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protéine C réactive
peroxyl radical scavenging capacity lakma
radicaux libres
reactive oxygen and nitrogpecies
radicaux peroxydes
ragetoxygen species
adical thiyl
sélénium
psuoxyde dismutase
totalti@xidant capacity
dbantioxidant status
thiobarbituric reactive sulsta
trolox equivalent antioxidaatpacity
Tumor NecwoBactor alfa
total radical antidant potential
ou Total peybsadical trapping antioxidant capacity of plasma
consommation maximale d’'oxygene
zinc
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Le stress oxydant est défini comme un déséquikhtes les processus biochimiques de
production des radicaux libres (RL) d'une part etxc des défenses antioxydantes
d’autre part (Sayre et al. 2008, Bloomer et aD&Browne et al. 2008, Powers et al.
2010). L’équilibre ou homéostasie redox est alaaysbé et les cellules deviennent
vulnérables aux attaques radicalaires, avec paultads des dommages oxydatifs aux
composantes cellulaires (Mac Laren 2007). L’'augaté@nt de I'utilisation de I'oxygene
qui se produit pendant I'exercice, est associéaea accentuation de la production de
RL (Lenn et al. 2002), dont la présence répétéfaibles concentrations pourrait jouer
un réle de messager appelé signal redox, quiibomlti la signalisation moléculaire et
serait capable de réguler I'expression génétiqaazgmes antioxydants comme les
superoxydes dismutases (SOD), dans le sens d'uileune résistance a I'oxydation
(Cuevas et al. 2005, Mahoney et al. 2005, Gomezetalet al. 2006). Cependant, dans
certaines conditions, les RL produits pendant dfjoourraient dépasser la capacité
antioxydante de I'organisme (Cuevas et al. 2006,dtial. 2005, Knez et al. 2007), et
contribuer a la fatigue musculaire, a I'inflammati@insi qu’aux dommages tissulaires
provoqués par I'oxydation des macromolécules (Aromgt et al. 1983, Toft et al. 2000,
Finkel 2001, Liu et al. 2005, Ferreira et al. 200&}e stress oxydant, induit par des
charges élevées d’entrainement, pourrait occasionses états d'épuisement
susceptibles de compromettre la santé des indivigasticulierement lorsque les
apports nutritionnels en antioxydants sont inappésp(Evelo et al. 1992, Palazzetti et
al. 2003, De Moffarts et al. 2007, Radak Z et 80&a, Kirschvink et al. 2008). Pour
prévenir ce type de situations chez les sportifsetherche sur la supplémentation en
antioxydants liée a I'exercice a principalemend@étdes vitamines A, C et E (Clarkson
et al. 2000, Mastaloudis et al. 2004a, Palazzedi.€2003, Teixeira et al. 2009 a et b).

Toutefois les résultats sont contradictoires eperenettent pas de conclusions (Ihara et
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al. 2001, Zhang et al. 2001, Nieman et al. 2002 Avialty et al. 2005b, Williams et al.
2006, Keong et al. 2006, Kirschvink et al 2008, letva et al. 2008, Fisher-Wellman et
al. 2009).

L'utilisation de combinaisons d’antioxydants semibus prometteuse que leur
utilisation isolée, mais les données font toujdiaisiet de débats (Bloomer et al. 20064,
Teixeira et al. 2009b). Les recherches se sonteégait portées sur les acides gras
polyinsaturés a longue chaine n-3 (AGPI-LC n-3)ntdes bénéfices sur la santé
humaine sont importants (Schmidt et al. 2005, Ratiit2009), et qui consommés en
doses suffisamment élevées pourraient diminuerddyztion de RL (Mori et al. 2004b,
Bloomer et al. 2009, Rohrbach 2009). Toutefois,réssultats des études sont la aussi
contradictoires (Oostenbrug et al. 1997, Venkatraetaal. 1998, Yaqgoob et al. 2000,
Thorlaksdottir et al. 2006, Poprzecki et al. 200Peu d’études chez I'homme ont
déterminé l'effet d’'une telle supplémentation sargdroduction de RL induite par
I'exercice, et ont obtenu des résultats mixtespanie dus a des différences entre les
protocoles utilisés (Oostenbrug et al. 1997, Lehmale2002, Poprzecki et al. 2009,
Bloomer et al 2009, McAnulty et al. 2010). Par aills, I'effet athérogene de la
consommation élevée en acides gras polyinsatul@sgae chaine n-6 (AGPI-LC n-6)
des pays développés et son éventuelle accentuadiota formation réguliere de RL
chez les sportifs, pourrait étre contrecarré pas geppléments en AGPI-LC n-3
(Simopoulos 2002), qui de surcroit sont capablestdaire les triglycérides (TG) et les
acides gras libres (AGL) au repos (Singer et @01 Harris et al. 1993, Dagnelie et al.
1994, Huffman et al. 2004).

A notre connaissance, peu d’'études se sont ingassaix effets des AGPI-LC n-3 pris
seuls ou en combinaison avec des suppléments wiiéiots multivitaminés, sur les

lipides et la production radicalaire d’'individusteinés, au repos et aprés des exercices
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mixtes (aérobie et anaérobie lactique), comme d¢&eshs du judo. En effet aprés une
période de combats de 5 minutes des judokas osemie un stress oxydant élevé
(Finaud et al. 2006a), I'entrainement de ces athléa induit une sollicitation
énergétique importante de type mixte, comme le démot les travaux de Sikorsky et
al. 1984 et 1987, Majean et al. 1986ab, Thomad. t990 et Degoutte et al. 2003.
L’étude sur cette population de l'effet d’'un suppént nutritionnel sur le stress
oxydant, pourrait se révéler particulierement utile

En étudiant I'évolution de marqueurs oxydants, auyiilants et lipidiques de judokas
avant et apres un entrainement intensif de judas $effet de 6 semaines d’'un placebo
ou d’'un supplément en AGPI-LC n-3 (600 mg d’EPAdet400 mg de DHA par jour)
seul ou en association avec un antioxydant vitagnmi(30 mg de vitamine E, 60 mg de
vitamine C and 6 mg d@ caroténe), nous souhaitons contribuer a une rugslle
compréhension de I'effet de ces suppléments sumpopelation sportive habituée aux
efforts mixtes.

Nous émettons I'hypothese que les AGPI-LC n-3 geigls ou en combinaison avec les
suppléments en antioxydants sont susceptibles t@erles paramétres oxydants et
antioxydants au repos, mais gu’ils ne produisertuaueffet sur ces indicateurs a
I'effort, compte tenu de la spécificité de l'act&ijudo. Le comportement de
I'antioxydant vitaminique pris seul serait identqu

Pour les lipides qui ne sont pas l'objet princighd notre étude, nous émettons
I'hnypothése que les AGPI-LC n-3 sont susceptiblesméliorer ces parameétres au

repos, mais que ces suppléments n’influencentquascbmportement a I'effort.
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Chapitre . Le stress oxydant et ses indicateurs

I. Présentation des notions d’espéces réactives aantes et de radicaux libres:

Un radical libre (RL) est une entité chimique (aggmmolécule, fragment de molécule)
capable d’exister sous forme indépendante, contenamoins un électron libre sur sa
couche externe (ou contenant deux électrons de repmelans une case quantique), ce
qui augmente considérablement sa réactivité pagsséé de se combiner avec un autre
électron pour atteindre la stabilité selon un pimé@oe d’oxydation (Finaud et al.
2006b, Mac Laren 2007). Sa durée de vie est tragecgquelques millisecondes voir
guelque nanosecondes) et il est symbolisé par umi @oi indique ou I'électron libre se
situe (Exemple :OH) (Mac Laren 2007, Sayre et al. 2008, Goto e2@038).

Les radicaux libres peuvent étres formés par pmsédes :

1. Addition d’un électron libre & un non radical (NRe-+R")

2. Perte d’'un électron par un non radical (NR—-R’)

3. Scission homolytique d’une liaison covalente (A=B +B’)

La réactivité des RL dépendra des éléments en rmrésesi un radical rencontre un
autre radical, le produit sera un non radical+@®& —AB). Si un radical rencontre un
non radical, un nouveau radical sera formé+@—A+B’) et donnera I'origine a une
chaine qui continuera jusqu'a ce que le radicakcoatre un autre radical ou un
antioxydant (Wolinsky 1998, Clarkson et al. 200(halad et al. 2006b, Mac Laren
2007).

Les espéces oxygénées actives (EOA ou ROS Re&xtiwgen Species) également
désignées dans la littérature de dérivés réaaitfodygene ou d’espéces réactives de
I'oxygeéne peuvent étre définies comme des moléauiesontiennent de I'oxygene et
sont plus réactives que I'oxygene présent dans Las EOA incluent les RL et des

composes réactifs oxydants non radicalaires (dang@ns libres dans leur couche
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externe) comme le peroxyde d’hydrogenedh), I'acide hypochloreux (HOCI), le
singulet d’'oxygene, et I'ozone §D Plus récemment les especes azotées actives (EAA
ou RNS Reactive Nitrogen Species) ont été définaesme un sous groupe d’oxydants
dérivés de I'oxyde nitrigue ou monoxyde d’azote JNOeci a poussé certains auteurs a
parler de RONS (Reactive Oxygen and Nitrogen Speie lieu de ROS pour désigner

I'ensemble des especes réactives oxydantes radiésatal non radicalaires (Mac Laren

2007), que nous désignons par I'abréviation ERQ (Mableau 1). Les principales
especes réactives oxydantes sont dérivées de Boeyet de I'azote, et peuvent étre
produites par le métabolisme cellulaire normal tmrhme pathologique ou par
exposition environnementale (ex : tabagisme, ozaliragntation, température
corporelle...) (Altan et al. 2003, Vergani et al. 20Mac Laren 2007, Kirschvink et al.

2008, Bloomer et al. 2008).

Tableau 1 Principales espéces réactives oxydant&(O) organiques

ERO Abréviation Lewis adapté
Espéces oxygéneées actives A EO

Radical (ion, anion) superoxyde 20 100}
Radical hydroperoxyle HO,» Hed QeeO | o
Peroxyde d’hydrogéne 2OH Hed QeeQ | eeH
Radical hydroxyle *OH P OeeH
Singulet oxygéne 0, } QeO |
Ozone Q |O=0+++0}
Espéces azotées actives EAA

Oxyde Nitrique ou monoxyde d’Azote *NO o *NeeO | o
Dioxyde d’azote ‘NG, | *NeeQ | O |
Peroxynitrite ONOO o) OeeNe| O} »sO |
Espéces soufrées actives ESA

Radical thiyl RSe Re{S

[I. Définition du stress oxydant:
Le stress oxydant est défini comme un déséquikbtee les processus biochimiques de
production des ERO et ceux qui sont responsabletewte contrdle et élimination

(Sayre et al. 2008, Bloomer et al. 2008, Brownale2008, Power et al. 2010). Ce
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déséquilibre peut se produire quand le systemeétimse antioxydant est surmené par
'augmentation des oxydants ou lorsque les défemeas affaiblies par une carence
d’apport et/ou de production d’antioxydants (Kirgictk et al. 2008). L'équilibre ou
homéostasie redox est perturbé et les cellulesedregnt vulnérables aux attaques par
les ERO (Mac Laren 2007).

[ll. Implications des oxydations dans le fonctionnenent de I'organisme:

Les ERO dérivés de l'oxygene et de l'azote sontomeas pour leur caractére
ambivalent physiologique et physiopathologique (pascht et al. 2004). Les effets
physiologiques des ERO nécessitent de basses dmataers et contribuent a la
synthése de ’ADN, des hormones stéroides, degsdiiiaires, des eicosanoides, des
acides gras insaturés, aux réactions dépendanties\deamine B12, a la biosynthése
des mitochondries, ... (Davies et al. 1982, Koalragal. 1999). lls sont les médiateurs
de multiples fonctions de signalisation (signaudord et de transcription essentielles
pour le fonctionnement normal et la survie desutedl, ainsi que de la programmation
de leur élimination (Vergani et al. 2004, Valkaaét2007, Kirschvink et al. 2008).

En contrepartie, au travers de réactions en ch#seERO peuvent endommager la
structure des macromolécules (acides nucléiquestéipes, lipides, hydrates de
carbone), générer de nouveaux produits oxydantsopguer de la toxicité cellulaire et
des mutations génétiques (Finkel 2001, Verganil.eRG04, Sayre et al. 2008). Leur
impact dépendra de la fréquence et de la duréaattiegues, ainsi que des défenses
spécifiques présentes dans les tissus attaquésn@kpl1998, Clarkson et al. 2000,
Bloomer et al. 2008). Les biomarqueurs des EROébatimpliqués, par des études
cliniques et épidémiologiques, dans de nombreusaladies comme le diabéte, les
maladies respiratoires, les cancers, I'athéross#grtes maladies neurodégéneratives,

les ischémies reperfusion, l'inflammation, I'artkrirhumatoide, I'endométriose,...
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(Browne et al. 2008, Radak et al. 2008ab, WactaWstmde et al. 2009, Hempel et al.
20009).

IV. Principales ERO de I'organisme et mécanismesedleur production:

La principale source d’ERO est la chaine de trahsfélectron des mitochondries; la
production d’oxydant par les neutrophiles et lexmphages est également une source
importante qui dépend de l'activité enzymatique ldeNADPH-oxydase pendant
I'emballement oxydatif « respiratory burst » defiutes inflammatoires (Lamprecht et
al 2004, Wang et al. 2009). D’autres sources dépariienzymes comme les xanthines
oxydases, les oxydases membranaires, les synthétdsel’'oxyde nitrique, qui
produisent physiologiquement des oxydants (Lampreichl 2004, Bloomer et al. 2004,
Radak et al. 2008ab). La présence de pro-oxydanistmansformer les oxydants en des
formes plus réactives, comme par exemple, le férfaporise la transformation du
peroxyde d’hydrogéne @@,) en radical hydroxyle (HOe) (Kirschvink et al.@g).

Dans les mitochondries qui produisent en particuless radicaux superoxydes ¢*Pet
des HO,, la présence simultanée d’AGPI, de protéines, ytjére, d’électrons, et de
fer, font des membranes mitochondriales un sitdqodierement sensible aux attaques
radicalaires (Wolinsky 1998, Kehrer 2000). L'oxygéeest I'accepteur final d’électron
en provenance des substrats énergétiques, saioddnetpeut se faire qu’'un électron a
la fois (réduction univalente) et de ce fait il ulbs une production inévitable
d’'intermédiaires trés réactifs. Il est estimé qua 3% de I'oxygéne consommé est
transformé en <@ (Clarkson et al. 2000, Finaud et al. 2006b, Maech&007).

1. Le radical superoxyde (Q")

Il est principalement formé lors de la chaine d@gport des électrons, au niveau des
complexes | et Ill de la membrane interne des rhibadries, sous l'influence du

coenzyme Q10 réduit, de I'enzyme NADH-déshydrogénetsen présence d’oxygene
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(Sayre et al. 2008). Le radical superoxyde estedgaht formé sous linfluence de
métalloenzymes endommagées ou altérées par mutgitdtique, et peut étre produit
par des NADPH oxydases au niveau des membranesceledes du systeme
immunitaire ou il contribue a l'action bactéricidees enzymes xanthine oxydases
rencontrées dans le cytosol de pratiquement taussieus sont capables de produire des
radicaux superoxydes a partir de la base puriqoiatide hypoxanthine et d’oxygéne,
et pourraient avoir des implications particulieramen cas dischémie-reperfusion
(Aguilaniu et al. 1998, Lamprecht et al. 2004). reactivité du radical superoxyde est
limitée et son action sera plus le résultat deslyite beaucoup plus agressifs qui en
sont dérivés, en particulier le radical hydroxyl@K). Fruit d’études majoritairement in
vitro, avec toutes les incertitudes qu’elles petnamporter quant a leur transposition
in vivo, il y a encore un manque de connaissaneag géterminer les mécanismes de
production des ERO dans les mitochondries et laportance relative (Clarkson et al.
2000, Finaud et al. 2006b, Sayre et al. 2008, @btd. 2008). Dans le cadre de I'effort
musculaire, la formation de radical superoxyde p@uovenir de 3 sources
(mitochondriale, NADPH oxydase et xanthine oxydasent il est difficile de
déterminer la prévalengklellsten et al. 2007).

2. Le peroxyde d’hydrogéne (HO,)

Au niveau de la mitochondrie, sous l'action caiglye de la superoxyde dismutase
(SOD), le radical superoxyde (2Q est réduit en peroxyde d’hydrogene. k@4 bien
gue n'étant pas un radical libre joue un réle intgatr dans le stress oxydant. Il est non
ionisé et de faible charge ce qui facilite sa diibm au travers des membranes
mitochondriales et cellulaires, ceci en fait unteac important de diffusion du radical
hydroxyle (¢OH), dont il est précurseur par réactite Fenton/Haber-Weiss (Clarkson

et al. 2000, van Helden et al. 2009). Son rolelifatgur en fait un des agents les plus
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actifs des dommages causés par oxydation aux mal#ontes (Niess et al. 1996,
Spiteller et al. 2006, Duarte et al. 2007, Hempelle2009, van Helden et al. 2009). I
est également transformé en ERO (HOCI, *OH) pa tayéloperoxydases
leucocytaires lors de la réaction inflammatoire geut accroitre son effet toxique
(Finaud et al. 2006b, de Souza et al. 2006). Dtneacété, I'HO, peut participer au
systeme antioxydant en étant transformé par deiesven HO et Q par la catalase ou
en HO par la glutathion peroxydase (Biesalski et aD1)Det a faible concentration il
active la signalisation et pourrait étre impliquéang des réponses physiologiques
comme le cycle de Krebs, la croissance, la démalaoin membranaire, la régulation du
calcium (Sayre et al. 2008).

3. Le radical Hydroxyle (*OH)

Le radical hydroxyle est extrémement puissant &giténdifféremment avec toutes les
macromolécules, auxquelles il a un acces facilaé IfH,O, (Duarte et al. 2007,
Hempel et al. 2009, van Helden et al. 2009). Il mstduit a partir du kD, ou de
'oxyde nitrique, la réaction de Fenton/Haber-Weets les myéloperoxydases des
cellules du systeme immunitaire en sont les soupcegipales. Le radical hydroxyle
est un des oxydants les plus réactifs du systemiedijue, toutefois, sa courte 2 vie
d’approximativement I®secondes en réduit considérablement la potent{@igrkson

et al. 2000, Finaud et al. 2006b, Vasconcelos.2()7, Sayre et al. 2008, Goto et al.
2008).1l est généralement présenté que le peroxyde dimgre serait transformé en
radical hydroxyle par une succession de réactionsh@ine initi€e par la réaction de
Fenton (F& + H,0, — F€" + OH + +OH), suivie de la réaction de Haber-Weiss en
deux étapes (}D, + *OH — H,O+ «O, + H+ et HO, + O, — O, + OH + «OH).

La continuité des réactions se ferait grace a dgmération du fer ferreux par divers

composés (F& + «O,--> Fé" + O, ou FE" + «OH + H+--> Fé* + H,0 ou Fe¥* +
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ascorbate --> P& ou Fé" + H,O, — F&" + «OOH + H), toutefois le mécanisme
exact de ces réactions, est encore discuté (K2nog)).

4. Le Monoxyde d’azote ou oxyde nitriquesNO ou NO)

La grande production et distribution de I'oxyderigiie, combinées a sa facile réaction
avec les ERO, lui assurent un role central damédalation du stress oxydant (Alvarez
et al. 2003, Hellsten et al. 2007, Sayre et al.820@e NO libéré des cellules
endothéliales réagit treés rapidement avec I'oxygpeoer former du dioxyde d’azote
(*"NO) qui peut a son tour réagir avec de I'oxyde niteigpour former du trioxyde
d'azote (NOs). Sa rapide réaction avec le radical superoxy@®)(sproduit le trés
réactif peroxynitrite (ONOQ qui est capable d'oxyder les macromolécules
particulierement lors d’états pathologiques (Tehial. 2001, Marnett et al. 2003,
Lamprecht et al. 2004, Goto et al. 2008). Les mamés des cellules endothéliales sont
déformées par I'accélération de la circulation sémg ce qui stimule la synthése et la
libération endothéliale de NO, dont des niveauxgadés sont nécessaires pour la
vasodilatation, soulignant son r6le dans la régiatde la tension artérielle
(“endothelium-relaxing factor”) lié a sa capacité@ déguler le systeme nerveux
sympathique (Tozzi-Ciancarelli et al. 2002, Lyn rie&t 2006). Il pourrait étre
antioxydant en contribuant a I'interruption de k@ine autocatalytiqgue de peroxydation
lipidique, et en régulant la production de genestrifouant a la protection antioxydante
de l'organisme (Rubbo et al. 1994, Kim et al. 199bils et al. 2006). La concentration
du NO est sujette a de nombreuses influences (EHQ, oxydé, Glutathion,
Superoxyde dismutase, AGPI n-3) qui peuvent augenent diminuer sa production et
influencer son réle sur I'agrégation plaquettaleetension artérielle, I'inflammation,
'oxydation, la reperfusion des organes, [lathél@asse et les maladies

dégénératives (Kielar et al. 2000, Tozzi-Ciancastllal. 2002, Mori et al. 2004, Lyn-
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Patrick 2006, Poprzecki et al. 2009). Les ERO egigsant avec le NO diminuent sa
concentration, I'entrainement pourrait réduire efé¢t, avec des répercussions positives
sur la circulation et la santé (Green et al. 2004).

5. Autres ERO

Le singulet oxygéne est une molécule d’oxygenetéaqgiar I'ajout d’'un électron sous
l'effet de la lumiere, l'ozone est formé par réanti photochimique entre un
hydrocarbone et le NO, ils ont été démontrés cagalle causer des dommages
oxydatifs (Goto et al. 2008).

V. Oxydation des macromolécules:

L’'impact des ERO pourrait étre plus limité que préleur demi-vie trés courte limitant
leur intervention in situ (oxyde nitrique quelquesdlisecondes, I'anion superoxyde et
le singulet d’oxygéne quelques microsecondes, eraldical hydroxyle quelques
nanosecondes). D’autres oxydants devraient étre pésformants, comme les sous
produits de I'oxydation des macromolécules et lmygle d’hydrogéne dont la demi-
vie est de plusieurs secondes a quelques minutsr€éK 2000, Goto et al. 2008). Le
stress oxydant peut étre évalué par mesure des gR@esure des indicateurs de leurs
effets’dommages sur les macromolécules ou par mesg antioxydants (Clarkson et
al. 2000, De Moffarts et al. 2007).

1. La peroxydation lipidique

L’oxydation des lipides ou peroxydation lipidiqueprrespond a la détérioration
oxydative de doubles liaisons d’acides gras ingatyAGl), qu'ils soient libres ou
estérifiés dans des esters de glycérol (tissu ar)pele phospholipides (membranes),
ou de cholestérol (Wolinsky 1998, Velasco et aQ40

Les AGPI des membranes sont particulierement vabiés du fait de leurs multiples

doubles liaisons (Spiteller 2006). ieuvent étre peroxydés de forme enzymatique ou
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non enzymatique (autoxydation par RL ou métaux lbiva, photo-oxydation par
singulet d’'oxygene), et générer dpeoduits primaires de la peroxydation lipidique sou
la forme de dienes conjugués (DC) et d’hydroperegyipidiques (R-OOH ou LOOH).
Par clivage, ils pourront étre convertis en praligecondaires de la peroxydation
lipidique comme des aldéhydes, des hydrocarburkgiles (Velasco et al. 2004). I
existe une trés grande variété de produits et pmduits de la peroxydation lipidique,
souvent utilisés comme des biomarqueurs, et denbles et les interactions seront tant
physiologiques que pathologiques (Sjodin et al.01%rter et al. 1995, Clarkson et al.
2000, Spiteller 2006, Finaud et al. 2006b).

