcool du vin et |’ absence de polyphénols protecteurs.

L’ effet de I'alcool a été éliminé dans un travail ultérieur qui a réduit le contenu en alcool des vins rouge et blanc a
3,5 % [28]. Les sujets ont suivi un régime pauvre en flavonol pour éviter une interférence avec des phénols issus de
I’alimentation. Les sujets ont bu 550 ml de vin blanc pendant deux semaines avant I’ étude, ce qui a servi de période de
“ wash-out ”. Puis, ils ont consommé soit du vin rouge soit du vin blanc pendant quatre autres semaines. L’ oxydation
des LDL a été déterminée par la formation de dienes conjugués. Aucun effet sur I’ oxydabilité des LDL n'a été observé
apres la consommation de I'un ou I'autre vin. 1l a été supposé que le retrait de I'alcool a pu entraver |’ absorption des
composeés phénoliques.

Une étude récente a été réalisée pour examiner les résultats contradictoires issus des groupes sus-cités [29]. Les
sujets consommaient soit du vin rouge, soit une gélule de poudre de polyphénols de vin rouge, ou le méme extrait
dissous dans du vin blanc ou une autre boisson alcoolisée pendant deux semaines. Au terme de cette période, les taux
de polyphénols plasmatiques ont augmenté de 38 % pour le vin rouge, et de 27 et 28 % pour le vin blanc contenant
I’extrait et I'extrait respectivement. Le temps de retard pour I’ oxydation des LDL induite par le cuivre a augmenté de
17,8 mn apres le vin rouge, 14,2 mn aprés la gélule et 11,7 mn aprés le vin blanc et I extrait. Les résultats de ce groupe
confirment les effets protecteurs du vin rouge observés par le groupe israglien [27].

Nigdikar et al. [29] proposaient que le manque de protection observé dans I’ étude néerlandaise [28] soit di a des
différences techniques dans I’ analyse de I’ oxydation des LDL. Aprés le recueil du plasmaou desLDL, de’EDTA peut
étre gjouté pour prévenir I’ oxydation en enlevant le cuivre ou le fer. L'EDTA est enlevé avant I'analyse des LDL par
dialyse ou sur une colonne d'absorption. Le groupe néerlandais a cependant rajouté un exces de cuivre pour maltriser
I'effet de I'EDTA. Cette action a peut-&tre permis a I'EDTA présent d’inhiber I'oxydation des LDL induite par le
cuivre.

De tres nombreuses recherches ont aussi été réalisées sur le réle du thé dans la prévention des dégéts oxydatifs sur les
lipides. Cependant, de nouveau, des preuves contradictoires ont été rapportées. Alors que Serafini et al. [37] ont trouvé
gu'alafoislethé noir et le thé vert éaient capables d'inhiber I’ oxydation des LDL, McAnlis et al. [30] et Van Het Hof
et al. ont échoué atrouver un effet significatif.

Bien que des travaux complémentaires soient nécessaires, il semble qu'une intervention diététique avec des
phénoliques, du lycopéene alimentaire [31] et de |’ a-tocophérol [32] protége réellement les lipides de dégats oxydatifs.



I ntervention pour réduireles cataractes

Des preuves épidémiologiques existent qui relient cataracte et dégénérescence maculaire lors d’' une exposition a un
régime pauvre en antioxydants. Spécifiquement, la vitamine C (qui se concentre dans les cristallins) semble avoir une
action protectrice (ex Nhanes et al., [41]). Un certain nombre d’ antioxydants ont été explorés expérimentalement, bien
gu'a ce jour, il Ny at pas de larges études controlées randomisées sur les antioxydants dans les maladies
ophtalmologiques humaines [33]. Cependant, de la mélatonine, injectée en intra-péritonéal chez des rats, a réduit les
marqueurs ventriculaires de I’ oxydation aprés une exposition aux ultraviolets B [34]. De méme, Orhan et a. [38] ont
examiné plusieurs composés naturels et synthétiques sur des cataractes induites par du sélénite chez le rat, et ont montré
que du dicloferae (60 %), de la vitamine C (58 %) et de la quercétine (40 %) sont protecteurs et sont associés a des
changements dans les marqueurs enzymatiques dans les cristallins. De fagon intéressante, Brown et a. [39] et Lyle et al.
[40] ont trouvé un taux faible d’exéréses de cataracte chez des sujets a forte consommation de caroténoides, Iutéine et
zéaxanthine (mis en évidence lors d’ un simple questionnaire de fréguence alimentaire).

CONCLUSIONS

Plusieurs réactions vitales dépendent de I'équilibre entre I’activité des radicaux libres (ex: dans le systeme
immunitaire) et la protection tissulaire antioxydante. |l serait étrange si, au cours de I’ évolution, nous soyons devenus
dépendants d’'une trés forte consommation d antioxydants alimentaires, étant donné I'importance d'une activité
équilibrée des radicaux libres et d'une régulation de cet équilibre. La régulation des systémes antioxydants endogénes
doit étre probablement plus cruciale pour la santé en général mais les antioxydants exogénes agissent nettement sur
certains processus pathol ogiques.

Pris dans sa globalité, il y a maintenant suffisamment de preuves pour conclure que des interventions pour corriger le
stress oxydatif ont des effets biologiques. Les preuves interventionnelles sont extrémement limitées et des difficultés
méthodologiques existent clairement. Les essais sont sujets a une variance considérable qui réduit la puissance des
études.

Les effets des suppléments antioxydants sur des processus pathologiques sont vraiment relativement minimes bien
gue toute une vie d’exposition pourrait avoir un bénéfice cumulatif. Des conséquences dangereuses n’'ont pas été
retrouvées. Il est utile de rechercher des effets sur la santé a plus long terme. Enlever ou éviter des sources gjoutées de
radicaux libres (ex : fumer, ou mauvais contréle du diabéte) auront probablement plus de chances de réussir que des
tentatives pour corriger le stress oxydatif. Les essais contrélés randomisés en cours devraient apporter quelques
réponses.
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