1.1. Produits primaires de la peroxydation lipidiqLe

1.1.1. Peroxydation par auto-oxydation (réaction asc un radical libre)

L'interaction entre les ERO et les lipides se fait un mécanisme de réaction en chaine
et implique 3 étapes : initiation, propagationegtrtinaison.

1.1.1.1. Initiation

L’initiation de la peroxydation correspond a l'aftee par un RL d’'un des groupes
méthylene (- Cht) de I'acide gras adjacent a une double liaisoinaffaiblit la force de
lisison C-H des atomes de ce groupe et rend l'etitna d’hydrogéne plus facile. Le
radical d’acide gras (L¢) ainsi formé, s'il provied'un AG composé de minimum 2
doubles liaisons, tendra a se stabiliser par umanégement moléculaire pour former un
diéne ou un polyene conjugué. Le radical hydroXy@H) est le RL le plus efficace
pour ce genre d’attaque, alors que le radical sxyde (Q ) n’est pas suffisamment
réactif. La durée de la phase d'initiation seral@rgée par la présence accrue

d’antioxydants (Clarkson et al. 2000).
Formule 1

R-CH-CH=CH-R+ *OH — R-*CH-CH=CH-R + HO
(acide gras insaturé + radical hydroxyediéne conjugué + eau)
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Le diene conjugué (DC) formé pourra se combineideapent avec de I'oxygéne pour

former un radical peroxyle d’AG (LOOe) (Spitellera. 2006).
Formule 2
R-CH-CH=CH-R + @ —» R-CHOQes-CH=CH-R
(Diéne conjugué- radical peroxyle— propagation)

1.1.1.2. Propagation

Pendant la propagation de la peroxydation lipididaeLOOe formé extrait un atome
d’hydrogéne d'un autre acide gras pour former udrdgeroxyde (LOOH) et un
nouveau radical d’AG (ou DC) qui se retransformera un nouveau LOOe et va

propager la peroxydation, causant une réactiorhaine autocatalytique, spécialement

activée en présence de métaux comme le fer etveecu

FORr’r-n(lZJII—EIfCH:CH-Rl + R-CHOO+-CH=CH-R2> R-*CH-CH=CH-R1 + @+ R-CHOOH-
CH=CH-R2— R- CHOQes-CH=CH-R1 +R-CHOOH-CH=CH-R2
(Acide gras 1 + peroxyle d’AG2> diéne conjugué 1 + oxygene + hydroperoxyde2
—peroxyle d’AG 1 + hydroperoxyde?2)

Une fois que la propagation est lancée par la poesde lipides oxydeés, elle est difficile
a arréter, I'ajout de nouveaux antioxydants, n’egeaucune influence sur la chaine et
les LOOH continuent leur accumulation (Schnitzerake 1995, Karten et al. 1997,
Clarkson et al. 2000). Dans I'environnement bialpgi des LOOe formes, il n’y a pas
toujours des AGPI a proximité pour propager la pgdation. Ills pourront grace a leur
grande réactivité extraire les hydrogenes d’autnetécules comme les sucres et les
protéines (Spiteller et al. 2006).
1.1.1.3. Terminaison
La chaine autocatalytique de peroxydation lipidiggele plus souvent interrompue par

la formation de liaisons entre les peroxyles d’A®Qse) et les dienes conjugués ou des

protéines membranaires pour former des dimeredestdbOOL et LOOP) qui ne
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pourront par propager. Dans cette situation, datién des LOO- avec des antioxydants
pourra de nouveau se révéler efficace (Porter 4985, Spiteller et al. 2006).

1.1.2. Peroxydation par photo-oxydation (réactionec les singulets d’oxygene)

Le singulet d’'oxygeéne est tres électrophiliqueéeictif avec les lipides insaturés, par un
mécanisme différent et beaucoup plus rapide que ces RL. Il interagit avec la
double liaison des AGPI en s’ajoutant sur les caglsale la double liaison et forme des
hydroperoxydes différents de ceux formés par awyahation. (Porter et al. 1995,

Schweitzer et al. 2003, Schmidt 2006).

Formule 4
R-CH,—CH=CH-R +'0, —» R-CH,—CHOOH-CH-R +0,
— R-CH,—CHOOH-CHOOH-R
(AGI + oxygéne singulet hydroperoxyde d’AG )
Par auto-oxydation et photo-oxydation, les AGPhfent des hydroperoxydes ou des
endoperoxydes cycligues. Par exemple, lors de d‘amydation, I'acide gras
arachidonique (ARA), donne par réarrangement defopgroxydes (N-HPETE ou
acide 5-, 8-, 9-, 11-, 12-, 15- hydroperoxyeicaosagnoiques ) ou des endoperoxydes
cycligues qui sont des prostaglandines de type mnw® les F-isoprostanes et les
isofuranesqui possédent des anneaux caractéristiques (Morl.eR2003 et 2004,
Spiteller et al. 2006). Ces composeés sont utilsame des marqueurs biologiques
(biomarqueurs) de la peroxydation lipidique.
1.1.3. Peroxydation enzymatique
Les acides gras polyinsaturés sont libérés despplbbipides des membranes grace a
des phospholipases A et subissent une action enimyraade lipo-oxygénases (LOX)
pour former, en combinaison avec de I'oxygéne, ldgiroperoxydes d’AG (Delarue
2000). Suivant un procédé similaire a la peroxydaafpar radicaux libres, les LOOe

sont générés au sein du complexe enzymatique abrilstransformés en LOOH sans

avoir 'opportunité de provoquer des réactions depydation en chaine (Spiteller et
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al. 2006). Les cytochromes P450 des membranes eétawlum endoplasmique des
cellules induisent également des peroxydationsdes enzymes mono-oxygénases et
cyclo-oxygénase avec formation d’hydroperoxydes d€poxydes. Ainsi, la
peroxydation enzymatique par les cyclo-oxygénases!'atide gras arachidonique
(ARA), donne également des F-isoprostanes et ddar@es(Morrow et al. 1992,
Mori et al. 2003 et 2004).

1.1.4. Biomarqueurs des produits primaires de la pexydation lipidique

Les DC sont les premiers produits de la peroxyddtfdique par auto-oxydation dont
ils sont spécifiques et utilisés comme une mestkeige et reproductible (Clarkson et
al. 2000). lls permettent de calculer trois paraet la lag phase ou phase d’initiation,
qui correspond au temps de résistance des AGPilecbakydation, sous l'inhibition
des antioxydants du milieu; la phase de propagatigmimée par le taux maximal de
production autocatalytique des DC par chaine dpawation; la phase de terminaison
qui correspond a une transition dans la progressemDC qui atteignent la quantité
maximale de leur accumulation (Esterbauer et &118ohn et al. 2005, Finaud et al.
2006¢). La lag phase est un index de la résistand®xydation in vitro, et est
actuellement assumée comme un index fiable dutstattioxydant chez I'humain
(Mohn et al. 2005). Les DC sont mesurés par indadatie la peroxydation lipidique par
un pro-oxydant comme le cuivre et I'utilisation ldechromatographie liquide de haute
performance (HPLC). Cette méthode est plus compdéxequiert de grandes quantités
de préléevements, une alternative moins précises mhis simple, de mesure par
spectrophotométrie existe (Lamprecht et al. 2004).

Les hydroperoxydes et les endoperoxydes accumalédapt la peroxydation lipidique
par auto-oxydation, mais également enzymatique agt ghoto-oxydation, sont des

intermédiaires non radicaux libres des AGPI quvisent de base a la formation des
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produits secondaires de la peroxydation lipididte.présence de métaux bivalents, ils
peuvent également contribuer aux dommages ceklglairovenant de la peroxidation
des lipides par réaction de Fenton (LOOH+'Fe LO.+ OH + F€") avec formation
de radicaux alkoxyles d’AG (LOe) hautement réactifsi attaquent tous les composés a
proximité par abstraction de photons et peuventedéber une réaction en chaine
(Soberman et al. 2003). Le dosage des hydropersexipieliques (LOOH) peut étre
obtenus par spectrophotomérie, par chémolumicescencpar HPLC de forme rapide,
sensible et reproductible (Miyazawa et al. 1994ht8s et al. 1999, Clarkson et al.
2000, Lamprecht et al. 2004, Kadiiska et al. 2@ Souza et al. 2006, De Moffarts et
al. 2007). Les endoperoxydes cycligues sont égailtmesés, les F2-isprostanes ont
gagné en popularité comme un des meilleurs indicaitde la peroxydation lipidique
(Watson et al. 2005b, Bloomer et al. 2008). D’'autigoprostanes et isofuranes ont
également été dosés comme témoins du stress oxjdantine et al. 2004, Sayre et al.
2008). Leur dosage (immunoessais, chromatograpimeuse, spectrophotométrie de
masse) nécessite un équipement spécialisé avecédelats qui varient selon les
méthodes et ne sont le reflet que d’'un dérivé d’A&RJI’'un procédé de formation, ce
qui ne représente pas la peroxydation lipidiguealéot(Schwedhelm et al. 2003,
Lamprecht et al. 2004).

1.2. Produits secondaires de la peroxydation lipidue

La majorité des produits secondaires de la perdigmales lipides est obtenue par
clivages homolytiques successifs des hydroperoxgtsS, provoqués par des métaux
ou de la vitamine C. Pour former des hydrocarb@tetes aldéhydes qui peuvent étre
volatile si leurs chaines sont suffisamment courges clivage homolytique entre les
deux oxygenes du groupe hydroperoxyidlese forme des radicaux alkoxyles et

hydroxyles.
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Formule 5
R-CH=CH-CHOOH-(CH)n-COOH—R-CH=CH-CHOs+-(CH)n-COOH+ *OH
(hydroperoxyde (clivage homolytique} radical alkoxyle + radical hydroxyle)
Ensuite par clivage homolytique sur la liaison dtbone liée au carbone du groupe
hydroperoxyde, il se forme un radical hydrocarbenen radical d’'AG.
Formule 6
R-CH=CH- CH*O-(CH)n-COOH— R-CH=CHs + CH+O-(CH)n-COOH
(radical alkoxyle (clivage homolytique) radical hydrocarbone + radical d’AG)
La partie qui contient I'extrémité méthyle pouriifubser liborement, tandis que la partie
qui contient I'extrémité carboxyle pourra agir commn acide gras non estérifié
(AGNE) ou étre estérifiée (Sayre et al. 2008).
Le radical hydrocabone obtenu captera un atomeddig¢ne a une autre molécule pour
produire un hydrocarbone volatile alcane ou alcénejl se combinera a un radical
hydroxyle pour former un alcool qui par tautoméimadonnera un aldéhyde.
Formule 7
R-CH=CHe + H— R-CH=CH
(radical hydrocarbone—~ molécule volatile)
ou
R-CH=CHe¢ + OHs» R-CH=CHOH (tautomérisation}» R-CH,-CHO
(radical hydrocarbone + radical hydroxyealcool (par tautomerization)» aldéhyde)
Pour un méme hydroperoxyde d’AG, suivant I'enddaitla scission C-C, il se produit
des aldehydes et des hydrocarbones différents,cgotatins servent de marqueurs de la
peroxydation lipidique (Porter et al. 1995, Spéekt al. 2006).
Formule 8
R-CH=CH-CHOOH-(CH2)n-COOH-»R-CH=CH-CHOe*-(CH2)n-COOH
— R-CH=CH-CHO + ¢(CH2)n-COOH
Versus
— R-CH=CHe + CHOe*-(CH2)n-COOH
L’acide linoléique et ’'ARA donnent des pentanes comme bgarbone, des pentanal,
hexanal, heptenal, nonenal, decadienal et d’aupresluits volatiles comme les
hydroxy-nonenal (HNE) entre autres aldéhydes. dadinolénique, 'EPA et le DHA

donnent des éthanes et éthylene comme hydrocarkbdes aldéhydes caractéristiques

(Esterbauer et al. 1991, Spiteller et al. 2001, vwBm® et al. 2008). Les aldéhydes
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produits ont été démontrés capables de réagirrdeeftoxique avec des acides aminés
et ’ADN ou de servir comme molécules de signaiisat{Spiteller et al. 2006, Sayre et
al. 2008). lls sont également susceptibles de sdilamtres changements par auto-
oxydation et par clivage pour former des aldéhydieghaines plus courtes, et d’autres
groupes chimiques comme des époxydes, des alcowlsles cétones, seuls ou en
combinaisons. Parmi toutes ces substances apmaradasieurs intermédiaires réactifs
comme les malondialdéhydes (MDA) dont de multipf@gcurseurs et modes de
formation ont été proposés (Matés et al. 1999, Lrapiy et al. 2004). D’autres groupe
peuvent apparaitre, comme les phosphatidylchotindes dérivés de I'oxyde nitrique
qui réagissent avec les AG pendant I'oxydation eatalytique, et augmentent la
panoplie des radicaux formés par la peroxydatipidijue (Podez et al. 2002, Lima et
al. 2003).

Si les étapes initiales de la peroxydation lipidigont étudiées par I'analyse des dienes
et des hydroperoxydes lipidiques (LOOH) (Bloomeraét 2004), I'évaluation des
produits finaux de la peroxydation lipidigue set fgiar I'analyse des produits
secondaires comme le malondialdéhyde (MDA) quicestmunément mesuré grace a
sa réaction avec I'acide thiobarbiturique (TBA) pproduire des substances réactives a
I'acide thiobarbiturique (TBARS) qui sont égalemaetitisées comme marqueurs de la
peroxydation lipidique (Finaud et al. 2006b, Deepal. 2008, Lamprecht et al. 2009).
Le MDA est considéré comme une mesure plus prél@da peroxydation lipidique que
les TBARS, parce que les TBARS incluent des aldélyylii ne sont pas de provenance
lipidigue. Les MDA ont également des limitationsr cus les produits de la
peroxydation lipidique ne générent pas des MDAeeixeci pourraient étre produits par
différentes réactions (Nielsen et al. 1997, Matésle 1999, Bloomer et al. 2004,

Lamprecht et al. 2004, de Souza et al. 2006, Gebad. 2009). Les MDA peuvent étre
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mesurés dans le sang, les tissus et I'urine s dé@s TBARS ou en combinaison avec
une séparation par chromatographie liquide de haetiermance (HPLC) et détection
par fluorescence plus précise (Benitez et al. 208&precht et al 2004). Méme si le
dosage du MDA par HPLC permet d'éliminer la plugkas interférences, des réactions
intermédiaires peuvent se produire (Gaustha@l. 2007). De plus les résultats sont sujets
a des variations (Bloomer et al. 2008). D’autrehydes comme les HNE (hydroxy-
nonenal) ont également été dosés (Vasconselo 2Q@G).

Les hydrocarbures volatiles formés comme prodwgtsosdaires de la peroxydation
lipidique sont éliminés par la respiration et lelmsage est possible par recueil des gaz
produits pendant I'expiration. Les éthanes proverdes AGPI n-3 et les pentanes
provenant des AGPI n-6 permettent d’évaluer le yj#es oxydés. Les pentanes sont
de dosage précis et reproductible, leur dosagaagstnvasif mais ils sont sujets a des
variations (Wolinsky 1998, Clarkson et al. 2000mipecht et al. 2004).

D’autres indicateurs directs ou indirects de leopgdation lipidique ont été mesurés,
comme la fluidité des membranes érythrocytaires mir@cht et al. 2004),
I'électronégativité des LDL, I'inhibition des HDLus I'oxydation des LDL (Benitez et
al. 2002), les phospholipides oxydés des lipopnete(Tsimikas 2004, Nakamura et al.
2007).

2. L’oxydation du cholestérol

Le cholestérol peut étre oxydé par auto-oxydatiphoto-oxydation, oxydation
enzymatique et former différents types d’oxystér@poxydes, hydroperoxydes). Les
esters d’acides gras insaturés liés au cholestioot I'acide linoléique et I'acide
arachidonique sont les principaux représentantsygre également étre I'objet d'une
peroxydation lipidique. Le cholestérol oxydé estornu comme étant toxique et

contribue pour les dommages cellulaires (Staprara. 2003 et 2005, Spiteller et al.
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2006). Des produits de I'auto-oxydation du choledtént été mesurés pour évaluer le
stress oxydant (van Reyk et al. 2006).

3. L’oxydation des sucres

Les sucres sont attaqués par les ERQO(H*O,’, *OH ou des radicaux peroxyles
d’AG), avec abstraction d’hydrogéne au niveau d'des liaisons CH-OH. Le radical
alkyles («C-OH) ainsi formé se combine immédiatenamec de I'oxygene pour former
un carbonyle (C=0) et expulser un radical hydropgide (*OOH). L'opération se
prolonge jusqu'a former un composé dicarbonylé {Mdral. 2003, Spiteller et al.
2006). Par auto-oxydation (RL), des sucres commglueose forment des composés
dicarbonylés (contenant deux C=0), dont les plusnae sont les glyoxal et les
glycolaldéhydes, qui pourront se lier & des pr@&®ipar réaction de Maillard et altérer
les propriétés chimiques de celles-ci (Wells-Knekd5). Ceci a été démontré chez des
diabétiques et a été corrélé avec la sévérité dmdidie au travers des protéines
glycosylées (Glomb et al. 1995). La glyco-oxydaties sucres et la glycation des
protéines a également été mise en évidence dansagg®meérats de protéines
caractéristiques de certaines maladies neurodégémdy (Sayre et al. 2008).

4. L’oxydation des protéines

A cause de leur abondance dans I'organisme, lééipes sont une cible importante des
ERO. Il a été estimé que les protéines pouvaiaetyguila majorité des ERO générés
(50— 75%). Leur oxydation affecte la fonction dest@ines qui peuvent se fragmenter
ou former des agglomérats les rendant susceptiblks protéolyse, et résulte en la
formation de protéines carbonylées (PC) dont I'andation peut étre dosée comme
témoin de I'oxydation (Clarkson et al. 2000, Bloagretal. 2004, Fisher-Wellman et al.
2009). Suivant leur nature les acides aminés sobides attaques radicalaires

présentant des successions de réactions différenbegefois I'oxydation des acides
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aminés est similaire a celle des sucres et impliguee attaque radicalaire
(LOO+*—LOOH, ou autre) sur un des groupes méthyle lié atame d’azote. Le radical
d’acide aminé obtenu réagira avec I'oxygéne poum& un composé avec expulsion
d’un radical peroxyde d’hydrogene ou d’'un peroxgieydrogéne, le composé obtenu
étant ensuite transformé en un aldéhyde (Uchida @003, Spiteller et al. 2006).

Les dommages oxydatifs des protéines peuvent piodendivers ERO comme le
radical hydroxyle, le peroxynitrite, des radicauaciles aminés, d’AGI ou de sucres.
De plus, tous les acides aminés sont susceptilllegya@ation catalysée par les métaux
(par réactions de Fenton) (Bloomer et al. 2004hsAdes nitrations, glycations et des
modifications des protéines par des HNE et MDA été mises en évidence, et
facilitées par la présence de métaux réduits e, (Marnett et al. 2003, Sayre et al.
2008). L’accumulation de protéines oxydées est aoumesurée par leurs contenus en
carbonyles ou en nitrotyrosines. La déterminaties protéines carbonylées (PC) se fait
par spectrophotométrie (Sayre et al. 2008) et fargénation des nitrotyrosines peut se
faire par HPLC (Lamprecht et al. 2004). Des intenfiées sont possibles et la
détermination dans l'urine est difficile, la détémation par imunoessais serait
prometteuse (Lamprecht et al. 2004, Bloomer €2G08).

5. Oxydation de 'ADN

Tant dans les mitochondries que dans le noyau elades, des dommages oxydatifs
sur les bases de 'ARN, de 'ADN, et sur d’autrésigures génomiques peuvent se
produire par réactions de Fenton, sous l'effetdhldes de la peroxydation lipidique
comme les HNE et les oxo-nonenal (ONE), par desxyaitrites,... (Clarkson et al.
2000, Marnett et al. 2003, Bloomer et al. 2004, Batrick 2006, Sayre et al. 2008).
Ces altérations peuvent conduire a des scissiokBN’et avoir une action mutagéene

(Marnett et al. 2003, Bloomer et al. 2004, Lyn R&t2006, Sayre et al. 2008, Bloomer
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et al. 2008). La peroxydation lipidique est égaleteapable d’affecter la prolifération
des cellules en formant des liaisons intra et mtdéculaires entre les acides aminés
sulfurés des ARN, ADN et des protéines (El-Mesdryale 2009).Les guanines sont
préférentiellement attaquées et le produit de tkgradation peut étre détecté par le
dosage de la 8-hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG) asang et dans 'urine, mesurée
par différentes techniques de HPLC (Niess et @61€larkson et al. 2000, Lamprecht
et al 2004, Finaud et al. 2006). Des 8-hydroxygsar®(80OHG) ont également servi de
marqueur de l'oxydation de I'ARN (Sayre et al 2Q08)ne autre technique
d’électrophorése (comet assay), consiste a mesargainée provoquée par '’ADN
cassé par I'oxydation. L’ADN intact ayant tendarc@résenter une forme sphérique,
alors que I'ADN brisé par I'oxydation présente uoeme étalée en comete dont on
mesure la queue pour évaluer 'ampleur de I'oxyma(iMcKelvey-Martin et al. 1993,
Houtgraaf et al. 2006). L’'activité nucléaire dezygnes OGG1 (oxoguanine DNA
glycosylase) impliqués dans I'élimination des guasioxydées de I'ADN a également
été dosée (Niess et al. 1996, Poulsen et al. &&ak et al. 2003, Radak et al. 2008a).
VI. Les antioxydants:

Les antioxydants sont des agents qui réagissernlerfaant avec les substances
oxydantes pour les inactiver et les éliminer, omiduer leur production. lls sont
fonction des apports alimentaires (vitamines, seliséraux, flavonoides,...) qui
fournissent des antioxydants exogénes et de la uptioth par I'organisme
d’antioxydants endogéne (enzymes, protéines, bile; acide urique,...). La plupart
des antioxydants peuvent étre divisés en 2 groupespphobes ou hydrophiles. Les
hydrophobes constitués par les vitamines A, Efléa®noides, I'ubiquinol (Coenzyme
Q10), la bilirubine, la mélatonine, qui agissensesgiellement sur la protection des

milieux lipidiques. Les hydrophiles comme les gibtans, I'acide urique, la vitamine
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C, les thiols, les protéoglycans, I'acide hyalugua qui protégent contre I'oxydation
des lipides, des protéines, des sucres, et de I'ABNs les milieux liquides comme le
sang, les liquides interstitiels et le cytosol (kall 1991, Wolinsky 1998, Koolman et
al. 1999, Benitez et al. 2002, Vergani et al. 20Bdyre et al. 2008, Kirschvink et al.
2008, Browne et al. 2008).

1. Les Antioxydants endogéenes

1.1. Les antioxydants endogenes enzymatiques

Des enzymes comme les superoxydes dismutases (S&D)atalases (CAT), les
glutathions peroxydases (Gpx), supportés par Oactdes enzymes glutathions
réductases (GR) et glucose-6-phosphate déshydreggnfont partie du systéme de
défense contre les ERO. La SOD décompose 2 motaddesuperoxyde en,Cet
peroxyde d’hydrogéne @,) moins toxiques. Le D, sera a son tour transformé en
0O, et HO par la catalase; ou en®l par la glutathion peroxydase, qui désintoxique le
H.O,, avec l'aide du glutathion réduit (GSH). Le glhianh réduit, sert de substrat a la
Gpx pour former du glutathion oxydé (GSSG) et ugdant désactivé par réduction.
Avec l'aide d’'une glutathion réductase et de NADPHH", le GSH sera régénéré a
partir du GSSG. En plus d’éliminer directement EERO, les enzymes antioxydants
participent a la régulation du stress oxydant (8&yral. 2008). L’activité des enzymes
antioxydants dépend de cofacteurs minéraux, qui leominc (Zn), le cuivre (Cu), le
manganese (Mn), le sélénium (Se) et le fer (Feyoat qualifiés d’antioxydants non
enzymatiques indirects (Koolman et al. 1999, Clanket al. 2000, Wolinsky 1998,
Elosua et al. 2003, Morris et al. 2003, Vergamle004, Lyn Patrick 2006, Finaud et
al. 2006b, Bleys et al. 2006, Kirschvink et al. 208ayre et al. 2008). Bien qu’elle soit

a l'origine de la production de peroxyde d’hydrogéh,O,), la superoxyde dismutase a

un effet antioxydant; en son absence, les singul&tsygénes et les peroxynitrites
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augmentent, pendant que les réducteurs cellul@iresnine C, les GSH et le NADPH)

diminuent (Sayre et al. 2008). Le Cu et le Zn foattie des SOD cytosoliques et le Mn
fait partie des SOD mitochondriales. Il existe ades SOD extracellulaires (Wolinsky
1998, Finaud et al. 2006b, Sayre et al 2008). L& rplasmatique de Cu/Zn est
important pour l'activité de la SOD et la diminutiales cofacteurs enzymatiques
entrainent une baisse de l'activité des SOD (Finewudl. 2006b, De Moffarts et al.

2007). La SOD en plus de la dismutation du supeatexgst également efficace contre
les peroxynitrites et agira plutot a niveau inttdaire (Finaud et al. 2006b).

La glutathion peroxydase (Gpx) est une enzyme xydi@nte du plasma, des fluides

extracellulaires et du cytosol, dépendante du aéféet dont I'action permet d’éliminer
le H,O, produit, de mode a éviter sa participation commeqgxydant. Elle convertit
aussi les hydroperoxydes lipidiques en des alcomtstoxiques et de ce fait participe a
I'interruption de la chaine de peroxydation lipigéy La consommation du sélénium est
souvent insuffisante dans les pays développésuidaduit une diminution de l'activité
des enzymes Se dépendants. L'action des Gpx dépemsdde la disponibilité en GSH,
GR et en NADPH, ce qui démontre bien que le systemi®xydant endogéne agit en
interdépendance (Maddipati 1987, Sies et al. 19@ljnsky 1998, Elosua et al. 2003,
Rush et al. 2003, Mac Laren 2007, Sayre et al. 2008

La catalase (CAT) est une enzyme dépendante dgurentre en compétition avec la
Gpx pour I'hO,, son utilisation devenant importante quand leantjtés d’HO, sont
élevées (Wolinsky 1998, Finaud et al. 2006b, Sayed. 2008).

La SOD, CAT, GR et la Gpx ont été analysées partegghotométrie (Margaritis et al.
2003, Vergani et al. 2004, De Moffarts et al. 20@@ut comme le sélénium, le cuivre,

le zinc par spectrométrie (Margaritis et al. 20D8,Moffarts et al. 2007).
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1.2. Le glutathion réduit (GSH)

Le GSH est formé a base d'un tripeptide (Glu-Cyg-@l acide glutamique-cystéine-
glycocole). Sous l'action de la Gpx il désintoxigless ERO (HO,, peroxynitrites,
peroxydes lipidiques, ...) en formant du GSSG (ghitat oxydé) composé de deux
molécules de GSH (Wolinsky 1998, Koolman et al.9,9®larkson et al. 2000, Hellsten
et al. 2001, Pittaluga et al. 2006, Lyn Patrick @0Douris et al. 2009). Le GSH est un
antioxydant protéique abondant dans l'organismeiloue un important role de
protection des tissus et des protéines transp@sewtsions redox actifs comme
I’'hnémoglobine, la transferrine, la ferritine, I'alimine. Le GSH est capable de régénérer
les vitamines E et C oxydées. Il est détoxifianinareau hépatique et peut se lier aux
métaux toxiques (mercure, arsenic,...) (Meister 1994)insky 1998, Clarkson et al.
2000, Hargreaves et al. 2002b, Lyn Patrick 2006usSsa forme GSH, GSSG et de son
ratio GSH/GSSG, le glutathion est utilisé commequaur du systeme antioxydant et
du stress oxydant, analysé par spectrophotométaks(en et al. 2001, Margaritis et al.
2003, Wilber et al. 2004, Vergani et al. 2004, dhiija et al. 2006, De Moffarts et al.
2007). Pendant l'effort, le foie pourrait fourniesl muscles en GSH (Hellsten et al.
2001, Medved et al. 2004).

1.3. L’acide urigue

L’acide urique comme produit final du métabolismes dourines, augmente dans le
plasma lors d'efforts physiques intenses, ou ldugal exposition a I'hypoxie (altitude,
apnée, ischémie-reperfusion) (Baillie et al. 200¥V)a été proposé comme un des
meilleurs antioxydants du plasma in vivo, ou il pait contribuer a 35-60% de la
capacité antioxydante totale (Warning et al. 20€i8aud et al. 2006b, Johnson et al.
2009). L’acide urique peut étre oxydé en différgmtsduits dont le prédominant est

I'allantoine qui augmente également dans les msismtecas d’effort (Hellsten et al.
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2001), puis est régénéré par la vitamine C (Vasdonset al. 2007). Les xanthines
oxydases formées lors d’épisodes d'ischémie-repinfiu produisent des ERO et
provoquent une transformation des hypoxanthinegsaethine et acide urique (Niess et
al. 1996). Il subsiste certains doutes quant aréebe fonctionnalité antioxydante de
I'acide urique, dont 'augmentation peut aussi &nir des conséquences pro que anti-
oxydantes (Santos et al. 1999, Patterson et aB,2B8utin et al. 2007, Baillie et al.
2007, Gersch et al. 2009, Johnson et al. 2009)cidéa urique est analysé par
spectrophotométrie (De Moffarts et al. 2007). Lésuitats doivent étre traités avec
prudence car ils varient en fonction de la diur@hke|'exercice et de I'entrainement
(cycle des purines) (Finaud et al. 2004).

2. Antioxydants exogenes ou nutritionnels:

2.1. Vitamines

2.1.1. Vitamine E

La vitamine E est un terme générique pour toustdesphérols et les tocotriénols,
desquels existent 8 dérivatifs et dont I'alfa-tdeéml est le plus abondant (Shils et al.
2006). La vitamine E agit directement sur une geandriété d’ERO pour former un
radical peu réactif. Par la suite la vitamine E dég pourra étre reconvertie
principalement par la vitamine C, mais également gdautres composés comme le
GSH, la vitamine A et l'ubiquinol. La vitamine Etdgosoluble et a été démontrée
comme le principal antioxydant dans les membramssagllules, en particulier celles
des mitochondries (Morris et al. 2003, Shils et 2006, Traber et al. 2007). Elle
pourrait augmenter l'activité des SOD et des CATafdyaritis et al. 2003, Lyn Patrick
2006). Les alimentations riches en hydrates deoc&{CHO) et pauvres en graisse,
fréquentes chez les sportifs, ont tendance a &toke$ en vitamine E (Wolinsky 1998).

Pour certains auteurs, méme si le potentiel antiaryyde la vitamine E est démontré in
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vitro, in vivo elle remplirait plutét de nombreu&les physiologiques non antioxydants
de régulation du fonctionnement de la cellule. 8blé concentration ne lui permettrait
pas d'étre un antioxydant prépondérant et sonsatibn a cette fin pourrait
compromettre le fonctionnement cellulaire (Azzakt2007, Atkinson et al. 2008).
2.1.2. Vitamine A

La vitamine A est un nom générique pour les rétiasiet les provitamines A ou les
caroténoides dont plusieurs centaines sont répstf/olinsky 1998). Les rétinoides
(rétinol, rétinal et acide rétinoique) sont présemdns les aliments d’origine animale
(lait, foie, jaune d’'ceuf), alors que les provitaggnA (béta-carotene, lutéines,
lycopénes,...) se rencontrent dans de nombreux fetiitdgumes. Le béta-caroténe est
le principal précurseur de la vitamine A. Les astmaroténoides peuvent étre de
puissants antioxydants, mais ils sont moins comtwebondants (Shils et al. 2006). La
vitamine A est responsable de la neutralisation sdeulet d’oxygéne, d’anion
superoxyde, de peroxynitrites, de radicaux lipiégjet son action se fait dans les
milieux lipidiques. Dans les huiles végétales, immine A ne serait efficace qu’en
présence de vitamine E et il existe une étroitéaboration entre ces deux vitamines
liposolubles. La vitamine A agit sur les ERO emfant un radical de vitamine A qui
pourra agir comme antioxydant en réagissant aveautne radical pour former un non
radical, ou sera régénéré en vitamine A (Wolinsige8, Koolman et al. 1999,
Clarkson et al. 2000, Morris et al. 2003, Shilalet2006, Finaud et al. 2006b, Bleys et
al. 2006, Fisher-Wellman et al. 2009). En excestimine A pourrait agir comme pro
oxydants, et favoriser I'oxydation de I’ADN (Sh#s al. 2006, van Helden et al. 2009).
2.1.3. Vitamine C

La vitamine C ou acide L-ascorbique est hydros@uBlle joue un role de prévention

de l'oxydation dans le plasma et les fluides exlataires, dont elle est considérée
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comme le plus important antioxydant (Koolman etl#199). Son action est directe et
indirecte, elle agit directement sur les ERO (sopgiles, hydroxyle, singulet oxygene,
radicaux lipidiques) et indirectement par son actie régénération de la vitamine E et
du GSH. L'organisation spatiale de la vitamine € permet de se lier a la phase
aqueuse de la vitamine E oxydée dans la membrdhdame, et de rapidement lui
céder son électron. Aprés avoir cédé son électaonitamine C forme un radical tres
peu réactif, qui sera ensuite reconverti en vitarhpar une enzyme réductase, qui
utilise du GSH (Wolinsky 1998, Clarkson et al. 208bidfar et al. 2003, Morris et al.
2003, Lyn Patrick 2006, Bleys et al. 2006, Mac ba2€07, Duarte et al. 2007, Fisher-
Wellman et al. 2009). La vitamine C est principad@antioxydante, mais en doses
trop élevées et dans le processus de défense inainenielle peut exercer un action
pro-oxydante au travers de son habilité & rédtioe ferrique (F&€") en ion ferreux
(FE") qui est un puissant catalyseur de plusieursticiacedox comme la réaction de
Fenton/Haber-Weiss (Karten et al. 1997, Mac Lar@d/72 Duarte et al. 2007, Sayre et
al 2008). En augmentant la disponibilité du ferdak, la vitamine C pourrait favoriser
les dommages causés a 'ADN (Duarte et al. 2007pagadoxalement stimuler la
réparation de ’ADN oxydé (Duarte et al. 2009).

Les vitamines A, C et E peuvent étre analyséesHRELC (Ashton et al. 1999,
Margaritis et al. 2003, De Moffarts et al. 2007 s@anselos et al. 2007).

3. Autres antioxydants :

Des propriétés antioxydantes ont été attribuéeses atides aminés, comme la
méthionine, la taurine, la glutamine, la N-acetgtéjne (NAC) (Lyn Patrick 2006,
Sayre et al. 2008). lls pourraient étre des préeussdirects ou indirects de la synthése
des GSH dont ils renforcent I'action et seraierngatdes de piéger et de neutraliser les

ERO (Clarkson et al. 2000, Lyn Patrick 2006, Abit#sal. 2008, Sayre et al. 2008,
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Fisher-Wellman et al. 2009). La vitamine B6 ou Bgxine exercerait un role
antioxydant indirect en favorisant la synthése g&téne a partir de la méthionine et
ainsi renforcerait la production de GSH (Lyn P#&tri2006). L’acide alfa-lipoique
participerait a la rénovation des GSH et des vit@®iC, E (Lyn Patrick 2006, Finaud
et al. 2006b). Le coenzyme Q10 ou ubiquinone, m@iurpiéger les radicaux
superoxydes formés lors des phosphorylations okygatdes mitochondries et
régénérer les vitamines C et E oxydées (Mataixl.el@98, Wolinsky 1998, Crane
2001). Des protéines comme la ferritine, I'albumil@bilirubine, la protéine du choc
thermique (heat shock proteins, HSP) pourraient dgectement sur les ERO ou
indirectement par captation de métaux redox agfifisaud et al. 2006b, Duarte et al.
2007, Azzi et al. 2007). L'albumine est riche erstéjne qui contient de nombreux
groupes thiol, ceci lui permettrait d’agir directemd sur les ERO (Lamprecht et al
2004). Le NO traverse facilement les membraneg®tipoprotéines et possede une
grande réactivité avec les ERO. Il est pro-oxydemsqu’il se combine a l'ion
superoxyde pour former du peroxynitrite, mais quindroduction de superoxydes est
tres élevée, cette action contribue a diminuertde d’ERO et & induire une action
anti-oxydante (Shils et al. 2006). De plus le NQunpait réagir directement avec les
radicaux peroxydes et contribuer a l'interruptiom ld chaine lipidique (Azzi et al.
2007). Les phyto-nutriments sont des composés @vepance des plantes, qui
remplissent de nombreux réles physiologiques. Diékera d’entre eux ont déja été
identifiés dans I'alimentation. Les classes lessplmportantes sont les caroténoides,
flavonoides, phénols, phytostérols et les glucdatas. Leurs réles protecteurs pour la
santé sont de plus en plus évidents et nombre rd'eatix ont des propriétés
antioxydantes intéressantes comme piégeurs / tehilsi de radicaux lipidiques, des

anions superoxydes, du singulet d’oxygéne, ... oumgenrégulateurs du systéme
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antioxydant (Lenn et al. 2002, Gibney et al. 2@&ras et al. 2006, Dufour et al. 2007,
Gobert et al. 2009). Le pollen, les cestrogenesrk€da et al. 2000, Pincemail et al.
2007, Azzi et al. 2007), les pyridines nucléotide€grgani et al. 2004, Sayre et al.
2008), le lactate (Hellsten et al. 1997) sont épal® susceptibles de posséder des
propriétés antioxydantes.

Le pouvoir antioxydant total est employé sous digsrformes pour mesurer I'efficacité
antioxydante globale d’'un milieu. Il est le reftl# I'action de plusieurs antioxydants,
dont la composition varie en fonction du marquéilisé (Watson et al. 2005b, 2005c).
Parmis ces indicateurs on distingue les ORAC (omygalical absorbance capacity),
TEAC (trolox equivalent antioxidant capacity), FRA[erric reducing ability of
plasma), TAS (total antioxidant status), TAC (tcaatioxidant capacity), TRAP (total
radical antioxidant potential), PSC (peroxyl ratlisaavenging capacity of plasma).
Leur dosage par spectrophotométrie permet d’adiribune valeur, souvent en
équivalent trolox (ORAC, FRAP, TRAP), a la somme ldecontribution des divers
antioxydants qui les composent. Cependant, il exiss différences de sensibilité entre
eux, avec des résultats discordants (Finaud eR@04, Vasconcelos et al. 2007,

Malaguti et al. 2008).
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Chapitre Il Stress oxydant et exercice

I. Mécanismes de formation des oxydants a I'effort

Les études aussi bien chez 'homme que chez I'diaissent peu de doutes quant a la
production d’'ERO pendant I'exercice tant aérobiéanaérobie, et de leur influence
comme agent d’activation de différents facteursti@dmscription dit redox régulés
(Clarkson et al. 2000, Bloomer et al. 2004, Cueatad. 2005, Finaud et al. 2006b, Mac
Laren 2007, Radak et al. 2008, Kirschvink et aD&d-isher-Wellman et al. 2009).

La production de radicaux libres augmente en mrlatavec [|'élévation de la

consommation d’oxygene (Lamprecht et al. 2004)c@ra la captation d’oxygene par
les muscles actifs qui peut augmenter 200 fois aeintiexercice (Wolinsky 1998,
Clarkson et al. 2000, Lenn et al. 2002, De Moffattsal. 2007). Cette production est
proportionnelle a I'intensité combinée a la duréd’dxercice, mais elle peut varier en
fonction du type d’exercice et des conditions dissguelles il se produit (épreuve de
compétition, test de laboratoire ou de terrainrsewen montée ou en descente, aérobie
ou anaérobie lactique, ...) (Lamprecht et al. 200doBer et al. 2007, Kirschvink et al.
2008, Fisher-Wellman et al. 2009). Le stress oxy@abheffort peut aussi se produire
chez des sujets entrainés (Tsai et al. 2001), srer pendant plusieurs heures
(Michallidis et al. 2007) et dans certaines cowdisi (triathlon, haltérophilie) aboutir a
des situations de dépression des défenses antimepdéGpx, CAT, SOD) (Cuevas et
al. 2005, Liu et al. 2005, Knez et al. 2007). Des éva#ds croissantes indiquent que les
ERO contribuent a la fatigue musculaire (Ferretrale2008), a plusieurs mécanismes
incluant I'oxydation des lipides, des protéines, IddN, d’importants enzymes, et
stimulent de la libération de cytokines pro-inflaatoires qui sont impliquées dans les

dommages tissulaires provoqués par les ERO (Armgted al. 1983, Toft et al. 2000,
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Finkel 2001, Lamprecht et al. 2004, Liu et al. 20Rbez et al. 2007, De Moffarts et al.
2007).

Il est possible que la production d’ERO ne soit paslusivement dépendante de
'augmentation du flux d’'oxygéne vers les mitochoes pendant I'exercice (Wilber et

al. 2004). L’augmentation de la circulation de cht#amines lors d’exercices

d’endurance intense, augmente la production deaagioxygénés par I'auto oxydation
des catécholamines, qui pourraient générer desawadisuperoxydes (Ramel et al.
2004a). L'effort a une intensité supérieure a celle seuil anaérobie provoque des
élévations significatives des neutrophiles circtdafNiess et al. 1996, Quindry et al.

2003, de Souza et al. 2006). Grace a l'action deg/mees_myéloperoxydases et

NADPH oxydases, les neutrophiles sont capablesrdéupe des ERO au travers de

'emballement oxydatif (oxidative burst) inflammatg ceci pourrait amplifier les
dommages oxydatifs causés par I'exercice (Wilberale 2004, Ramel et al. 20044,
Finaud et al. 2006b, Akki et al. 2009, Bedard e280D9, Wang et al. 2009). L’exercice,
mais aussi I'exces de consommation de sel ou déateéds de I'inflammation peuvent
provoquer des augmentations de l'activité des NARRKases dans les tissus (Bejma
et al. 1999, Koger et al. 2008). Le métabolisme glestanoides (prostaglandines) est
également susceptible d’augmenter la productiorR@Ependant I'exercice (Fisher-

Wellman et al. 2009). La production d’acide lacgqyui peut convertir un radical libre

faible comme le radical superoxyde en un radicas @gressif comme I'hydroxyle, la

température corporelle, les dommages tissulairebirdtammation locale notés apres
des exercices intenses, sont autant de raisonsabhles pour justifier la production de
radicaux libres lors de I'exercice physique (Wdin4998, Clarkson et al. 2000, Altan

et al. 2003, Lamprecht et al 2004).
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Les exercices de haute intensité (statiques oundignges) peuvent induire des hypoxies
endothéliales localisées et conduire a un épuisemenpool cellulaire d’ATP. En

conséguence, la fonction de la pompe a calciundgpend de I'ATP est diminuée et
provoque 'augmentation des concentrations inthale@tes de calcium avec pour effet
une activation de protéase calcium dépendante ¢challim ou calpain), qui coupent un

groupe peptide de la xanthine déshydrogénase,nizedissant dans sa forme oxydase

(Sachdev et al. 2008). L'enzyme xanthine oxydasesiaformée, une fois la

réoxygénation initiée, utilise 'oxygene comme wtepteur d’électron et génere du
radical superoxyde et du peroxyde d’hydrogéne (lagii et al. 1998, Lamprecht et al.
2004), dont la contribution oxydative au niveau owlgire peut étre significative
(Radak et al. 1995). La production de radicauxebbpendant I'exercice n’est pas
limitée aux muscles. Pendant I'exercice, le flurgan dans les muscles utilisés peut
augmenter de plus de 40 fois, alors qu’il peut direr de plus de 20% dans certains
organes (Radak et al. 2008b). Apres I'exercicegtaxygénation de ces organes peut
conduire a une accumulation d’ERO dans les tissnajs également dans les

érythrocytes, le sérum, I'urine (Lamprecht et @020Radak et al. 2008b).

Le sport de plein air expose le tractus respirat@ir certains polluants, comme le
dioxyde d’'azote (N@ et 'ozone (Q), qui peuvent initier la production de radicaux
libres dans les poumons (Lamprecht et al. 2004).

Lors d'efforts anaérobies (sprints, sauts, musmrat la chaine respiratoire

mitochondriale aérobie intervient avec les systedeeproduction d’énergie anaérobie,
qui auront un impact spécifique sur la formatiors @xydants. Les bréves périodes
d’'ischémie-reperfusion résultant de la contractmonsculaire intense font ressortir
I'importance du métabolisme des xanthines oxydéRadak et al. 1996, Hellsten et al.

1997), dont 'accumulation lors d’efforts anaérahiprésente une relation significative
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avec celle du lactate (Bloomer et al. 2004, Radad.e2008). La libération de fer ou
d’autres métaux redox actifs par rupture de pretitraumatisme musculaire, acidose),
'inflammation qui augmente la production de NADR#ydase, les altérations de
'homéostasie du calcium liés a la diminution aecrd’ATP, la production de
catécholamines et de prostaglandines contribueakeggnt (Fisher-Wellman et al.
2009). Cette différenciation avec l'effort aérobpourrait étre particulierement
accentuée lors d'efforts excentriqgues ou la destmienusculaire est plus importante et
ou les manifestations post-exercices pourraiené @lus prononcées et tardives
(Lamprecht et al 2004, Bloomer et al. 2004 et 20®&IbAbed et al. 2009, Fisher-
Wellman et al. 2009).
Pendant la phase de récupération des exerciceyddton peut se prolonger, sous
forme d’inflammation, de perturbations du métaboksdu calcium, de libération de
minéraux oxydants comme le fer,... (Tsai et al. 200dher-Wellman et al. 2009).
Il. L’exercice isolé et I'évolution des parametresiu stress oxydant:
1. Evolution des parametres oxydants a I'effort
1.1 L’exercice aérobie

1.1.1 Malondialdéhyde (MDA) et effort aérbie

Des efforts de course et de pédalage d’une intensidérée (44-72 % \Mhax) et de

durée comprise entre 6 et 90 minutes, tant cheZedesmes que des hommes entrainés
Ou non entrainés, se sont révélés incapables dequer des altérations sanguines
significatives de MDA, immédiatement, 10’, 15’,,16h, ou 24h aprés I'effort (Sahlin
et al. 1991, Kanaley et al. 1991, Tozzi-Ciancaretlial. 2002, Bloomer et al. 2005,
2009), alors que d’autres indicateurs (PC, xantbiaase, KHO,, superoxyde) révelent

des augmentations significatives (Sahlin et al.119uindry et al. 2003, Bloomer et al.
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2009). Une diminution des concentrations de MDAéggstlement possible (Lovlin et al.
1987, Buczynski et al. 1991, Goto et al. 2003).

Lors d'efforts d’intensités proches du seuil anb&o(pédalage ou course ~75-80%

VO,max) pendant 30 a 60 minutes, les niveaux sangl@ngdDA pris immédiatement
et 1 ou 2 heures apres l'effort, ne présentent rm@volution significative chez de
jeunes adultes des deux sexes entrainés ou nainéstr malgré d’autres indicateurs
(PC, GSH) révélateurs de stress oxydant (Chund.€t9899, Quindry et al. 2003,
Bloomer et al. 2006a). Au contraire, dans des d¢mrd similaires, des augmentations
significatives des niveaux sanguins de MDA sontstatées immédiatement apres les
efforts (Kanter et al. 1993, Child et al. 1998 0@, Bryant et al. 2003, Goldfarb et al.
2007). Ainsi, les efforts proches du seuil anaérgiburraient représenter I'intensité
minimale a partir de laquelle les MDA sanguins ssugceptibles de révéler le stress
oxydant, méme si ce n’est pas systématique. Lafodts de VOmax (consommation
maximale d’oxygene) jusqu’ a I'épuisement (pédalagecourse), des sujets des deux
sexes entrainés ou non entrainés, ne présententneuévolution significative
immédiate ou tardive des niveaux sanguins de MOérsaque d’autres indicateurs
(pentanes, PC, DNA comet assay) soutiennent I'antatien du stress oxydant (Sahlin
et al. 1991, Niess et al. 1996, Leaf et al. 1989¥iedez et al. 2000, Quindry et al. 2003,
Bloomer et al. 2007b). D’autres études avec detopotes identiques, obtiennent des
augmentations significatives de MDA sanguins imratsihent apres I'effort (Lovlin et
al. 1987, Braun et al. 1991, Ashton et al. 1998%99, Bailey et al. 2001, Tozzi-
Ciancarelli et al. 2002, Fatouros et al. 2004, Rissimo et al. 2004). Des différences de
protocoles, de sujets impliqués, d’'analyses effstou de facteurs environnementaux
peuvent justifier les divergences entre les étesont présentés au paragraphe 1.2.7

du présent chapitre.
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Apres des efforts de pédalage a 40%, 70% et 100% d&O2max, une corrélation
significative entre les niveaux de lactate et cdexMDA confirme I'importance de
l'intensité de l'effort (Lovlin et al. 1987, Gotot eal. 2003). Des augmentations
significatives de MDA sont constatées sur des ém®ude longues durées (> 2 heures)
(Kanter et al. 1988, Tsai et al. 2001, Tauler e2806, Knez et al 2007), ou un seuil
minimum d’intensité serait également nécessair@niBz et al. 2002, Davison et al.
2006). Sur la base des études consultées, tousegtleles porteuses de résultats
significatifs, ont prélevé immédiatement apresdlifarts.
1.1.2 Dienes conjugués (DC) et effort adrie

Immédiatement aprés un effort aérobie modéré (pgdadu course) de 30’ a 1 heure, la

guantité totale de diénes conjugués formés dimsigeificativement chez des sujets
entrainés (Oostenbrug et al. 1997), tandis que ap phase des DC diminue
significativement chez des sujets des deux sex¢igieés ou sédentaires (Wetzstein et
al. 1998). D’autres études ne constatent pas d'efiicla lag phase ou le taux maximum
de production des DC (Oostenbrug et al. 1997, TGemcarelli et al. 2002). A la suite
d’efforts aérobies maximaux (VO2max), une diminatgignificative de lag phase des
DC se produit immédiatement apres I'effort, cheg sigiets des deux sexes entrainés et
sédentaires (Ayres et al. 1998, Tozzi-Ciancar¢lhle2002, Di Massimo et al. 2004).
Une étude sur des hommes entrainés démontre unaeatagion significative de
I'accumulation des DC immédiatement, mais pas 3tutes aprés I'effort (Vider et al.
2001), une autre étude ne constate pas d'altésafidachman E et al. 2007). L'effet de
la durée est démontré dans les études sur lesseff@mobies de longue durée ou le taux
maximum de formation des DC augmente significatieetret la lag phase des DC

diminue avec des manifestations immédiates et uasdidans toutes les études
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consultées (Sanchez Quesada et al 1995, Ginsbatd 896, Vasankari et al 1997, Liu
et al. 1999, Ginsburg et al. 2001, Kaikkonen e2@02, Benitez et al. 2002).
1.1.3 Hydroperoxydes lipidiques (LOOH) e¢ffort aérobie

Nous n’avons trouvé qu’'une étude utilisant I'effadrobie modéré de moyenne durée

(90’ de pédalage a 65% de la VO2max), sans évoluas LOOH sanguins chez des
hommes entrainés (Viguie et al. 1993). Dans lesleftusur les efforts aérobies de
longue durée, nous avons trouvé des résultats azhatvires (Ginsburg et al 1996,
Nieman et al. 2002 et 2004, Mcanulty et al. 20@3s résultats sous entendent que la
sensibilité de ce marqueur a I'effort aérobie médsarait limitée, particulierement pour
les durées courtes et moyennes. Aprés des effodtialage, course) proches du seull
anaérobie ou aérobies maximaux (VO2max), chez desrtes sédentaires et entrainés,
les LOOH sanguins ne produisent pas d’altératiomaédiates et tardives significatives
(Viinikka et al. 1984, Quindry et al. 2003, Gochmeinal. 2007), ou présentent une
augmentation immédiate significative (Ashton etl®99, Alessio et al. 2000, Bailey et
al. 2001, Wilber et al. 2004, Vincent et al. 2004).

1.1.4 Autres indicateurs de la peroxydain lipidique et effort aérobie
Peu d’études ont abordé l'effet de I'exercice sar dtress oxydant au travers
d’indicateurs comme les hydrocarbones expirés §pentéthane), et obtiennent toutes
des augmentations significatives, immédiatementismas 5 apres des efforts de
pédalage ou de course (45 a 100% de la M@x pendant 20’ a 1h) (Kanter et al. 1993,
Leaf et al. 1997). Les F2-isoprostanes ont égalérdgnutilisés, tant chez des sujets
entrainés que sédentaires, et ils augmentent sigtivement apres un effort aérobie
maximum (VQ max) (Watson et al. 2005b). Lors d’efforts aérelide longue durée, ils
augmentent dans toutes les études consultées (Matitaet al. 2001, Nieman et al

2002, Mcanulty et al. 2003, Nieman et al. 2004, tsllasidis et al. 2004a). Ceci permet
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de suspecter une plus grande sensibilité de césemgar rapport aux MDA, DC et
LOOH (Lamprecht et al. 2004, Fisher-Wellman e2809).

1.1.5 Oxydation des protéines et efforteobie
L’oxydation des protéines est témoignée au tradessprotéines carbonylées (PC) par
des études sur I'effort aérobie modéré a maximuroodete & moyenne durée (Alessio
et al. 2000, Bloomer et al. 2006a, Goldfarb eP807, Bloomer et al. 2007a, Nikolaidis
et al. 2007, Gochman et al. 2007, Michailidis e2807). D’autres études ne notent pas
d’effets pour des efforts aérobies (Miyazaki et2fl01, Bloomer et al. 2005, Morillas-
Ruiz et al. 2005). Sur base des études précéddesePC pourraient étre d’avantage
influencées par la durée de I'exercice que pars@msité. Les PC se sont révélées des
marqueurs complémentaires de ceux de la peroxydhgimigue (Alessio et al. 2000,
Bloomer et al. 2007a et 2007hb).

1.1.6 Evolution de I'oxyde nitrique (NOgt effort aérobie
Le NO augmente dans le muscle pendant la contrastigsculaire (Silveira et al. 2003,
Jackson 2008). Les synthétases de I'oxyde nitraugmentent significativement sur
des préléevements musculaires effectués de 1 arghapres un effort aérobie modéré
de moyenne durée, ou ces enzymes contribuentévdibn du NO pour faciliter la
circulation dans les muscles (Hellsten et al. 200brtensen et al. 2007). Des
sédentaires ont présenté une augmentation sigiiBcades NO sanguins
immédiatement apres un effort aérobie modéré (6% Max) ou maximum (V@
max) (Tozzi-Ciancarelli et al. 2002, Goto et al02p Toutefois, une étude récente ne
constate pas de modification des NO sanguins immgtient, 30 minutes, 24h, 48h
aprés un exercice aérobie de 60 minutes (Bloomalr 2209). Immédiatement apres un
effort aérobie de longue durée, les niveaux sasgdiea NO augmentent, pouvant

contribuer aux dommages causés a I’ADN et inhibereinzymes de réparation de celui-
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ci (Niess et al. 1996, Tsai et al. 2001), ou étnestdérés comme antioxydants (Benitez
et al. 2002). De par son influence sur l'agrégatienjuettaire, la tension artérielle,
l'inflammation, la reperfusion des organes, et apacité de réaction avec les ERO, le
NO est sujet a de nombreuses influences qui pewrdaugmenter ou diminuer la
production (Rubbo et al. 1994, Kim et al. 1995, |#lieet al. 2000, Tozzi-Ciancarelli et
al. 2002, Mori et al. 2004, Green et al. 2004, Batrick 2006, Shils et al. 2006,
Poprzecki et al. 2009) et justifier la versatilités résultats. Il manque d’études ayant
utilisé les NO a I'effort et nous n’avons pas ramcé d’études sur leur comportement a
I'effort anaérobie.

1.1.7 Evolution d’autres indicateurs oxyaints et effort aérobie
L’oxydation de 'ADN (8-OHdG ou mesure de la tragnélectrophorétiqgue) a été
démontrée, sur l'effort aérobie modéré a maximuntalete a moyenne durée (Niess
1996, Goto et al. 2003, Orhan et al. 2004, MorRasz et al. 2005). Les résultats sont
contrastés, car une diminution (Inoue et al. 1998to et al. 2003) ou un manque
d’évolution sont également constatés (Viguie etl@b3, Asami et al. 1998, Wilber et
al. 2004, Bloomer et al. 2005, Bloomer et al. 2Q006aldfarb et al. 2007). Les
dommages causés a I’ADN paraissent évidents ebkhsrpendant les efforts aérobies
prolongés, ou ils évoluent en fonction de la dudés épreuves (Tsai et al. 2001,
Mastaloudis et al. 2004b). Des augmentations saatifes de la xanthine oxydase et
du H,O, (Bloomer et al 2009), des enzymes myéloperoxydagesansforment le D,
en acide hypochloreux (HOCI) (Suzuki et al. 2008a}, également été détectées apres
des efforts aérobies.

1.1.8 Conclusions sur les paramétres oxats a I'effort aérobie

Pour des efforts aérobies de moyenne durée etsitdenles indicateurs de |a

peroxydation lipidique (MDA, DC, LOOH) seraient psensibles. Les hydrocarbones
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expirés (pentane, éthane) et les F2 isoprostantesgient étre de meilleurs indicatedrrs
de ce type deffort. Les efforts proches du sewm&é&obie pourraient représenter
l'intensité minimale a partir de laquelle les MDBC et LOOH sanguins seraient
susceptible d’augmenter avec I'effort aérobie, niasensité ne serait probablement

pas le seul facteur d’influence, car les études ales efforts aérobies maximaux |ne

—

produisent pas toutes des augmentations. La duiéHord devrait égalemen
représenter un facteur d’influence décisif, ce mpiisemble pas étre le cas du niveau
d’entrainement ou du genre des sujets. Lors d'effaérobies de courte a moyenne
durée, Il'utilisation de plusieurs indicateurs sewsi moyen plus sir de détection et |les
prélevements immédiats offriraient plus de garantle trouver des effets que les
préléevements tardifs. Méme si 'augmentation deganix d’oxydation parait évidente
lors des efforts aérobies, les différences de tasuéntre les études, rendent difficiles
I'établissement de critéres idéaux pour leur déactLes explications les plys
fréquentes de ces différences entre les étudesasanicées au paragraphe 1.2.7| du

présent chapitre.

1.2 L’exercice anaérobie

1.2.1 Malondialdéhyde (MDA) et effort ané@robie
A l'occasion d’efforts de sprints (2-66 fois 15 801m de course ou 30" de pédalage)
et de force concentrique (en circuits de 3 foi¥&#4ercices, avec 75% d’une répétition
maximale (1RM) ou 10 RM, ou en séries de 4 foidb4dpétitions d’accroupissements
avec 60 ou 90% de 1 RM), des sujets des deux sexesnés ou sédentaires présentent
une augmentation significative de MDA sanguin, irdiaée ou tardive (6, 24 et 48 h
post exercice) (Marzatico et al. 1997, MC Bridaletl998, Thompson et al. 2001ab et

2003, Viitala et al. 2004a, Baker JS et al. 200amBl et al. 2004b, Liu et al. 2005,
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Hoffman et al. 2007), tout comme immédiate et tadiThompson et al. 2001 a et b,
2003). Dans des conditions similaires, I'absencenulifications significatives est
également observée a l'occasion d’'efforts de fancale sprint (Ortenblad et al. 1997,
Surmen-Gur et al. 1999, Akova et al. 2001, Blooeteal. 2006b, Thomas et al. 2007,
Bloomer et al. 2007b). Pour certains auteurs, itedfétre trés entrainé en force pourrait
contribuer a prévenir ou atténuer l'augmentation MDA a I'exercice anaérobie
(Bloomer et al. 2005, Subudhi et al. 2001, Bloomeal. 2007b). Des différences de
protocoles, de sujets impliqués, d’analyses effsmtiou de facteurs environnementaux
peuvent justifier les divergences entre les étiesont présentés au paragraphe 1.2.7
du présent chapitre.

1.2.2 Dienes conjugués (DC) et effort agrabie
Les quantités de diénes conjugués produites l@Hodfs anaérobies de sprints (6 X
150m) ou de circuits de musculation, démontrent angmentation significative
immédiatement (circuit) et 6 heures (sprints) aditéfort (Marzatico et al. 1997,
Ramel et al. 2004b).

1.2.3 Hydroperoxydes lipidiques (LOOH) eg¢ffort anaérobie
Immédiatement apres un exercice de force ou datspes sédentaires et des individus
entrainés des deux sexes augmentent significativerdgeirs niveaux sanguins et
musculaires de LOOH (Vincent et al. 2004, BakealeP004, Bailey et al. 2004, 2007).
Plus le sujet est entrainé, et moins il aurait &ecé a présenter des changements des
niveaux sanguins de LOOH a l'effort, ce qui pouréie di a un systeme antioxydant

plus performant (Subudhi et al. 2001).
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1.2.4 Autres indicateurs de la peroxydain lipidique et effort anaérobie
Les F2-isoprostanes ont été utilisés, tant chezdets entrainés que sédentaires, et ils
augmentent significativement apres un effort ar@érde musculation (Rietjens et al.
2007), mais ce n’est pas toujours le cas (Mc Anetltal. 2005).

1.2.5 Autres indicateurs oxydants et effibanaérobie
Lors d’efforts anaérobies lactiques de musculatites, effets immeédiats (Bloomer et al.
2007b), ou retardés (Bloomer et al. 2005), d’augatemn des PC sont constatés.
D’autres études ne notent pas d’effets pour destefnaérobies (Subudhi et al. 2001,
Bloomer et al. 2006b). Sur base des études prémsjean 'intensité est égale, une série
ou plusieurs séries sont susceptibles de provatgpgaugmentations similaires.
L’oxydation de 'ADN lors d’efforts anaérobies tagues, présente une augmentation
tardive (Cuevas et al. 2006u un manque d’effet (Bloomer et al. 2005, Bloormieal.
2007b). Des augmentations significatives de la pecdn de RL par spectroscopie de
résonance des spins électroniques ont égalementétrtées aprés des efforts
anaérobies (Bailey et al. 2004, 2007).

1.2.6 Conclusions sur les paramétres oxats a I'effort anaérobie

Pour les efforts anaérobies lactiques, les LOOHysias pourraient se révéler de bans
indicateurs de l'oxydation. Par contre les MDA, [2€ et les PC ont présenté une
inconsistance de résultats avec des augmentatiisnsent immédiates ou tardives,
gu'il est difficile de justifier par des différensade types d’efforts, puisqu’elles se
produisent tant avec les efforts de musculation gaax de sprint. Le niveau
d’entrainement pourrait exercer un effet sur ladpation des oxydants, mais ne parait
pas justifier les différences de délais observ&sms ces circonstances I'utilisatipn

simultanée de plusieurs indicateurs pourrait offius de garanties de détection.

—

Toutefois, les études qui ont obtenu des résult@sificatifs, ont majoritairemen

Page 53



prélevé immeédiatement apres I'exercice. Malgré denbreuses contradictions, les
efforts anaérobies se sont révélés capables d’'anigmée stress oxydant sur les
macromolécules (protéines, lipides, ADN). Plusieexplications ont été présentées
pour justifier les différences entre les étudesaogit compilées au paragraphe 1.2.7) du

présent chapitre. Toutefois, le manque d’études I'efifort anaérobie limite les

U7

possibilités d’'interprétation des résultats. Le pontement des oxydants (MDA, DC,
LOOH, PC) en réponse aux efforts mixtes (anaérebagérobie) comme la plupart des
sports collectifs, présente également des résutasrastés et un manque d’études
encore plus accentué (Subudhi et al. 2001, Schretdel. 2001, Chang et al. 2002,

Kingsley et al. 2005, Ascensao et al. 2007, Magadha al. 2007).

1.2.7 Limites dans l'interprétation destédes
L’influence des conditions qui varient considératémt entre les études ne facilitent
pas l'obtention de conclusions et plus de résultdttenus avec des méthodologies
concordantes sont nécessaires (Bloomer et al. Zdfi%er-Wellman et al. 2009).

Pour ce qui touche les aspects liés au protocaleétigles, il n’existe pas un temps de

préléevement sanguin idéal pour tous les biomarguéichailidis et al. 2007). Bien
des études pour n’avoir prélevé qu’a un seul morpeavent avoir préleve trop tét ou
trop tard pour obtenir des variations significasivet ne permettent pas de comparaisons
avec d’'autres études similaires, dont les prélewtsnent été effectués a des moments
différents (Alessio et al. 2000, Bloomer et al. 200Kirschvink et al 2008). Le type
d’effort (Vincent et al. 2004, Bloomer et al. 2008 fait d’étre confronté a un effort
inhabituel (Balogh et al. 2001), I'intensité etdarée de I'effort (Clarkson et al 2000,
Hargreaves et al. 2002b, Bloomer et al. 2004, KB et al 2008)/'importance de la

masses musculaires (jambes vs bras) (Alessio eR2(fl0), ou le type de fibres
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musculaires prédominantes dans les muscle uti{iiést al. 1992 a et b, Radak et al.
1995), ont tous été invoqués pour expliquer legédifices entre les études. La
sensibilité différente des marqueurs au type die#t les délais de manifestations qui
en découlent, impliqguent que pour un méme protocortains indicateurs sont
sensibles et d’autres restent inchangés (Alessah 000, Balogh et al. 2001, Subudhi
et al. 2001, Goussard et al. 2003, de Moffarts. 2005, Bloomer et al. 2007b).

En regard des sujets impliqués dans les étudediffésences de niveau d’entrainement

et de capacité d'effort (Kretzschmar et al 1991amset al. 1998, Evelson et al. 2002,
Metin et al. 2003, Knez et al. 2007, Bloomer et28l08), de capacité de réparation des
dommages causés (Bloomer et al. 2008), d’état timunmel (Vincent et al. 2004,
Bloomer et al. 2005), de variabilité de réponseaigt inter individuelle pour un méme
marqueur (Nielsen et al 1997, Clarkson et al 2@kawara et al 2003, Browne et al.
2008), de genre ou d’age (Nielsen et al 1997,Ufatoet al. 2004, Bloomer et al. 2008)
et d’échantillonnage (Kretzschmar et al 1991), esictertaines populations plus ou
moins susceptibles et peuvent avoir généré dedtatssiequivoques et difficiles a
relationner.

En ce qui concerne les analyses effectuées, l&afites de milieux de prélévement

(sang, érythrocytes, lymphocytes, urine, muscles)y pn méme parameétre (Kawai et al
2000, Wilber et al. 2004, Medved et al. 2004, Taateal. 2006, Bloomer et al. 2007b,
Hellsten et al. 2007), de méthodes d’analyses pauméme marqueur (Browne et al.
2008, Fisher-Wellman et al. 2009); le fait de mr ou de ne pas corriger les données
en fonction des modifications du volume plasmatiques a I'effort (Oostenbrug et al.
1997, Hargreaves et al. 2002b), la non spécifiditémarqueur utilisé (Clarkson et al
2000), sont des raisons avancées pour justifiecdedroverses entre les études. Le

choix des marqueurs utilisés est influencé paold,da complexité des dosages (temps
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consommé, appareillages sophistiqué, résistancestaokage), limportance de
I’échantillon, la quantité de sang nécessairegiivink et al 2008).

Des facteurs environnementaux (Mills et al. 199&rdgreaves et al. 2002b, Williams et

al 2005a, Kirschvink et al 2008), des efforts sands en laboratoire vs terrain (de
Moffarts et al. 2006), le type d’alimentation ricbe pauvre en antioxydants (Watson et
al. 2005b, Finaud et al. 2006b, Bloomer et al. 2008 fluence d'une période
d’entrainement préalable (de Moffarts et al. 200s niveaux de stress oxydant en
basal (Kinnunen et al. 2005b), le tabagisme, lasgormation d’alcool, les niveaux de
stress, peuvent également avoir influencé lestaisul
L’idéal serait d’analyser le sang et divers tisss,utilisant plusieurs indicateurs du
stress oxydant et en effectuant des prélevemeirs @ret 48 h post exercice (Bloomer
et al. 2004, Finaud 2004, Lamprecht et al 2004sdfivink et al 2008).
2. L’exercice isolé et I'évolution des parameétresrdioxydants
2.1 L’exercice aérobie

2.1.1 Glutathion peroxydase (Gpx) et efft aérobie
Des sujets des deux sexes sédentaires ou entramésalisé des efforts aérobies
modérés de moyenne durée (50 a ~70% VO2max, courpédalage, pendant 40 a 90
minutes) sans que des altérations significativestVité des Gpx sanguins ne soient
notées, ni immédiatement, ni 15, 30 ou 60 minumésal’effort (Kanaley et al. 1991,
Laaksonen et al. 1999, Rush et al. 2003, Tauleal.e2006b). D’autres études ont
constaté une augmentation significative de l'atdides Gpx, 0 a 60 minute apres des

efforts dans des conditions similaires (Buczynskale1991, Atalay et al. 1997), ou au

seuil anaérobie (Inal et al.2001, Elosua et al3200es augmentations immédiates sont
suivies d’'une diminution plus lente a mesure qeffdit est plus intense, avec retour

aux niveaux de base en 40 a 120 minutes (Inal &I.2001, Elosua R et al. 2003).
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Apres des efforts aérobies maximaux (VO2max) jusgliépuisement, aucune
évolution significative (immédiate ou retardée) @ sanguins n’est constatée chez
des sujets entrainés ou sédentaires, et laisssveintgque l'intensité de I'effort ne serait
pas déterminante sur le comportement des Gpx farfgfTessier et al. 1995, Vider et
al. 2001, Miyazaki et al. 2001, Tauler et al. 2006Bes diminutions ou des
augmentations ont également été constatées lopsedées aérobies de longue durée
(Aguilo et al. 2005, Tauler et al. 2006b, Knez|e2@07). Les résultats sont contrastés et
pourraient étre dus a des différences de protecdie sujets impliqués et de facteurs
environnementaux entre les études (voir paragrdpBg du présent chapitre)La
fluctuabilité du comportement des antioxydants patiégalement avoir influencé les
résultats (voir paragraphe 2.3 du présent chapitre)

2.1.2 Superoxyde dismutase (SOD) et etfaérobie

Immédiatement apres des efforts aérobies modémdaxémaux de courte a moyenne

durée, sur des sujets des deux sexes entrainésdeuntaires, la plupart des études ne
constatent aucune modification significative deti\dté des SOD sanguins (Atalay et
al. 1997, Laaksonen et al. 1999, Miyazaki et al0120Vider et al. 2001, Tozzi-
Ciancarelli et al. 2002, Elosua et al. 2003). Ungnaentation ou une diminution est
toutefois possible (Buczynski et al. 1991, Clarksbral 2000, Tozzi-Ciancarelli et al.
2002). Les résultats des épreuves aérobies de dodgrée, sont également partagés
(Aguilo et al. 2005, Tauler et al. 2006b, Knez ER@07). Des différences dans les
protocoles d’études, de sujets et d’analyses effest pourraient rendre compte des
contrastes entre les résultats.
2.1.3 Catalase (CAT) et effort aérobie

Immédiatement apres des efforts aérobies modémdaxémaux de courte a moyenne

durée, sur des sujets des deux sexes entrainégdammtaires, aucune modification
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significative de l'activité des CAT sanguins n'esbnstatée (Atalay et al. 1997,
Laaksonen et al. 1999, Miyazaki et al. 2001, Taweral. 2006a). Cependant les
données sont contradictoires car des augmentatrongdiates ont également été
observées (Buczynski et al. 1991, Inal et al. 200der et al. 2001, Michailidis et al.
2007, Nikolaidis et al. 2007).

2.1.4 Vitamine E et effort aérobie
Chez des sujets entrainés des deux sexes, de (haud@& apres des efforts aérobies
modérés a maximaux de courte a moyenne durée, afi@irsignificatif n’est constaté
sur les niveaux sanguins de vitamines E (Viguiealet1993, Kawai et al 2000,
Schneider et al. 2003, Aguilo et al. 2003, Watsbale2005b, Bloomer et al. 2006a).
Une diminution (Oostenbrug et al. 1997) ou une aamation (Jimenez et al. 2000) ont
également été observées. Lors d’effort de longueteju on ne constate que des
augmentations immédiates (Vasankari et al 1997 jla@t al. 2005, Mastaloudis et al.
2001, 2004a).

2.1.5 Vitamine A et effort aérobie
Des athletes d’endurance masculins ont réalisé exescices aérobies modérés a
maximaux de courte a moyenne durée, et présentest rdsultats contrastés
immeédiatement apres I'effort (Oostenbrug et al. 7,9%guilo A et al. 2003, Watson et
al. 2005b). Ce qui est confirmé par les étudedesuefforts de longue durée (Ginsburg
et al 1996, Liu et al. 1999, Benitez et al. 2008uko et al. 2005, Tauler et al. 2006b).
Une étude laisse transparaitre la possibilité daumgmentation chez les sportifs d’élite
par rapport aux sportifs amateurs sans altérafidgsilo et al. 2003). En plus de la
fluctuabilité des antioxydants (voir paragraphe)2l8s différences entre les résultats

pourraient étre dues a un manque de similitude éegrprotocoled’études.
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2.1.6 Vitamine C et effort aérobie
Sur des sujets entrainés ou sédentaires des dees;, $&s niveaux sanguins de vitamine

C peuvent augmenter significativement 15 minutegsapexercice_aérobie d’intensité

modérée a proche du seuil anaérobie (Viguie €1943), ou ne présenter aucun effet

significatif immédiat ou retardé (Schneider et28l03, Quindry et al. 2003, Aguilo et al.
2003, Bloomer et al. 2006a). L'effort aérobie dedoe durée peut provoquer des
élévations significatives, immédiatement apreddief(Mastaloudis et al. 2001, Benitez
et al. 2002, Kaikkonen et al. 2002, Aguilo et @03, Mastaloudis et al. 2004a) ou ne
pas démontrer d’altérations significatives (Gingber al 1996, Liu et al. 1999, Nieman

et al 2002, Chevrion et al. 2003)effort aérobie maximal, provoque une diminution

immédiate significative chez des sédentaires dex dexes (Quindry et al. 2003,

Steinberg et al. 2006 et 2007) ou une absence ld#mo chez des sportifs (Aguilo et

al. 2003). Le comportement de la vitamine C a I'effort estsatite, 'absence d’effet

est toutefois majoritaire, et le niveau d’entraieetnpourrait influencer les résultats.
2.1.7 Evolution d’autres marqueurs antixydants et effort aérobie

Que ce soit chez des sujets entrainés ou sédentiése deux sexes, immédiatement

apres des efforts _aérobies modérées a maximaux,adgsientations de GSSH
(glutathion oxydé) et des diminutions de GSH (ghitan réduit) significatives ont été
enregistrées (Gohil et al. 1988, Viguie et al. 1998ssier et al. 1995, Chung et al.
1999, Laaksonen et al. 1999, Inal et al.2001, Wikteal. 2004, Medved et al. 2004,
Watson et al 2005, Bloomer et al. 2005, Steinbérgl.e2006 et 2007, Goldfarb et al.
2007, Nikolaidis et al. 2007, Michalilidis et al.@Q). Pour le méme type d’'effort, les
résultats semblent assez contradictoires quagtallition des marqueurs globaux de la
capacité antioxydante (TAS, TAC, ORAC, PSC) (Sealetl995, Alessio et al. 1997,

Ashton et al. 1998, Child et al. 1998 et 2000, siest al. 2000, Vider et al. 2001,
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Tozzi-Ciancarelli et al. 2002, Waring et al. 2083ncent et al. 2004. Fatouros et al.
2004, Di Massimo et al. 2004, Watson et al 200%bin8erg et al. 2006, Nikolaidis et

al. 2006 et 2007, Michailidis et al. 2007), aloxrsedors d’efforts aérobies de longue
durée, leur tendance est d'augmenter (Vasankai 2997, Liu et al. 1999, Benitez et
al. 2002, Kaikkonen et al. 2002, Mcanulty et al020Davison et al. 2006). La

versatilité des résultats des marqueurs globauladmpacité antioxydante observée
pourrait en partie étre due aux différences end® dntioxydants impligués dans
marqueurs utilisés (Finaud et al. 2004, Vasconaeti@s. 2007, Malaguti et al. 2008).

2.1.8 Conclusions sur les paramétres amtiydants a I'effort aérobie

Les résultats des études sur I'évolution des apdiamts (vitamines A, C, E, SOD,
GPx, GR, CAT) et des marqueurs globaux de la cépamitioxydante, a I'effont
aérobie, sont versatiles. L’influence du nivedenttainement est souvent mise [en
évidence et des différences de protocoles, déssuppliqués, de méthode d’analyseg et
de facteurs environnementaux ont été impliqués papliquer les résultats contrastés
des études. De plus, il existerait une fluctuabiti comportement des antioxydants

endogenes tout comme exogenes qui pourrait searedlér les résultats.

2.2 L’exercice anaérobie

2.2.1 Glutathion peroxydase et effort a@robie
Apres des exercices de musculation ou de spristséldentaires ou des sujets entrainés
des deux sexes ne manifestent aucune altérationédimte ou tardive des Gpx
(Surmen-Gur et al. 1999, Subudhi et al. 2001, Gardsst al. 2003, Liu et al. 2005,
Thomas et al. 2007); ou présentent une augmentatiorédiate significative avec un
retour aux valeurs basales en 10 minutes (Marzatieh 1997, Inal et al.2001, EI Abed

et al. 2009). Une diminution immédiate significatia également été observée (Akova
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et al. 2001). En plus de la fluctuabilités des @ntilants (voir paragraphe 2.3), des
différences dans les types d’analyses effectuéesgient avoir contribué a la disparité
des résultats.

2.2.2 Superoxyde dismutase et effort agr@bie

Apres un_effort anaérobie de musculation ou denspn séries, des sujets entrainés ou

sédentaires des deux sexes présentent des dimsutio des augmentations
significatives de I'activité et de la concentratibes SOD du sang, immédiatement apres
I'effort (Marzatico et al. 1997, Akova et al. 2008ubudhi et al. 2001, Goussard et al.
2003, Liu et al. 2005, El Abed et al. 2009). Lesesudes études ou les valeurs
augmentent présentent des niveaux d’entrainemesrisurrs a ceux des études ou elles
diminuent. L'intensité de I'effort et le niveau diainement seraient donc susceptibles
d’influencer les résultats des SOD du sang immédiant apres I'effort.

2.2.3 Catalase (CAT) et effort anaérobie
Lors d’épreuves de sprints, les résultats sontagasgt entre un manque d’évolution
(Marzatico et al. 1997) et une augmentation immtédidnal et al. 2001). Des
différences entre les sujets et les type deffaidsces études ont pu influencer les
résultats.

2.2.4 Vitamine A, C, E et effort anaérab
Le comportement de la vitamine E est difficile @ymir, avec des augmentations, des
diminutions ou aucun effet immédiat (Ramel eR@04 a et b, Baker et al. 2004, Liu et
al. 2005, Bailey et al. 2007).
Chez des hommes entrainés, les niveaux sanguinyitdmine A augmentent
significativement immédiatement aprés un effortémobie lactique de force (Ramel et
al. 2004a et 2004b, Bailey et al. 2007), alors lgseniveaux sanguins vitamine C ne

présentent aucune évolution immédiate ou tardRam(el et al. 2004b, Liu et al. 2005).
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2.2.5 Evolution d’autres marqueurs antixydants et effort anaérobie
Pour les efforts anaérobies, immédiatement apegericice, les GSH auraient tendance
a diminuer, tandis que les GSSH pourraient augmebtge augmentation tardive des
GSH est également possible (Subudhi et al. 20@1 elnal. 2001, Goussard et al. 2003,
Bloomer et al. 2005Cuevas et al. 2005, Liu et al. 2005, Rietjens et2@0D7). Les

efforts anaérobies lactigues de musculation augmed capacité antioxydante totale

(FRAP, TEAC) de 0 a 80 minutes apreés les exerdi8abudhi et al. 2001, Mc Anulty
et al. 2005, Rietjens et al. 2007), ou ne provogpas d’'évolution (TAS, SAT, TEAC)
(Liu et al. 2005, Thomas et al. 2007, El Abed eR@D9). La versatilité des résultats des
marqueurs globaux de la capacité antioxydante wésgrourrait en partie étre due aux
différences entre les marqueurs utilisés.

2.2.6 Conclusions sur les parameétres amtiydants a I'effort anaérobie

Sous l'effet d’efforts anaérobies, le comportenu®¥ antioxydants et des marqueur

12

globaux de la capacité antioxydante est versatide.antioxydants semblent plus
sensibles aux niveaux d’entrainement que les margquie I'oxydation, les sujets
entrainés présentant fréquemment un systeme adtokplus performant que celui
des sédentaires (voir explication au chapitredtagraphe Ill). Le prélévement
immédiat serait plus judicieux car tous les margsi@ntioxydants analysés, quand ils
évoluent significativement, le font au moins imnadment. Selon Fisher Wellman et
al. (2009), en réponse a I'augmentation de la privoiln d’ERO provoquée par
I'exercice anaérobie, le systéme de défense amtaxyenzymatique pourrait étre
temporairement réduit et présente des fluctuatilams les premieres minutes post
exercice. En plus de cette fluctuation, le mandétudes, les différences de marqueurs

et de types d’analyses utilisés, pourraient avatribué a la disparité des résultats. En

~+

ce qui concerne le comportement des antioxydantémanse aux efforts mixtes, il es
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eégalement versatiles (Subudhi et al. 2001, Chaag 8002, Schroder et al. 2001,

Kingsley et al. 2005, Ascensao et al. 2007, Magadlet al. 2007).

2.3 Mécanismes probables de la fluctuabilité des aoxydants a I'effort

Entre les analyses immédiates et tardives (quelquiesites) apres les efforts, des
inversions du comportement des antioxydants ontcétéstatées (Inal et al. 2001,
Michailidis et al. 2007). Plusieurs explicationst a&té avancées pour justifier les
fluctuations observées, dont l'utilisation des exydants dans la lutte contre les ERO,
mais aussi par leurs interactions avec d’autrasxytants, ou a cause de leur transport
entre différents compartiments. Ainsi I'évolutioagp exercice des vitamines C, GSH et
Gpx est étroitement liee et a été corrélée auxcezdide dommages musculaires
(Hargreaves et al. 2002a et 2002b, Marlin et @220argaritis et al. 2003). Dés l'arrét
de l'effort, une augmentation de I'activité des GQmurrait contribuer a l'interruption
de la chaine de peroxydation lipidique et a dimines GSH (Elosua et al. 2003), la
vitamine E serait également utilisée (Vasankariakt1997, Aguilo et al. 2005,
Mastaloudis et al. 2001, 2004a). La possible régdiod de la vitamine E par la
vitamine C elle-méme régénérée par les GSH, doitnsa contribution aux
modifications observées (Hargreaves et al. 200R2b)plus des interactions possibles,
I'exercice qui active la lipoprotéine lipase poitr@rovoquer un transfert simultané de
vitamine E et A de la circulation vers les tiss@®gtenbrug et al. 1997), alors que les
tissus pourraient fournir la circulation en cesamitnes, pour aider a régénérer ou a
économiser les autres composants du systeme desdéatioxydant (Fisher-Wellman
et al. 2009). La diminution du volume plasmatiget également invoquée dans la
littérature pour justifier les fluctuations obsezgéa I'effort (Clarkson et al. 2000,

Hellsten et al. 2001).
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[ll. Niveau d’entrainement des sujets et stress oxdant au repos et a I'effort:

1. Effet de I'entrainement aérobie

1.1. Effet sur les parameétres oxydants et antioxyads au repos:

Des sujets entrainés présentent par rapport aétEnires des niveaux sanguins en
oxydants (MDA, DC, PC et 8-OHdG) significativementérieurs (Asami et al. 1998,
Vasankari et al. 2000, Elosua et al. 2003, Metiale2003, Fatouros et al. 2004, Knez
et al. 2007, Bloomer et al. 2008) et en antioxyslgmitamines C et E, acide urique,
SOD, Gpx, GR, CAT, lag phase des DC, GSH) sigrifiement supérieurs (Tessier et
al. 1995, Brites et al. 1999, Miyazaki et al. 20B%elson et al. 2002, Metin et al. 2003,
Elosua et al. 2003, Knez et al. 2007, Elokda et2@D7, Douris et al. 2009). Ces
résultats refletent une activité antioxydante gmse tant endogénes gu’exogenes, plus
performante et une moindre oxydation chez les idd entrainés. Ceci se Vvérifie
méme chez des athlétes d'ultra endurance dontdiesnes d’entrainements sont trés
élevés, ou apres des périodes de compétitionsudeepts mois (Ginsburg et al. 2001,
Kaikkonen et al. 2002, Tauler et al. 2006a, Knezakt 2007). Plus le degré
d’entrainement ou de condition physique est éleivéneilleures pourraient étre les
protections (Niess et al. 1996, Metin et al. 200®)utefois a partir d’'un certain niveau
d’entrainement des effets supplémentaires poutréiem difficiles a obteni(Pialoux et

al. 2006). Le désentrainement pourrait annuleradeptations (Fatouros et al. 2004) et
le surentrainement pourrait déprimer les défenatiexydantes (Palazzetti et al. 2003,
Radak et al. 2008a).

1.2. Effet sur les parametres oxydants et antioxyats a I'effort:

Des sujets entrainés comparés a des sujets nainéstr présentent immédiatement et
15 minutes aprés des efforts aérobies, des niveanguins de TBARS, MDA et DC

significativement inférieurs et de GSH, SOD etx@Gignificativement supérieurs
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(Niess et al. 1996, Miyazaki et al. 2001, Elosuaalet2003, Fatouros et al. 2004,
Pittaluga et al. 2006). Néanmoins, toutes les &tude présentent pas des évolutions
significatives (Rahnama et al. 2007). En cas derdtainement, le systéme de défense
antioxydant pourrait étre dépassé dans sa capieiféire face au stress oxydant di a
I'effort aérobie (Knez et al. 2007).

2. Effet de I'entrainement anaérobie

2.1. Effet sur les paramétres oxydants et antioxyads au repos:

L’entrainement en anaérobie a dominante lactigggalémontré capable d’augmenter
les antioxydants musculaires (SOD, Gpx, GR) etlidénuer les niveaux sanguins de
DC et TBARS (Hellsten et al. 1996, Ortenblad etl&97, Chang et al. 2002, Bloomer
et al. 2004, Bloomer et al. 2008). Les exerciceaéawbies peuvent induire une
activation redox sensible de facteurs de transonptomme les NFkB qui activent la
production d’antioxydants endogénes (Gpx, CAT, SOBSH), et renforcent
'organisme contre de nouvelles agressions oxydsati{di et al. 2002, Wilber et al.
2004, Cuevas et al. 2005, Bloomer et al. 2006).e@éant, toutes les études ne
constatent pas d’influence sur les niveaux de repo®xydants ou en antioxydants
(Hellsten et al. 1996, Ramel et al. 2004 a et l&xtdines publications font état d'une
diminution des défenses antioxydantes de I'orgaejsyai pourrait étre due a un exces
de production de RL par effet cumulatif des exerianaérobies et de I'hypoxie qu'ils
provoquent, entrainant une augmentation du fluxytiene vers les mitochondries lors
de la réoxygénation (Liu et al. 2005, Pialoux et2406). Dans certaines limites, il
parait donc possible que I'entrainement en ana@qmlisse résulter en des atténuations

du stress oxydant de repos, similaires a cellded&ainement aérobie.
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2.2. Effet sur les paramétres oxydants et antioxyaas a I'effort:

Des diminutions de production en oxydants (DC, TEARIDA, LOOH) a l'effort
anaérobie & dominante lactique ont été constatées|'effet de I'entrainement (Bailey
et al. 2001, Vincent et al. 2002, Chang et al. 20R@mel et al. 2004 a et b). Les
exercices anaérobies pourraient contribuer a augméss défenses antioxydantes de
repos et a réduire la génération des oxydants peredapres I'exercice (Bloomer et al.
2004, Bloomer et al. 2008 et 2009). Des judokas kigrainés démontrent méme une
diminution des niveaux de DC et une augmentation a@fenses antioxydantes (lag
phase des DC et acide urique) au cours d'une cdtopéstimulée (Finaud et al.
2006a). Le fait d'étre entrainé en endurance (aéyotu en musculation (anaérobie
lactique) ne parait présenter aucun avantage,reretde prévention du stress oxydant a
I'effort anaérobie (Ramel et al. 2004 a et b)xikée aussi des études qui ne démontrent
aucun effet de I'entrainement sur le comportemestakydants (MDA, LOOH) ou des
antioxydants (SOD, Gpx, vitamines E et A) a l'effanaérobie (Chang et al. 2002,
Viitala et al. 2004, Ramel et al. 2004 a et b, Bait al. 2004 et 2007).

Nous constatons un manque d’études, les résuttatsrgluencés par des différences de
méthodologies et par la fluctuabilité des antioxyda toutefois la possibilité d’'une
atténuation du stress oxydant a l'effort, partfamement anaérobie, a été démontrée.
IV Le stress oxydant et le judo

En compétition la durée totale d’'un combat qui uagu’a la limite des 5 minutes
effectives est en moyenne de 7 min 20 répartiedesnintervalles de combat de 18
secondes, séparés par des repos de 1.5 a 10 sedangmrtant du principe que chacun
des assauts est effectué a grande intensité,uetigtation temporelle des combats de
judo dénonce un effort anaérobie a forte composkattigue (Sikorsky et al. 1984,

Castarlenas et al. 1997). La moyenne de 203 conimaimationaux arrivés au terme
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des 5 minutes est de 16;2 2,6 mmole/l, avec des résultats qui varienteeBtet 20
mmole/l (Sikorsky et al. 1991). La composante peti du judo de compétition est donc
importante (Majean et al. 1986b).

A I'entrainement effectué par des élites, un ran(tmmbat d’entrainement) debout de
5 minutes produit en moyenne 122.6 mmole/l de lactate, une période de 15 minutes
de uchi-komi (répétition de techniques debout gangection) rapides en intermittence
(10" uchi-komi, repos 20”) en produit 14# 2.3 mmole/l, un travail de nage-komi
(projections) de 1 minute en produit 13#4 1.5 mmole/l, un travail de sortie
d'immobilisation au sol en produit 102992 mmole/l, et 5 minutes de randori au sol en
produit 9.1 £2.6 mmole/l (Sikorsky et al. 1984, jp&n et al. 1986a). Ceci illustre le
caractéere lactigue des systemes d’entrainementdie(Majean et al. 1986a, Thomas et
al. 1990, El Abed et al. 2009). Toutefois exécutésdorme continue, les exercices de
combats d’entrainement ou de répétitions pourrgpenduire des niveaux plus faibles
de lactate entre 5.2 £ 2.3 a 9.1 + 2.6 mmole/Id&Ky et al. 1984), ce qui confere aux
entrainements de judo un caractére mixte (anaégeitaérobie). Les sports collectifs et
d’autres sports possédant une composante mixt@¢naosts, escalade) ont été I'objet de
peu d’études en relation avec le stress oxydana(i et al. 2006abc, Fisher-Wellman
et al. 2009).

A l'occasion d’un_entrainement de judo de 2 he(i®s d’échauffement, 20’ d’attaques

répétées, 70’ de combats d’entrainement et 15etur au calme), a des FC moyennes
de 128.8 £ 12.0 bpm et des FC max de 180.5 = 1410, lWes judokas entrainés
présentent une augmentation significative de lgp@mtoon et de la quantité d’ERO
produite par les neutrophiles (Chinda et al. 2008jra et al. 2005). Des actions
musculaires de type isométrique et excentrique gossibles lors d’'un entrainement de

judo, pendant les immobilisations, les prises delgdes défenses en clés de bras; qui
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impliquent principalement les muscles des avans,litas bras et du dos. Les résultats
des études sur l'effort isométrique sont peu nombret suggérent une possible
induction de la production de xanthine oxydasengipalement due aux épisodes
d’'ischémie-reperfusion (Bloomer et al. 2004), aursalesquels une augmentation de la
peroxydation lipidique et une diminution de la ceip@ antioxydante est possible de
forme transitoire(Bloomer et al. 2004, Bloomer et al. 2007b, FisWaHman et al.
20009).

A contre courant des résultats précédents, dekasdde sexe masculin bien entrainés
ont été prélevés (sang) a l'occasion d’'une compgtistimulée de 5 combats de 5
minutes séparés par 30 minutes de pauses. La dtiompét produit une diminution
significative du taux maximum de production des &Q@ine augmentation significative
du temps de lag phase des DC et des concentratiaosle urique. Ceci indique un
possible effet antioxydant de la compétition (Fuohat al. 2006a). Des judokas élites
présentent sous l'effet d’'un entrainement de junh@ activité des enzymes antioxydants
SOD, CAT, Gpx salivaires significativement augmente qui pourrait représenter une
adaptation protectrice contre I'oxydation (Cava®let2005). En conclusion, au terme
d’'un entrainement de judo, une augmentation daexaulants enzymatiques salivaires
et des oxydants lié a l'inflammation a été constaté comportement de paramétres
oxydants et antioxydants au niveau sanguin n’apast encore été étudié dans ces
circonstances.

Le stress oxydant dO a [l'effort pourrait étre ad¢eénpar I'accumulation des
entrainements et occasionner au corps un étatid@&ment tel qu'il serait susceptible
de compromettre la santé des individus (Evelo el@92, Palazzetti et al. 2003, De
Moffarts et al. 2007, Radak Z et al. 2008a). Despldes apports inappropriés en

antioxydants nutritionnels, combinés a des chaélgstes d’entrainements pourraient
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faciliter I'apparition de déséquilibres dans I'harsésie redox (Kirschvink et al. 2008).
Ceci pourrait étre prévenu par une optimisatiorl’aléementation, particulierement en
augmentant les contenus nutritionnels en antioxgd@sina et al. 2000) ou en utilisant
une combinaison d’antioxydants (Bloomer et al. 2006eixeira et al. 2009b). Les
recherches ont également porté sur le réle dessgialimentaires, en particulier les
acides gras polyinsaturés de longue chaine n-3 (AGPn-3) qui jouent un réle
important sur la santé humaine (Schmidt et al. 200&hrbach 2009). Toutefois, les
résultats des études sont insuffisants et contmdds. Les judokas qui sont
régulierement confrontés a des efforts mixtes ateobies lactiques représentent donc

une population propice pour des études sur cesatigumes.
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Chapitre lll Stress oxydant et supplémentation

I. Intérét de la supplémentation en AGPI-LC n-3

1. Définition et nomenclature des Acides Gras (AG):

Les acides gras sont une famille de molécules &ars€es par une structure chimique
de base identique, constituée d'une chaine hydsonae (aliphatique) hydrophobe
saturée ou insaturée, pourvue d'une fonction cadimue terminale hydrophile
(Koolman et al. 1999). lls possédent une extrémmitéthyle liposoluble souvent
désignée de extrémité omégadu n) et une extrémité carboxyle hydrosoluble sotiv
désignée de extrémité deltd)( Dans la nomenclature internationale normaliség d
acides gras, le carbone du groupement carboxyldgoegburs noté 1 et les autres
carbones suivent par numéro d'ordre. |l existe |gdeanent, une deuxieme
nomenclature souvent désignée d’oméga, utiliséamnmoent par les nutritionnistes,
dans laquelle c’est le premier carbone du groupémedthyle qui est noté 1. Par
ailleurs, les acides gras font I'objet, depuis to¥gytemps, d’'une nomenclature usuelle.
Ainsi, I'acide gras portant le nom usuel d’acideolgique est noté C18:2(9,12) et est
appelé acide grasis,cis-9,12-octadécadiénoique dans la nomenclature atiernale,
car il possede 18 carbones et 2 doubles liaisanmemiére entre les carbones 9 et 10 et
la deuxiéme entre les carbones 12 et 13. Sur bada domenclature oméga, I'acide
linoléigue est noté C18:2 n-6, 9 ou C18-B, 9. En général seule l'indication relative a
la position de la premiere double liaison par rappa groupement méthyle terminal est
suffisante, car elle permet de différencier ledesigras polyinsaturés (AGPI) par
séries. L'acide linoléigue est donc usuellemené&it8:2 n-6 ou C18:3-6 et peut étre
classés comme appartenant a la série des AGPI ofnég® ou n-6) (Cuvelier et al.
2004). Comme représenté dans le Tableau 2, legsagichs different entre eux non

seulement par la longueur de la chaine carbonés,aussi par le nombre, la position et

Page 70



la structure spatialecis, trans) des doubles liaisons. Les acides gras sont cémsich

chaine longue, quand ils atteignent 16 ou pluscdatdmes de carbone.

Tableau 2 Nomenclature (normalisée et oméga) desipcipaux acides gras, avec leurs noms usuels
et normalisés, ainsi que leurs abréviations

Nom usuel (normalisé) abréviation Symbole normalis&ymbole
omega

Saturés :

Palmitique(Hexadécanoique) Cl6o

StéariqugOctadécanoique) C180p

Monoinsaturé :

Oléique(cis-9-octadécénoique) C181(9) Cl81w-9

Polyinsaturés :

Linoléique(cis,cis-9,12-octadécadiénoique) LA C182(9,12) Cl182w -6

y-linolénique(cis,cis,cis-6,9,12-octadécatriénoique) GLA | C183(6,9,12) C1830 -6

a-linolénique(ciscis,cis-9,12,15-octadécatriénoique)ALA| C183(9,12,15) C183w0-3

(5,8,11 eicosatriénoiqueyA C203(5,8,11) C2030-9

Dihomo-gama-linoléniques,11,14-eicosatetriénoique)| C203(8,11,14) C203w0 -6

DGLA

Arachidoniqugcisciscis,cis-5,8,11,14- C204(5,8,11,14) C204 0 -6

icosatétraénoique) ARA

(cisciscisciscis-5,8,11,14,17icosapentaénoiquerPA | C205(5,8,11,14,17) | C2050 -3

(4,7,10,13,16docosapentaénoiqueipA C225(4,7,10,13,16) | C225w -6

(ciscisciscisciscis-4,7,10,13,16,1@0cosahexaénoique

DHA C22:64,7,10,13,16,19)| C226® -3

2. Biosynthese des acides gras polyinsaturés a loeg chaines (AGPI-LC) et
implications sur leur répartition dans I'organisme:

L’étre humain peut synthétiser des acides graslipagenese a partir de I'acétylCoA et
aboutir a la formation d’acide palmitique (16:0) geut subir une élongation en acide
stéarique (18:0). L'introduction d’une double laisentre le C-9 et le C-10 de I'acide
stéarique grace a une delta-9-désaturase, contdufoemation d’acide oléique (18:1 n-
9). Seules les plantes possédent I'équipement eatiyme (désaturases) nécessaire pour
introduire des doubles liaisons additionnelles ein sle I'acide oléique, et le convertir
en acide linoléique (18:2 n-6), puis en acidiénolénique (18:3 n-3) (Delarue 2000,
Nakamura et al. 2004), qui doivent étre obligaimient fournis par I'alimentation et
justifie leur nom d’AG essentiels (Schaefer 20023r étapes successives d’élongation

et de désaturation (delta 5 et delta 6) de l'acid&ue (n-9), de I'acide linoléique (n-6)
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ou de l'acidea-linolénique (n-3), d'autres AGPI de série n-9, eitn-3 pourront étre
produits suivant l'ordre présenté dans le TablealA 2itre d’exemple, I'acidea-
linolénique (18:4 n3) alimentaire pourra étre aigme des AGPI de la série n-3 que
sont 'EPA (20:5 n-3) et le DHA (22:6 n-3); quantEPA fourni par I'alimentation, il
pourra également étre a l'origine de la synthes®dA (Qiu 2003). Les AGPI des
séries n-9, n-6 et n-3, a différents niveaux de feumation, entrent en compétition
comme substrats des enzymes qui leurs sont comf{Deterue 2000, Vaz et al. 2006).
Un apport élevé en acide linoléique ou en ARA, @agpagne d’'une diminution de la
formation d’'EPA et de DHA; a I'inverse, I'acidelinolénique, 'EPA et/ou le DHA, en
quantités élevées diminuent la formation d’ARA @®M6) (Kinsella et al. 1990,
Delarue 2000). En conséquence de cette lutte pesiredzymes communs, seule une
partie de I'acides- linoléniqgue consommeé sera convertie en EPA doitansformation
en DHA sera encore plus réduite pour les mémesnsi@Nillard et al. 2001, D’Andrea
et al. 2002). L’activité des enzymes et leur affimvec les précurseurs des AGPI des
différentes séries, est sujette a de nombreuseenes, comme le genre (Alessandri et
al. 2008, Extrier et al. 2009), l'activité physigu#ori et al. 2004), I'équilibre
alimentaire, le tabagisme, le type et les concéatra des différents AG, le ratio entre
les AGPI (Emken et al. 1994, Calder 1997, Brenn@d32. L’apport alimentaire
d’ARA, d’EPA ou de DHA ne produit pas les mémestffqu’'un apport équivalent
d’acide linoléique ou d’acide-linolénique, car il n'y aura pas le court-circai¢ la
régulation enzymatique (Delarue 2000). La répartitdes AGPI dans l'organisme
dépendra de I'ensemble de ces régulations et mfkge

3. Importance de la consommation des AGPI n-3

La proportion des AG de I'alimentation influenceddixation. Un apport plus élevé en

AG n-6 gqu'en AG n-3 caractérise l'alimentation atmmtale et s’accompagne d'une
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diminution de la proportion d’EPA et de DHA (Mataet al. 1998, Delarue 2000,
Helge et al. 2001). Le ratio n-6/n-3 des personges vécurent dans la période
précédant I'industrialisation était de I'ordre da 2 pour 1. Avec l'industrialisation, il y
a eu une augmentation progressive de ce ratiogipalement a cause de la production
d’huiles riches en acide linoléique et a la dimimmitde l'ingestion de fruits et de
verdures (Martin et al. 2006). Ce processus s'estlaré dans les 50 dernieres années
par un encouragement a la consommation de cér@abes augmenter I'apport en
fibres) et de margarines végétales (pour réduireotssommation en AG saturés), qui
sont riches en AG n-6. La consommation de verdatete poissons gras étant restée
faible, ceci a eu pour conséquence une augmengioatio n-6/n-3, dans certains pays
jusque 10-20 pour 1. Une alimentation trop riche ABPI n-6 favorise un état
physiologique de pro-thrombose, pro-agrégation;ipilammation, pro-oxydation et
est souvent associée a une augmentation des risgeescancer, maladies
cardiovasculaires, allergies, diabéte, ... (Cal@8@6, Simopoulos 2007). Une bonne
partie de I'explication des causes de ces maladiéside dans [laltération du
fonctionnement des membranes cellulaires, soutet’ehronique du stress oxydant et
de l'inflammation (Leaf et al. 1987, Simopoulos 20§ 2007, Rohrbach 2009). Les
AGPI n-3 ingérés par I'humain, principalement 'EPé&t le DHA, remplacent
partiellement les AGPI n-6 et plus particulierem&ARA dans les membranes des
cellules. Ces changements de composition membeaimaluisent une diminution de la
virulence des agents pro-inflammatoires, des nived& stress oxydant et ont été
associés a des actions anti-thrombotiques, artiaigues, hypolipidémiques, et anti
prolifératives; avec des effets bénéfiques sur haaladies cardiovasculaires,
I'hypertension, le diabete, I'obésité et le canéltori et al. 2004, Calders 2006,

Simopoulos 2007).Une réduction de plus de 50% du taux de maladies
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cardiovasculaires, chez de grands consommateyssisgon comparés a des sujets qui
n'en consomment pas, a été constatée dans des épidiemiologiques sur de larges
populations observées pendant plusieurs décenniesirodes populations qui comme
les esquimaux consomment naturellement beaucoygidsons gras (Kromhout et al.
1985 et 1989, Daviglus et al. 1997, Richard eR@08). Les bénéfices de la réduction
du ratio n-6/ n-3 de l'alimentation moderne, serhisimilaires a ceux de l'activité
physigue et opposés a ceux du vieillissement, riségalement été suggérés par les
résultats d’études cliniques tant sur des sujetsrgaires sains ou malades que chez des
sujets entrainés (Helge et al. 2001, Simopoulo§ 200
4. Effets de la supplémentation en AGPI-LC n-3

4.1 Au repos
La supplémentation sous forme d’huile de poissoR)(kdontenant de 0.32 a 5.9 ¢
d’AGPI-LC n-3 par jour, pendant 2 a 24 semainesnet une élévation significative
des niveaux sanguins, érythrocytaires, ou plagoestaen AGPI n-3, et est
accompagnée d’'une diminution significative des aiwed’AGPI n-6 (AL et de ARA)
(Guezennec et al. 1989, Agren et al. 1991, Oostgnér al. 1997, Raastad et al. 1997,
Foulon et al. 1999, Yaqoob et al. 2000, Toft e28DQ Conquer et al. 2002, Poppitt et
al. 2005, Cao et al. 2006, Bortolotti et al. 2087Adrade et al. 2007, Hill et al. 2007b,
Malaguti et al. 2008, Peoples et al. 2008, Bucklegl. 2009Bloomer et al. 2009).
Chez des sédentaires, des suppléments en AGPId.@hbeu un impact significatif sur
la diminution de la tension artérielle (PA) de repde la FC de repos et de la variabilité
de la FC lors des changements de position (asslseb&iut), sur 'augmentation de la
sensibilité a I'insuline et la prévention de I'hygbgcémie (Metha et al. 1988, Suzuki et
al. 1998, Sakamoto et al. 2000, Helge et al. 2QQ2063, Yehuda et al. 2002, Mori et

al. 2003, Delarue et al. 2003, O’Keefe et al. 208G opoulos 2007). Ces auteurs ont

Page 74



attribué ces adaptations a 'augmentation de lard@tbilité des membranes cellulaires
associée a une plus grande incorporation des AGP| aqui pourrait avoir des
répercussions positives sur la réception aux hoesionaux enzymes, aux
neurotransmetteurs. D’autres études ne constatntdjeffets des AGPI n-3 sur le
ceeur, la circulation et la sensibilité a I'insulif@ostenbrug et al. 1997, Dunstand et al.
1997, Huffman et al. 2004, Walser et al. 2006, €8te et al. 2006, Bortolotti et al.
2007, Walser et al. 2008).

Chez des sédentaires, les concentrations plasreatigju AG non estérifies (AGNE),
triglycérides (TG), cholestérol total, LDL et HDLensont pas affectées par un
supplément en HP (0.8 a 9 g/j d’AGPI-LC n-3, peridaa 14 semaines) (Vacek et al.
1989, Metha et al. 1988, Agren et al. 1991, Delaual. 2003, O’Keefe et al. 2006,
Bortolotti et al. 2007). D’autres études dans desddions similaires constatent une
diminution des TG, des AGNE et une augmentatiogattines subfractions des HDL
(Vacek et al. 1989, Warner et al. 1989, Metha ef1@88, Singer et al. 1990, Agren et
al. 1991, Bellisola et al. 1992, Harris et al. 1993alachas et al. 1994, Dagnelie et al.
1994, Dunstand et al. 1997, Thomas et al. 2000k€2001, Huffman et al. 2004).

Il est probable que des différences entre les étpdessent avoir influencé les résultats,
comme les quantités administrées ou la contributitative des EPA et DHA dont le
ratio varie en fonction du type de supplément oyaisson utilisés (Calder 2006, Hill
et al. 2007a, Poprzecki et al. 2009, McAnulty ef8él10).

Chez des individus sains entrainés, sous l'effetHiié (0.65 a 4 g/j d’AGPI-LC n-3,
pendant 1 a 14 semaines), les TG diminuent oumedent pas, sans influence sur les
niveaux de cholestérol total, LDL ou HDL (Brilla e. 1990, Agren et al. 1991,

Huffman et al. 2004, Poprzecki et al. 2009).
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En conclusion, au repos, leffet des apports erPAG-3 sur les lipides, parait plus

susceptible de se produire sur des sujets sédesgitgine sur des sujets sains entrainés
chez lesquels seuls les TG sont susceptibles dawkm

4.2 A l'exercice
Des suppléments en HP (0.32 a 5.4 g/j d’AGPI-LC pehdant 6 a 12 semaines) ont eu
un impact significatif sur la diminution des risgud’arythmie, la diminution de la
tension artérielle (PA) d’effort, et 'augmentatiatu volume d’éjection systolique
(Guezennec et al. 1989, Metha et al. 1988, Naialetl997, Kimura et al. 1998,
Aguilaniu et al. 1998, Sakamoto et al. 2000, Jedkgm et al. 2004, O’Keefe et al.
2006, Walser et al. 2006, Hill et al. 2007, Nintak 2008, Walser et al. 2008, Malaguti
et al. 2008, Peoples et al. 2008, Buckley et ab920Ces adaptations pourraient étre
dues a une augmentation de la fluidité des membraleel’activité parasympathique et
a une régulation de la production d’oxyde nitrigid0O), qui contribuent pour un
meilleur transport du sang (Guezennec et al. 1888ilaniu et al. 1998, Jeukendrup et
al. 2004, Malaguti et al. 2008, Poprzecki et al.090 L'augmentation de la
déformabilité des membranes cellulaires associémea plus grande consommation
d’AGPI n-3, peut également avoir des répercussjpostives sur la sensibilité aux
hormones, aux enzymes, aux neurotransmetteurspletant expliquer la meilleure
gestion du flux de substrats énergétiques versmlescles, constatée dans différents
études (Andersson et al. 2000, Delarue et al. 2808¢poulos 2007). Malgré tous ces
bénéfices sur la circulation et la fourniture d'égie, les suppléments en oméga 3 (0.65
a 4.4 glj d’AGPI-LC n-3, avec ou sans vitamines ggndant 5 a 10 semaines),
n’'obtiennent aucune évolution de la performancetsmo(VO2max, du seuil anaérobie,

épreuves spécifiques) (Brilla et al. 1990, Raastadl. 1997, Oostenbrug et al. 1997,
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Huffman et al. 2004, Jeukendrup et al. 2004, Buckleal. 2008, Peoples et al. 2008,
Poprzecki et al. 2009, Bloomer et al 2009).

Quand des sédentaires se soumettent a un effotti@aénodéré, un supplément en HP
(0.8 a 1.8 g/j d’AGPI-LC n-3, pendant 2 a 8 semglna’'affecte pas les niveaux
plasmatiques d’AGNE, de TG, et de cholestérol tdt8lL ou HDL (O’Keefe et al.
2006, Bortolotti et al. 2007). Des sportifs desxdsexes, supplémentés en HP (0.65 a 4
g/j d’AGPI-LC n-3, pendant 4 & 6 semaines), lorsindeffort aérobie modéré ne
présentent pas de différence d’évolution des T®ledtérol total, HDL et LDL, alors
que les AGNE augmentent significativement (Huffnetnal. 2004, Poprzecki et al.
2009). Cette augmentation de la disponibilité d&NE dans la circulation a I'effort,
pourrait augmenter I'utilisation des graisses, dimer la consommation de glycogene et
améliorer la performance d’endurance (Watson e2@05 b et c). En_conclusion,
hormis les AGNE chez les sujets entrainés, les |éommts en AGPI n-3 sont peu
susceptibles d'altérer le comportement des lipideeffort aérobie chez I'humain,
I'effort anaérobie n’ayant a notre connaissancegpagtudié.

5. Effets de la supplémentation en AGPI n-3 sur lesxydants et les antioxydants
L'inflammation fait partie de la réponse immeédidte corps a I'infection, a la blessure,
ou au dommage tissulaire, fréquents chez le spdré§ leucocytes (granulocytes,
monocytes, et macrophages) vont avoir pour roléndiiéer les agents pathogenes, les
débris et de participer a la réparation des cealjuda produisant des oxydants puissants
et des médiateurs comme les eicosanoides, I'oxiydque, et les cytokines (Lenn et al.
2002, Calder 2006). La production des cytokinedest eicosanoides est influencée par
la composition des membranes en acides gras (A€p(le 2000, Calder 2006). Les
eicosanoides modulent lintensité et la durée dldmmation tout en stimulant la

production des cytokines, alors que les cytokimesipflammatoires (TNFe, IL-1, IL-
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6) stimulent les leucocytes des cellules endotledlia produire des radicaux libres pour
propager les conditions pro-oxydantes, avec poiet ee stimuler 'augmentation de
leur propre production et de celle des eicosanojbetarue 2000, Tilley et al. 2001,
Mori et al. 2003 et 2004, Jeukendrup et al. 2004ld€r 2006). Pour former des
eicosanoides, les acides gras ARA, EPA et DGLA §ibatés des phospholipides des
membranes et subissent une action enzymatique de-ayygénases (COX) avec
formation de prostaglandines (PG) et de thromoxdie9, ou de lipo-oxygénases
(LOX), avec formation des leucotrienes (LT) et dihyperoxydes d’AG (LOOH) qui
sont tres réactifs et peuvent contribuer aux donesmacgllulaires provenant de la
peroxydation des lipides (Delarue 2000, Williaetsal. 2000, Soberman et al. 2003,
Helliwell et al. 2004, Krotzt al. 2005, Calders 2006). Les eicosanoides (IPk32,
TX2 et hydroperoxydes) produits a partir de 'ARAGPI n-6) provoquent une réponse
inflammatoire, oxydante et cardiovasculaire biamsgdbrte que ceux issus de 'EPA ou
du DGLA (Watanabe et al. 1994, Calder 1997, Del&@@0O, Mori et al. 2004, Kroiet

al. 2005, Martin et al. 2006, Calders 2006, Simdp®12007). La supplémentation en
AGPI n-3 augmente la production des eicosanoidaeside 'EPA (PG3, TX3, LT5, et
hydroperoxydes) qui provoquent des réponses mamsopcées que les sous produits
de 'ARA (Lenn et al. 2002, Krétet al. 2005, Calders 2006, Simopoulos 2007, Andrade
et al. 2007, Richard et al. 2008).

Si l'action antagoniste des AGPI n3 au métabolisited’ARA pourrait étre la clé de
leurs effets anti-inflammatoires et antioxydantauttes explications ont été avancées,
comme l'action directe des AGPI n-3 sur certaingdaxits dont le MDA (Barbosa et al.
2003, Mori et al. 2003, El-Mesery et al. 2009),latr influence sur la régulation
génétique de la production des oxydants et deoxamtants (Ferrante et al. 1994,

Delarue 2000, Tilley et al. 2001, Mori et al. 20632004, Andrade et al. 2007, Hill et
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al. 2007a, Lee et al. 2008, Richard et al. 2008IEsery et al. 2009). L'assemblage des
n-3 pourrait rendre leurs doubles liaisons moingessibles aux RL (Mori et al. 2003,
Richard et al. 2008). D’autres groupes de médiatdtEsolvines, docosatrienes et
neuroprotectines) formés a partir de 'EPA et duAidar les cyclo-oxygénases
pourraient exercer des actions anti-inflammatqi@sder 2006, Rao et al. 2007).

5.1 Au repos
Au repos, des suppléments en d’AGPI-LC n-3 (1.54adg4, pendant 3 a 12 semaines)
ont été démontrés capables de diminuer les eicakEndérivés de I'’ARA et de réduire
la production de RL par les leucocytes in vitro {Meet al. 1988, Endres et al. 1989,
Fisher et al. 1990, Sirtori et al.1992, Meydanaletl993, Ferrante et al. 1994, Chen et
al. 1994, Varming et al. 1995, Hughes et al. 1%#&ghey et al. 1996, Purasiri 1997,
Calder 1997, Delarue 2000, Toft et al. 2000, Leinal.2002, Trebble et al. 2003, Mori
et al. 2003 et 2004, Calder 2006). Dans des camditsimilaires, une augmentation de
la production de PG3, TX3, LT5, et d’hydroperoxydks la série 5 a également été
constatée (Metha et al. 1988, Toft et al. 2000l étilal. 2007a). Ces adaptations sont
également constatées chez des sportifs (Andraale 2007, Hill et al. 2007a, Malaguti
et al. 2008, Bloomer et al 2009). D’autres étudebtiennent pas d’effets (Sirtori et
al.1992, Guarini et al. 1998, Toft et al. 2000, hext al. 2002, Mori et al. 2003, Calder
2006, Hill et al. 2007a).
Il est probable que des différences et des limitatidans les méthodologies employées,
puissent avoir influencé les résultats du stresglant, lors de la supplémentation en
AGPI-LC n-3 (Mori et al. 2003, Calder 2006, Hill etl. 2007a). La présence
concomitante d’antioxydants dans le produit richéA&PI n-3 utilisé (Lee et al 2008),

la contribution relative des EPA et DHA dont leisavarie en fonction du type de
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supplément utilisés (Calder 2006, Hill et al. 200Paprzecki et al. 2009), pourraient
justifier les différences de résultats entre lesiés.

Concernant les effets de la supplémentation en sw3 les parameétres oxydants
sanguins, nous constatons qu’'un supplément en HPA17.7 g/j d’AGPI-LC n-3,
pendant 3 & 24 semaines) induit des élévationsifisafives des indices de
peroxydation lipidique (MDA, TBARS, oxydation desDL), chez des sujets

sédentaires en bonne santé (Haglund et al. 199t,elNal. 1993, Oostenbrug et al.

1994, Allard et al. 1997, Foulon et al. 1999). Eeftisceptibilité a la peroxydation
lipidique pourrait augmenter avec la dose et laédude la supplémentation en n-3
(Palozza et al.1996). Quand les sujets présenentéthts pathologiques susceptibles
d’augmenter les niveaux d’oxydation, sous leffetsdn-3, les indicateurs de la
peroxydation lipidique (F2 isoprostanes, MDA, DCYyésentent des résultats
majoritairement en faveur d’une diminutigilivieri et al.1988, Suzukawa et al. 1995,
McGrath et al. 1996, Mori et al. 2000, Higdon et2400 et 2001, Kesavulu et al. 2002,
Pedersen et al. 2003, Kew et al. 2003, Shidfat. 083, Barbosa et al. 2003, Mori et
al. 2003, Nakamura et al. 2005, Sijben et al. 2@HViesery et al. 2009). Cependant
les résultats restent contradictoires (Yaqoob e2@D0, Mori et al. 2000, Lenn et al.
2002, Thorlaksdottir et al. 2006, Rohrbach 20093 @tt sujet a une grande variété de
facteurs qui peuvent interférer sur les résultétsbaés aux n-3, comme la présence
concomitante d’'acide oléique, d’AGNE ou de vitamsinegqui sont susceptibles
d’'influencer l'accessibilité des RL et les défenaasioxydantes endogénes (Mataix et
al. 1998, Yaqoob et al. 2000, Lenn et al. 2002s9de0 et al. 2002, Benitez et al. 2002,
Watson et al. 2005b et c). Il a été démontré gsiaration de stress oxydant élevé, les
AGPI n-3 peuvent étre pro-oxydants si I'alimentatest normale et antioxydants si elle

est hypocalorique (Bhattacharya et al. 2003, Eldwest al. 2009).
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Des _sportifs ayant consommé de 0.65 a 4.4 g/j d'AGPn-3, pendant 3 a 6 semaines,
ne mettent en évidence aucun effets sur les paresnatydants (MDA, PC, NO, @,
xanthine oxydase) au repos (Poprzecki et al. 2808ymer et al. 2009). Une étude
constate 'augmentation des F-2 isoprostanes (Mitarat al. 2010) et une autre la
diminution du taux d’oxydation des DC (Oostenbrugle1997).

L’étude des antioxydants, chez des sédentaires sajpplémentés en HP (1.8 a 4 g/j

d’AGPI-LC n-3, pendant 3 a 12 semaines) constaéelorsque les niveaux d’oxydation
augmentent, les antioxydants endogenes (GSH, lagephont tendance a diminuer
(Bellisola et al. 1992, Oostenbrug et al. 1994, |60t al. 1999). Par contre, lorsque
les niveaux d’oxydation ne changent pas, ils ontdamce a augmenter (Gpx, CAT,
SOD) (Olivieri et al.1988, Yaqoob et al. 2000, hest al. 2002, Kesavulu et al. 2002,
Barbosa et al. 2003, Wheaton et al. 2003, Thorlatikiseet al. 2006, Simopoulos 2007).
Quant aux sportifs, avec 0.65 a 4.4 g/j d’AGPI-LG,rpendant 3 a 6 semaines, ils ne
présentent aucun effet sur les SOD, CAT, Gpx, GBHGceci confirme la forte
stabilité des antioxydants endogenes dans cettalggag (Oostenbrug et al. 1997,
Malaguti et al. 2008, Poprzecki et al. 2009, Bloorteal 2009).

Le comportement des antioxydants exogenes (vitamideet E) de_sédentaires
supplémentés en AGPI n-3 (1.8 a 3.4 g/}, pendaid BO semaines) est versatile
(Haglund et al. 1991, Nair et al. 1993, McGratlaletLl996, Foulon et al. 1999, Higdon
et al. 2000, Yaqgoob et al. 2000, Higdon et al. 2Q@hn et al. 2002, Kesavulu et al.
2002, Wheaton et al. 2003, Thorlaksdottir et aD&Cet pourrait dépendre des niveaux
d’oxydation (Palozza et al.1996). Les sportifs nettent en évidence aucun effet des
AGPI n-3 sur les concentrations en vitamines A éDEstenbrug et al. 1997, Poprzecki

et al. 2009).
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En conclusion, avec des suppléments en AGPI-nBlulzart des études sur I'évolution
de linflammation démontrent le potentiel antioayd de ces acides gras, alors que
pour les indicateurs des niveaux sanguins d’oxgdatiu repos, les résultats sont
partagés. Quand le supplément en n-3 provoque wgmentation de I'oxydation, les
niveaux sanguins des antioxydants pourraient dietichez les sédentaires, les sportifs
étant peu susceptibles de présenter des altéraliolesir systeme antioxydant.
5.2 A l'exercice
Immédiatement aprés un effort aérobie, les nivatmflammation de_sportifs (aérobie

et anaérobie) ou de sédentaires supplémentés e®.BR 4.4 g/j d’AGPI-LC n-3,

pendant 2 & 6 semaines) diminuent ou ne sont paewl(Toft et al. 2000, Lenn et al.
2002, Phillips et al. 2003, Jeukendrup et al 2@)domer et al 2009).

Des sujets entrainés (aérobie, anaérobie) et suppkés en HP (0.65 a 4.4 g/j d’AGPI-

LC n-3, pendant 3 a 6 semaines), ne présentemt’ gléération significative des niveaux
sanguins en oxydants (MDA, DC, xanthine oxydade22) immédiatement, 30’ et 1h
apres l'effort aérobie modéré et maximal (Oosteglatual. 1997, Poprzecki et al. 2009,
Bloomer et al 2009). Une augmentation immédiatgigbprostanes) a toutefois été
notée dans une étude récente de McAnulty et allO20Quant aux antioxydants
(vitamines E et A, GSH, Gpx, GR, acide urique) mgppléments en AGPI n-3
n'affectent pas leur évolution aprés I'effort adeol{Oostenbrug et al. 1997, Poprzecki
et al. 2009). Le niveau d’entrainement et la contjwes en AG de I'alimentation,
peuvent indépendamment influencer le ratio n6/r8rdembranes, et ont également été
désignés comme capable d’interférer sur les résutiia stress oxydant dans les études
liées a la consommation des AGPI n-3 (Anderssoal.eR000, Helge et al. 2001 et
2003, Tanaka et al. 2003). De plus, les niveauwitlenmine E dans les membranes

mitochondriales seraient plus dépendants de lagpeate I'exercice physique que des
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guantités consommées dans I'alimentation. Paruad]de jeline, I'ingestion de caféine,
la L-carnitine, les TG, l'insuline et I'entrainentemodifient les niveaux d’AGNE et
pourraient contribuer a influencer leurs effetdatyidants (Mataix et al. 1998, Benitez
et al. 2002, Watson TA et al. 2005b, Watson TA let2805c). Nous n’avons pas
rencontré d’'études sur l'impact d’'une supplémeotaten AGPI n-3 lors d'efforts
anaérobies ou mixtes.

6. Recommandations pour la consommation des AGPI-LG-3

Il n'existe toujours pas de consensus sur la consation des n-3. Néanmoins, pour des
adultes une consommation minimum d’environ 500 owy/jd’EPA+DHA, sous la
forme de 2 portions de poissons gras par semastde gplus souvent recommandée
(Simopoulos 2007, Kris-Etherton et al. 2009, El-Blgset al. 2009). Chez le sportif, la
production accrue de radicaux libres et les traismes liés a I'exercice de haute
intensité augmenteraient les nécessités et lesnmandations devraient atteindre de 1
a 2 grammes par jours (g/j) d’AGPI-LC n-3, avec natio EPA/DHA de 2 pour 1
(Simopoulos 2007). Pour atteindre cette consommalkzosubstitution des huiles riches
en AGPI n-6 (mais, tournesol, coton, soja) par lugges pauvres en AGPI n-6 (huile
d’'olive) ou riches en AGPI n-3 (colza, carthame)aestonsommation de poissons gras,
de graines de lin, d’'algues, de verdures, ou iaailon de suppléments (huile de
poisson, huiles d'algues, concentrés d’EPA ou deApHsont recommandés
(Simopoulos 2002 et 2007).

En ce qui concerne la durée minimale ou idéalects@mmation, sur des sportifs des

augmentations significatives sont observées etcassm a des bénéfices en 3 a 6
semaines de supplémentation en oméga 3 (Oosteabalgl997,Andrade et al. 2007,

Buckley et al. 2009)_es niveaux atteints et les effets obtenus pourtgersister entre
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4 et 10 semaines aprés l'arrét du traitement (Del&000, Thies et al. 2001, Calder
2006, Cao et al. 2006).

L'effet des n-3 pourrait étre conditionné par la cessité d'un équilibre
oxydant/antioxydant, grace a un apport suffisantaetioxydants (De Moffarts et al.
2007). Quand un supplément en vitamine E est codndec celui en AGPI n-3, il est
susceptible de contrecarrer 'augmentation du stresydant constatée au repos
(Haglund et al. 1991, Nair et al. 1993, Oostenleugl. 1994, Yaqoob et al. 2000, Lenn
et al. 2002). Toujours au repos, chez des spditifiet antioxydant des AGPI n-3
pourrait étre potentialisé par I'ajout d’'un anticdeyt vitaminique (Oostenbrug et al.
1997, McAnulty et al. 2010). A I'effort aérobieajout de vitamines antioxydantes aux
AG n-3 n’exerce aucun effet ou augmente les parasentioxydants (Oostenbrug et
al. 1997, Lenn et al. 2002, McAnulty et al. 2010 potentiel des antioxydants
vitaminiques, a réduire le stress oxydant assaciésappléments en AGPI n-3, pourrait
se révéler intéressant pour assurer les effetdigéné de ces AG.

[I. Intérét de la supplémentation en antioxydants

Une partie des dommages causés aux muscles plrtlI'ehysique, sont dus a la
production de RL et pourraient étre prévenus pa aptimisation de I'alimentation,
particulierement en augmentant les contenus raririgls en antioxydants (Vina et al.
2000). Les vitamines A, C, E sont souvent assoca®s cocktails antioxydants
administrés aux sportifs, parce qu’individuellemelies ont été démontrées efficaces
dans la lutte contre le stress oxydant de cett@lptipn et qu’elles sont analysées dans
la majorité des études (Clarkson et al. 2000, Mastiés et al. 2004, Palazzeti et al.
2003, Teixeira et al. 2009a et b). Une atténuatiorstress oxydant a été démontrée
apres des efforts aérobies et anaérobies, a Bdui traitement isolé en vitamine A, C

ou E (Hartmann et al. 1995, Alessio et al. 199'htés et al. 1999 et 2003, Nieman et
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al. 2002, Bryant et al. 2003, Goldfarb et al. 2Q0ktaber et al. 2006, Keong et al. 2006,
Bryer et al. 2006, Cholewa et al. 2008, Fisher-Weh et al. 2009). Toutefois un seuil
minimal de durée et de dosage seraient nécesgAkesa et al. 2001, Viitala et al.
2004a et b, Cholewa et al. 2008, Fisher-Wellman alet2009). D’autres études
constatent une augmentation du stress oxydantd€hkil al. 2001, Bryant et al. 2003,
Mc Anulty et al. 2005b, Zhang et al. 2001, Williaresal. 2006). Sur base de leurs
révisions Kirschvink et al (2008) et Fisher-Wellmanal. (2009) concluent que les
résultats sur I'effet des suppléments en antioxiglaont partagés, et notent qu’aucun
de ces traitements ne supprime completement lssstneydant di a I'effort. Selon ces
auteurs, divers facteurs peuvent avoir influeneé tésultats, comme le degré
d’entrainement, I'alimentation des sujets, ou lasglogie et la biodisponibilité du
supplément.

1. Supplémentation en antioxydant et effort aérobie

Des sujets entrainés des deux sexes, ont été mugmes en une mixture (au moins
deux) d’antioxydants (vitamines A, C, E, Se) pendaa 12 semaines. Sous l'effet du
supplément, on constate immédiatement aprés unt efferobie (modéré, seuil et
maximal), des niveaux sanguins en oxydants (TBARBA, F-2 isoprostanes, PC)
significativement diminués, et en antioxydants egmhes (Gpx, GSH, CAT, Vit. C)
significativement augmentés, par rapport aux nixezhtenus en basal (Margaritis et
al. 2003, Mastaloudis et al. 2004a et b, Trabe62@8bomer et al. 2006a, Tauler et al.
2006b, Goldfarb et al. 2007, Davison et al. 200Achefer et al. 2007, Sureda et al.
2008). Toutefois, les résultats restent contratieso(Kanter et al. 1993, Rokitzki et al.
1994, Dawson et al. 2002, Margaritis et al. 2008/aBt et al. 2003, Mastaloudis et al.
2004a, Palazzetti et al. 2004, Davison et al. 2@&omer et al. 2006a, Tauler et al.

2006b, Goldfarb et al. 2007, Traber 2006, Davisoal. 2007).
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Au repos chez des sportifs d’endurance, malgréctiesges élevées d’entrainement
et/ou de compétitions, les niveaux sanguins desmmes A, C, E augmentent méme
qguand les quantités de suppléments sont modéréareiket al. 1993, Rokitzki et al.
1994, Hartmann et al. 1995, Pincemail et al. 200dhson et al. 2003, Mastaloudis et
al. 2004a, Tauler et al. 2006, Bloomer et al. 20@gzuilo et al. 2007, Goldfarb et al.
2007, Machefer et al. 2007), et pourrait étre safft pour maintenir les niveaux des
antioxydants et atténuer le stress oxydant (Pindernal. 2001, Margaritis et al. 2003,
Palazzetti et al. 2004). Les résultats sont toigefontradictoires (Kanter et al. 1993,
Hartmann et al. 1995, Aguilo et al. 2004, Cavaal.€2004, Tauler et al. 2006).

2. Supplémentation en antioxydant et effort anaéraie:

Des mixtures de vitamines (C, E), thé ou Se, ahuétisées pendant 2 a 6 semaines et
des atténuations des niveaux sanguins en oxyd&a@s MDA, TBARS) (Bloomer
2004b, lkeda et al. 2004, Goldfarb et al. 2005, chék et al. 2007) ou un manque de
changement (Bloomer et al. 2007d), ont été obseavi@&sccasion d’efforts anaérobies
(musculation, plongée). Le manque d’études, [#érdnces de marqueurs utilisés et de
délais dans les prélévements, ne permettent pesrbtusions.

Les niveaux de repos en oxydant de joueurs prafiessls de sport collectifs

supplémentés en une combinaison de vitamine A, E, ent présenté une diminution
significative par rapport a un groupe placebo (8dbr H et al. 2000, Zoppi et al.
2006). Pour maintenir I'équilibre redox dans lesigues plus difficiles d’'une saison
sportive dans des disciplines mixtes (aérobie, rahé), un supplément en

antioxydants pourrait donc se révéler intéressant.
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3. Effets délétéres de la polysupplémentation en taoxydant sur la performance et

la capacité antioxydante:

Toutes les études ne sont pas en faveur de lattdis des suppléments en antioxydants.
En effet, des doses élevées de vitamines C inhilbémblution de la capacité
d’endurance avec l'entrainement, par manque deukdiion de la synthése des
mitochondries (Gomez-Cabrera et al. 2005, Mac Lateal. 2007, Gomez-Cabrera et
al. 2008). Une moindre stimulation de la synthése dntioxydants endogéne sous
I'effet de I'entrainement est démontrée avec deso@gés de supplémentation en
vitamines C (Khassaf et al. 2003). Un constat simglest obtenu avec un mélange de
vitamines C et E (Fischer et al. 2006). En conséceiele la diminution de présence des
ERO qu’elle provoque, la supplémentation en antiaxys empécherait la stimulation
des transcripteurs génétiques dans le sens depfattm a I'entrainement (Mac Laren
et al. 2007, Gomez-Cabrera et al. 2008). Bloomenlet(2008), concluent que la
pratique d’'une alimentation équilibrée est probatdiet un moyen suffisant de contrdle

du stress oxydant chez le sportif.
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PROBLEMATIQUE
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Les études laissent peu de doute quant a la pliteésdune production accrue d’ERO
pendant I'exercice, d’autant plus que I'effort selpnge et qu’il augmente en intensité.
L'impact oxydatif des exercices a dominante laciguourrait étre supérieur (Lovlin et
al. 1987, Goto et al. 2003, Williams et al. 2008).ressort de notre révision de la
littérature que lorsque les charges d’entrainersent trop élevées, le stress oxydant
pourrait compromettre la santé des individus, palitrement quand les apports
nutritionnels en antioxydants sont insuffisantsuPprévenir ce type de situation, la
recherche s’est portée sur l'utilisation des afyiilants, et nous avons noté un intérét
récent de la communauté scientifique pour les ABPIn-3, qui diminueraient
linflammation et le stress oxydatif en substituales AGPI-LC n-6 dans les
membranes. Peu d’études chez 'homme ont déterhaiméeffet sur la production de
RL pendant I'exercice, et ont obtenu des résultatstradictoires (Oostenbrug et al.
1997, Lenn et al. 2002, Poprzecki et al. 2009, Bleoet al 2009, McAnulty et al.
2010).

Malgré un manque de consensus, la recherche suitdesines antioxydantes a obtenu
des résultats prometteurs chez des sportifs aus retpi I'effort (Schroder H et al. 2000,
Bloomer 2004b, Goldfarb et al. 2005, Zoppi et 80&, Gauchéet al. 2007).

A notre connaissance, aucune étude ne s’est isFearix effets des AGPI-LC n-3 pris
seuls ou avec des antioxydants multivitaminés,lassidipides et le stress oxydant, a
'occasion d’exercices anaérobies. L'entrainemerg jldo possede une forte
composante lactigue (Majean et al. 1986, Degouttd. 2003), sa répétition pourrait
augmenter le stress oxydant. L'étude des facteues rgpus avons référés, chez des
judokas de niveau élite, pourrait se révéler rid®e enseignements et étre

particulierement utile pour prévenir le stress @aqtdde ce type de population.
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1. Caractéristiques des sujets:

Pour étudier I'effet des omégas 3 pris seuls o aes antioxydants, sur les lipides et
le stress oxydant au repos et a I'effort, tremgugiokas de sexe masculin, compétiteurs
de niveau national et international dans la caiégdes moins de 81 kg ont participé
volontairement a cette étude. Tous étaient ceintoiee et pratiquaient cette activité
depuis 15.0 £ 5.0 ans, avec une participation dassstructures de sport de haut niveau
depuis 4.3 = 3.7 ans et un minimum de 9 heuresude par semaine. lls étaient tous
non fumeurs, ne prenaient pas de suppléments dahimes ou de médications depuis
plus de 4 semaines. Comme cela est requis par &#merFrancaise de Judo et
Disciplines Associées, des contrbles anti-dopagguliers étaient réalisés. lls ne
présentaient aucunes pathologies métaboliquesléofexpérimentation et n’avaient été
soumis a aucunes opérations récentes. Aucun d’exire n'avait de problemes
endocriniens ou médicaux qui pourraient confondsarésultats de I'étude.

2. Protocole:

Ce protocole a été rédigé dans l'esprit et le mtsges principes de la déclaration
d'Helsinki de 1989. Les sujets ont été recrutédase de leur niveau d’excellence, avec
I'accord préalable de leurs entraineurs. Aprésieafibn du protocole d’étude ainsi que
des risques éventuels, nous avons obtenu leur m@nsent de participation par écrit.
Deux semaines avant le début de I'étude, les sojetgéalisé en laboratoire un test
progressif continu jusqu’a I'épuisement sur ung/dliette ergométrique pour déterminer
leur VOmax.

Suivant une procédure en double aveugle, les prem@onnées ont été collectées au
début du mois de Mars avant (T1) et aprés (T2)niramement de judo, qui avait lieu
le matin a 10 heures et durait 2 heures. Pourétlidivolution au repos et apres I'effort

de marqueurs oxydants, antioxydants et lipidiqeesis I'effet d’un placebo ou de
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suppléments, nos sujets ont été répartis aléateireen 4 groupes: placebo (n=10),
supplémentés en AGPI-LC n-3 (n=10), supplémenté®\@RI-LC n-3 + Vitamines
A,C,E (n=8) et supplémentés en Vitamines A,C,E Jn€E®s groupes ont été constitués,
a l'insu des expérimentateurs, par une tierce peesaui a également distribué le
placebo et les suppléments aux sujets.

En avril, aprés 6 semaines de supplémentation gladebo, des collectes de sang et de
salive ont été effectuées avant (T3) et aprés (ifMg@ntrainement de judo réalisé dans
les mémes conditions. Les deux journées de collentbété réalisées apres une période
de repos de plus de 30 heures sans activité preysigense. En T1 et T3 (le matin a
jeun), les sujets ont tout d’abord été mesuréBgtaioids, plis adipeux), puis ils se sont
assis pour la collecte de salive. Aprés un repodseinutes, une premiere prise de
sang a été réalisée par une équipe d’'infirmiéres o supervision d’un médecin. Les
judokas ont recu de I'eau et une barre énergé{iguach Power, France), fournissant
1400kj dont 55.9% d’hydrates de carbone, 4.9% déépres et 6.7% de lipides. Les
sujets ont ensuite participé a leur entrainemendwt, pendant lequel la fréquence
cardiaque a été mesurée et la consommation d’'éad @autorisée et quantifiee. A la fin
de leur entrainement, en T2 et T4, les sujets seassis pour une seconde collecte de
salive. Le deuxiéme préléevement sanguin a été taffedix minutes apres la fin de

I'entrainement. L'aveugle a été levé au termeaddduxieme journée de prélevements.

Tableau 3 Temps des prélévements et des maniptitens effectuées

Pré-tests T1 T2 Pré-tests T3 T4

VO2max Anthropométrie Sang Placebo et | Anthropometrie Sang

Semainier Sang Salive suppléments Sang Salive

Questionnaire Salive Semainier Salive
Deux En basal avant | En basal aprés Six Sous l'effet des| Sous l'effet des

semaines I'entrainement | I'entrainement semaines traitements, traitements

avant aprés
'entrainement | I'entrainement
Février Mars Mars Mars/Avri Avril Avril
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3. Mesures anthropométriques:

En T1 et T3, les sujets ont été pesés sur une dmklrctronique calibrée et mesurés a
I'aide d’'une toise. Le pourcentage de masse grmagté mesuré a partir des plis cutanés
bicipital, tricipital, sous scapulaire et supradue a I'aide d’'un caliper de Harpenden
avec une précision de 0.1 mm et estimé au moydiegleation de Durnin et Rahaman
(1967). Ces données ont été recueillies par unrempstateur habitué a ces mesures.

4. Mesure de la consommation maximale d’oxygéne (\Omax):

Deux semaines avant le début de I'étude, les sojgte2alisé un test progressif continu
jusqu’a I'épuisement sur une bicyclette ergométricu freins électriques (Modele
EO252E, Siemens, Suede). Apres un échauffemennudalies a 120 W, les sujets ont
initié le test a une intensité de 180 W, augmeni@e30 W toutes les deux minutes
jusqu’a atteindre I'épuisement. La fréquence caukiaa été mesurée de fagcon continue
pendant la durée du test, en utilisant un appdectélémétrie a courte portée (PE4000
Polar Electro, Finlande). Pendant la deuxiéme reideatchaque palier un échantillon de
gaz expiré a été collecté, grace a un sac de Dmubla analyseur paramagnétique
d’oxygéne (Servomex 1420B, Crowborough, Sussex,, UK)analyseur de dioxyde de
carbone a infrarouge (Servomex 1415B), et un apmenesure du gaz sec (Harvard
Apparatus, Edenbridge, Kent, GB) ont été utilisésirpdéterminer la consommation
d’'oxygéne, la production de dioxyde de carboneaetwéntilation par minute. Les
criteres de base de détermination de laéx ont été adoptés de Hale et al. (1988).

5. Evaluation de la consommation alimentaire:

Un semainier a été réalisé avant T1 et T3 afinaidréler les apports alimentaires des
sujets. Les judokas ont recu une explication oealécrite détaillée sur la maniére de
retranscrire leurs ingestats. Pour chaque alimarfluide ingéré, il était demandé de

donner le plus de détails possibles (type, marquantité en grammes ou en portion,
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mode de préparation,...). Pendant la période de énmitation les sujets ont recu
comme recommandations de ne pas modifier leur atamtien habituelle, tout en évitant
les consommations élevées de vitamines E et C graose liste d’aliments. Chaque
semainier a été évalué en utilisant le SUVIMAX (¢bearg et al. 1994, Marques et al.
1996), puis a été analysé au moyen du logiciel PEDI5.1, et la base de donnée
informatisée (Proform), qui calcule la compositaes aliments sur base des références
pour la population Francaifieeres 2000).

6. Suppléments et placebo:

Les suppléments et le placebo ont été pris per&laemaines, a raison de deux le matin
a jeun avant le petit déjeuner (entre 7h00 et 8n€0Jleux avant le souper. lls ont été
distribués dans des boites similaires par unediparsonne et ont été consommeés au
domicile des sujets.

Les groupes placebo et AGPI-LC n-3 ont recu, desuas de soft-gel préparées par
Boehringer Ingelheim, Bruxelles. Chaque capsuleGPALC n-3 contenait de I'huile
de saumon concentrée, de la gélatine, de la gheé@t de I'eau, et fournissait 150 mg
d’EPA et 100 mg de DHA, ce qui représente un tdeall g d’AGPI-LC n-3 par jour.
Les capsules de placebo étaient identigues en expparet contenaient les mémes
ingrédients, excepté le concentré d’huile de poiskes sujets du groupe vitamines ont
recu un complément antioxydant multivitaminé demarque ACE Active inkospor,
sous la forme de 4 tablettes par jours (deux lemeafeun et deux avant le souper),
fournissant par jour: 30 mg de vitamine E, 60 mgitemine C et 6 mg dp caroténe.
Les sujets assignés au combiné AGPI-LC n-3 et witasnont consommés les mémes
quantités  d’huile de saumon que le groupe AGPIf-G et les mémes quantités

d’antioxydant multivitaminé que le groupe Vitaminesais inclus dans 2 capsules et 2
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tablettes par jours. Le contage des restes de lespsi de tablettes, a permis
I'estimation de I'assiduité dans la prise des sépmnts et du placebo.

7. Controle de la charge d’entrainement:

Au cours des deux journées d’expérimentationsjudekas ont suivi le méme type
d’entrainement. lls ont consisté en un échauffengen0 minutes suivi d’un travail
technique de 10 minutes, d’exercices de tactiqueogposition (kakari-geiko), de
répétitions de mouvements (uchi-komi) et d’'une quEi de combats d’entrainement
debout (randori). Pour créer une demande prochia @dempétition, un combat de 5
minutes avec un partenaire de niveau équivalené aéalisé par chaque sujets, en cas
de projection ils continuaient jusqu’au terme dmbat. L'intensité de I'entrainement a
été évaluée au moyen de la fréquence cardiaguenie€)rée de forme continue grace
a un appareillage de télémétrie de courte ported@0 Polar Electro, Oy, Finlande).
Les données obtenues ont été traitées grace ataprmog polar system pour permettre
de déterminer les FC maximale et moyenne d’entnaéme. Sur base de ces résultats,
I'intensité de la séance d’entrainement en pouaggntde la consommation maximale
d’oxygeéne, a été extrapolée grace a la relaticralie entre la fréquence cardiaque et la
consommation d’oxygene (Karvonen et Vuorimaa 1988).

8. Préléevements sanguins:

Les athlétes étaient sans activités physiques sigpus de 30 heures et se sont abstenus
de toute consommation d’alcool dans les deux jpuésédant les prises de sang. Les
prises de sang au repos €I T3) ont été obtenues a 9 heures du matin a(plhhr),

sur les sujets assis au repos depuis 15 minuteprés la derniére ingestion de
supplément. Les prises de sang post exercice énefé¢ctuées 10 minutes apres
I'entrainement de judo (T2 et T4). Une pommade tdssque a préalablement été

appliguée dans la région cubitale (EMLA, Astra Pieceuticals), au repos, une heure

Page 95



avant les prélevements. Les prélevements sanguingté réalisés dans des tubes
Vacutainer (Becton-Dickinson and Company, Franklakes, New Jersey). Le sang
obtenu a été centrifugé pendant 10 minutes a 30®0(rotations par minutes) et 4°C.
Le plasma ou le sérum obtenu a été réparti dangides ou des cupules, puis congelé a
I'abri de la lumiere dans de la carboglace, avaatra stocké a moins 80°C jusqu’a
'analyse. L’hématocrite (Hc) a été analysé sursdng complet par centrifugation et
réfractométrie. Aprés observation des résultat§hdenatocrite, toutes les valeurs de
plasma ou de sérum post exercice ont été ajustéestilssant I'équation de van
Beaumont (1972) pour corriger les changements tensplasmatique par rapport aux
valeurs de pré exercice. Les valeurs préexercitétérprésentées sans corrections.

9. Prélevements de salive:

lIs ont été réalisés a la méme heure que les mndélénts sanguins (T1, T2, T3, T4). La
salive a été collectée dans des salivettes (Sardtachbrecht, Germany) contenant des
tampons qui ont été placés sous la langue pendaimiges, ce qui a permis de récolter
2 ml de salive par sujets. Les tubes ont ensuéecéntrifugés pendant 5 minutes. La
couche superficielle a été retirée et emmagasiags des cupules a I'abri de la lumiére
dans de la carboglace avant d"étre stockée a radhsjusqu’a I'analyse.

10. Dosage des diénes conjugués:

La susceptibilité des AGPI du plasma a la peroxgdaa été mesurée au travers de la
génération de diénes conjugués par induction pedé®cvec du cuivre, suivant une
méthode décrite par Schnitzgtral. (1995) et Scislowskit al. (2005). Le sang utilisé
pour I'analyse des diénes a été collecté dans wesstcontenant du citrate, puis a
immédiatement été centrifugé pour obtenir du plasgmauite distribué dans des
cupules. Aprés une dilution (50 fois) des échamisl de plasma dans du tampon

phosphate dégazé (0.01 M et pH 7.4), l'oxydaties AGPI a été induite a 37°C par
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ajout d’'une solution fraichement préparée de chére cuivre (CuCl2, 200 uM).
L’absorbance des DC a été enregistrée de faconnoent 245 nm en utilisant un
spectrophotometre a double-faisceau (Kontron Uvik@3 et XS). Les absorptions
obtenues ont été enregistrées en unité d’absorb@dég, et la cinétique de
I'accumulation des DC en trois phases a été caqkngramme Excel de version 4.0.)
d’aprés une méthode décrites par Esterbauer @S&9). Ce qui a permis de distinguer:
1) la durée de la phase de résistance a la produdits DC ou lag phase (Lp en
minutes) qui dépend de la capacité antioxydant@ldema, 2) le taux maximum de
production des DC (Rxen UA.min) au cours de la phase de propagation en chaine
caractérisée par une augmentation rapide de I'pbieordes DC, et 3) la quantité
maximale de dienes conjugués (zlken UA) accumulés apres la phase de propagation.
11. Dosage des malondialdéhydes (MDA):

Le MDA est un indicateur couramment utilisé poutiresr la peroxydation lipidique
(Deepa et al. 2008, Lamprecht et al. 2009). Le saitigé pour I'analyse du MDA a été
collecté dans des tubes contenant de 'EDTA (aétbiglénodiaminotétraacétique), puis
a immédiatement été centrifugé (3000 rpm, 4°C, i) pour obtenir du plasma ensuite
distribué dans des cupules. La détermination du MBRA été obtenue par
chromatographie liquide de haute performance (HR&C3¥uivant une méthode décrite
par Agarwal et al. (2002). Ce dosage repose sutétaction par fluorimétrie d’'un
pigment rose formé par la réaction entre le MDA'&tide thiobarbiturique (TBA).
Parce que la réaction est plus rapide en miliedeade plasma EDTA obtenu a été
mélangé avec une solution d’acide phosphoriquekéylet de I'hydroxytoluene butylé
(BHT, Sigma B1378) dilué dans de I'éthanol a égalenété ajouté comme antioxydant
pour prévenir la formation a postériori de MDA. Pabtenir la pigmentation, de

I'acide thiobarbiturique (TBA, Sigma T5500) diluéards de I'eau désionisée a 50°C a
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été additionné. Une fois vortexé, ce mélange achsuffé au bain marie a 100°C
pendant 60 minutes pour augmenter l'intensité dgnpntation de la mixture MDA-
TBA, et éviter certaines interférences avec le TBAi auraient pu affecter la
pigmentation. Ensuite I'échantillon a été refropdindant 10 minutes. Pour permettre
I'extraction, les échantillons ont été mélangéscake n-butanol (Aldrich 27067-9) puis
ont été centrifugés avec obtention d’'une phasersmysé butanolique qui a été prélevée
et injectée dans les vials spéciaux du chromatbgréBerkin Elmer 200), équipé d’'un
systeme d’auto-injection de détecteurs a diode @ B3 (DAD ou Diode Array
Detector) et de détecteurs de fluorescence. Pdaterdes interférences avec certains
chromogénes présents dans le produit, la sépardtiodDA-TBA a été obtenue sur
une colonne (RP C18 ODB 5250 x 4.6 mm de Interchim, Montlucon, France),
chauffée a 37 °C (Peletier Oven Column SelectorvecA un tampon de
méthanol/phosphate (40/60:vBgrvant de phase mobile, distribué par une pompea
pression de 130 bars et un débit régulier de OrBiml/La détection s’est effectuée par
spectrofluorimétrie a une longueur d’onde d’exaitatet de détection de 515 et 553 nm
respectivement, les signaux chromatographiques sapparus a des temps
caractéristiques, sous forme de pics analysés gaéicesoftware Tcnav. Chaque
échantillon de plasma analysé a été associé aamt ble réactif dont la superficie du
pic a été soustraite de celle de I'échantillon pobienir des superficies corrigées. La
transformation des résultats obtenus en concemirafig.ml*), s’est effectuée en
référence a une régression linéaire obtenue ar mhumne gamme étalon de standard
externe (TEP ou tetraethoxypropane) de concentraiimnue et graduelle de plasma
pauvre a riche en MDA et analysé dans les mémeitimmsl que le plasma (Lepage et

al. 1991, Conti et al. 1991, Grotto et al. 2009).
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12. Dosage du monoxyde d’'azote (NO):

Le sang utilisé pour l'analyse du NO a été colledtins des tubes contenant de
I'héparine, puis a immédiatement été centrifugér mdntenir du plasma ensuite distribué
dans des cupules. Nous avons mesuré le NO indinecte par spectrophotométrie
(TECAN Infinite 200, avec microplaques) des proslgitables de sa décomposition que
sont le nitrate (N@) et le nitrite (NQ"). Cette méthode requiére que le nitrate soit
réduit par des enzymes en nitrite, qui sera détermpar la réaction de Griess décrite par
Moshage et al. (1995) et Bryan et al. (2007). Lactién de Griess consiste en une
diazotization en deux étapes au cours desquellésoyde d’azote (MNO3) est produit

a partir du nitrite acidifié (ou du NO auto-oxydplis réagit avec du sulfanilamide pour
produire un dérivatif diazonium. Ce réactif intedigre est finalement mis en réaction
avec duN-1-naphthyléthylene-diamine pour fournir un diazdéepigmentation rose qui
absorbe a 550 nm. Pour chaque échantillon de platnde réactif, un blanc a été
analysé (plasma + tampon) dont le résultat a ébétiot pour obtenir des valeurs
corrigées. Les concentrations des valeurs corrigaegté déterminées en umol.au
moyen d’une régression linéaire obtenue a panine’'gamme de standards.

13. Dosage des hydroperoxydes lipidiques (LOOH oud®L):

Le sang utilisé pour I'analyse des peroxydes lgpids a été collecté dans des tubes
contenant de 'EDTA, puis a immédiatement été demge pour obtenir du plasma
ensuite distribué dans des cupules. Les dosage®téntéalisés comme décrit par
Hildebrandt et al. (2002), De Moffarts et al. (2D(Hincemail et al. (2007) et Kuklinska
et al. (2009), par une méthode enzymatique coldrique utilisant le kit Oxystat
(Biomedica Gruppe, Austria). Ce procédé se faisdnaubation pendant 15 minutes a
37°C, et fait réagir les peroxydes des échantilldesplasma EDTA avec de la

peroxydase et de la 3,30,5,50-tétraméthylbenzidimeme substrat chromogéne. Aprés
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addition d’'une solution stop d’acide sulfuriqueintensité colorimétrique obtenue est
détectée par spectrophotométrie (TECAN Infinite 28@c microplaques) a 450 nm
pendant 15 minutes. Un calibrant de concentratammuge est utilisé pour calculer la
concentration des peroxydes biologiques de I'édétiamen mmole de peroxydes' He
plasma (Calibration en un poiriasée sur la relation proportionnelle entre ldeswa
d’absorbance et celles des concentrations en uthol.|

14. Dosage du rétinol et de di-tocophérol:

Les concentrations eno-tocophérol et en rétinol ont été déterminées par
chromatographie liquide de haute performance ensghaversée (HPLC) avec
détection par spectrofluorimétrie, suivant une roééhdécrite pour la vitamine E par
Hatam (1979), adaptée pour la détection simultaleSevitamines A et E a différentes
longueurs d’ondes par Sowell (1994) et pour lesmla bovin par Scislowski (2005).
Le sang utilisé pour I'analyse de ces vitamineséacéllecté dans des tubes contenant
de 'EDTA, puis a immédiatement été centrifugé palntenir du plasma ensuite
distribué dans des cupules. L'extraction du rétatade lu-tocophérol a été réalisée par
mélange du plasma avec de I'éthanol et de I'hexsmgs agitation pendant 10 minutes.
Pour calculer le taux d’extraction, de I'acétatetalmophérol en concentration connue a
été ajouté au plasma comme standard interne (SBffdd; Sigma-Aldrich, St Louis,
MO). La phase hexane (contenant le rétinaktéicophérol et le standard interne) a été
séparée par centrifugation, puis extraite et terdsf pour une seconde extraction avec
de I'hexane. La nouvelle phase hexane obtenue ééfirée sous courant de nitrogene
(N,) et I'extrait a été dissout dans un mélange deham&tl et de dichlorométhane,
immeédiatement filtré, puis injecté dans les coleanmiel dispositif HPLC (Kontron
Instruments, France), équipé de détecteurs ultetgiet d’'un systeme d’auto-injection.

Les préparations ont été soumises a de la lumigéoeetcente pour éviter la photo-
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oxydation des analytes. La séparation a été effectur des colonnes nucleosilGL8,
250x 4.6 mm (Interchim, Montlugon, France), avec duhragbl comme phase mobile
distribuée par un pompe (model 325, Kontron AnalyBivision) a un débit de 2
ml/min. Détectés par spectrofluorimétrie (model 4B@ntron Analysis Division) de
longueur d’onde de 325 et 292 nm pour le rétindl ettocophérol respectivement, les
signaux chromatographiques sont apparus a des tesnastéristiques de 6.44, 10.7 et
13.4 min respectivement pour le rétinolpitocophérol et I'acétate de tocophérol, sous
forme de pics analysés grace au programme Kromger8y)00 (Kontron Analysis
Division). La concentration des vitamines a étéenbe en mesurant la superficie des
pics respectifs (isolés par coloration fluorescesudas lumiére ultraviolette), et en les
comparant aux réegressions linéaires (concentratsosuperficie de pic) d'une gamme
de standards externes de concentration graduelleueoen rétinol, et emtocophérol
(Sigma-Aldrich: R-7632 et T-3251). Les résultatsenlns ont été corrigés en fonction
du taux d’extraction du standard interne d’acétietocophérol et la concentration
chacune des vitamines a été expriméereal. ' de plasma.

15. Dosage de l'insuline:

Le sang utilisé pour I'analyse de l'insuline a ét#lecté dans des tubes contenant de
'EDTA, puis a immédiatement été centrifugé pouteoir du plasma ensuite distribué
dans des cupules. Grace a l'utilisation d’'un KiIARMP Biomedicals), de l'insuline
marquée (I 125) de radioactivité connue, a perri@gdlir une gamme en utilisant un
compteur Gama (Packard Cobra). L'insuline de I'&tilan de plasma a été soumise a
une réaction de liaison antigéne anticorps danstuless marqués, qui a permis de
déterminer la radioactivité des anticorps liés iasliline de I'échantillon dans le
compteur Gama. La concentration en mttle plasma a ensuite été déterminée grace a

la régression linéaire des standards. (Skelley. 4973, Merimee et al. 1977).
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16. Dosage des acides gras non estérifiés (AGNE)amides gras libres (AGL):

Le sang utilisé pour I'analyse des AGNE a été ctdledans des tubes contenant de
'EDTA, puis a immédiatement été centrifugé poutenlir du plasma ensuite distribué
dans des cupules. Les AGNE plasmatiques ont é&sdmsnme décrit par Miksa et al.
(2004), Stokol et al. (2006), par une méthode eraigue colorimétrique, utilisant un
spectrophotomeétre UV visible (Biochrom Libra S22)le Kit NEFA C WAKO de
(Unipath SA). Les AGNE du plasma ont été soumisna succession de réactions
catalysées par des enzymes Acyl-CoA synthétase\dt@oA oxydase, en présence de
coenzyme A (CoA), d’ATP et d’'oxygene pour obtenirgkeroxyde d’hydrogéne dont la
réaction avec des substances colorimétriques aatdysée par de la peroxydase.
L’intensité du chromogéne obtenu a été évaluéspactrophotométrie et quantifiée en
mmole.I'de plasma en référence & une régression linéaiemwd par des standards de
concentration connue (Oxoid).

17. Dosage des triglycérides (TG):

Le sang utilisé pour l'analyse des TG a été cdlledans des tubes contenant de
'EDTA, puis a immédiatement été centrifugé poutenlir du plasma ensuite distribué
dans des cupules. Les TG plasmatiques ont été dos@se décrit par Fossati et al.
(1982), par une méthode enzymatique colorimétrigiigisant un spectrophotometre
UV visible (Biochrom Libra S22), et le Kit Triglycigles LD B (Sobioda). Les TG du
plasma ont été soumis a une succession de réaatatab/sées par des enzymes
lipoprotéine lipase, glycérokinase, glycérol 3 pitaste oxydase en présence de H20,
d’ATP et d’'oxygene, pour obtenir du peroxyde d’lygine dont la réaction avec des
substance colorimétriques a été catalysée paryfeazperoxydase. L'intensité du

chromogéne obtenu a été évaluée par spectrophaterséjuantifiée en mmol&de
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plasma en référence a une régression linéaire wbfear des standards de concentration
connue.

18. Dosage du glucose:

Le sang utilisé pour I'analyse du glucose a étéectl dans des tubes contenant de
'EDTA, puis a immédiatement été centrifugé poutenlir du plasma ensuite distribué
dans des cupules. Le glucose plasmatique a été mhosane méthode enzymatique
colorimétrique, utilisant un spectrophotomeétre Ugible (Biochrom Libra S22) et le
Kit Glucose GOP-PAP (Sobioda). Le glucose du plasm@&é soumis a une réaction
catalysée par I'enzyme glucose oxydase en présteas et d’'oxygene pour obtenir du
peroxyde d’hydrogene dont la réaction avec destaobss colorimétriques a été
catalysée par I'enzyme peroxydase. L'intensité lomogéne obtenu a été évaluée par
spectrophotométrie et quantifiée en mmdielé plasma en référence & une régression
linéaire obtenue par des standards de concentratiomue (Trinder et al. 1969, Lott et
al. 1975).

19. Dosage de la glutathion peroxydase (Gpx) daresdalive :

L’activité de la GPx salivaire a été dosée comnm@itpar Paglia et al. (1967). La Gpx
catalyse I'oxydation du glutathion réduit (GSH) paperoxyde d’hydrogéene (8,), en
présence de glutathion réductase (GR) et de namiole adénine dinucléotide
phosphate (NADPH). Le glutathion oxydé (GSSG) emnédiatement reconverti en
glutathion réduit, avec oxydation du NADPH en NADRyi est détecté par

spectrophotométrie.
Formule 9
2GSH + HO, (Gpx)— GSSG + 2HO
GSSG + NADPH + H (GR) — 2 GSH + NADP

La salive (50ul) des échantillons a été mélangée a une mixtuigm@ Aldrich St.

Louis, MO) contenant 2.65 ml de tampon phosphate de potaggipttP O, 50 mM, pH
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7.0), de 'EDTA a 5 mM, 2@l de NaN3 a 0.12 M, 100l de glutathion réduit (GSH a
150 mM), 20ul de glutathion réductase (GR & 30 U), let 100ul de NADPH & 8 mM,
qui a incubé pendant 30 minutes a 37 °C. Poueirligs réactions, le mélange obtenu a
ensuite été transféré dans les cuvettes du spbaotiametre et mixé en inversion avec
100 ul de peroxyde d’hydrogene {8, a2mM). Le GSH a été oxydé en GSSG par
I'H .0, sous l'effet I'activité de la Gpx. Le GSSG a emswégté réduit en GSH par le
NADPH sous l'effet de la GR, et la transformation NADPH en NADP+ & été
mesurée par spectrophotométrie pendant 5 minudd$ am. L’activité enzymatique a
été exprimée en U'len utilisant le coefficient d’extinction du NADP# 340 nm de
6.22X10° Mt.cm™ (Gallo et al. 2009).

20. Traitement statistique:

Les données ont été exprimées en moyenne et etaudard de la moyenne (M +
SEM). Tous les tests statistiqgues ont été réabseatilisant le programme statistique
SPSS/PC statistical package (version 16.0). La alitdrdes distributions a été vérifiée
au moyen du test de Kolmogorov Smirnov et I'homda@igéna été confirmée par le test
de Levene ou le test de sphéricité de Mauchly.d®@awention un niveau a priori de
significativité a été attribué pour un< 0.05.

Les données des caractéristiques des sujets,dmdtcrite, de la fréquence cardiaque,
de la consommation d’oxygéne et les paramétra#tionhels (Tableaux 4, 5) ont été
comparées en utilisant le test t de Student. Lésesawlonnées ont été analysées en
utilisant une ANOVA de mesures mixtes, complétée pa test d’ajustement de
Bonferroni. Dans une premiére étude, le modéle@ufmes) x 4 (moments) a été utilisé
pour étudier I'effet de I'exercice et de la suppédration en AGPI-LC n-3 sur le stress
oxydant, les lipides, le glucose et l'insuline (Teux 6 et 7), avec le traitement

(Placebo vs AGPI-LC n-3) comme facteur de comparaientre les groupes, en
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fonction du temps (présupplementation vs postgupehtation) et de I'exercice (pré
exercice vs post exercice). L'effet de chaque facet de la combinaison des facteurs
(interaction) sur chague parametre a été analysé.

Dans une deuxieme étude, le modele 3 (groupes)(mdnents) a été utilisé pour
étudier 'effet d’'une combinaison d’antioxydants Itruitaminés aux AGPI-LC n-3, sur
le stress oxydant au repos et aprés l'effort (Tabl8, Figures 1 et 2). Cette analyse
complétée par un test d’ajustement de Bonferropemamis de déterminer I'effet de

chaque facteur et la combinaison des facteurgéctien) sur chaque parametre.
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Excepté 4 sujets du groupe Vitamines, tous ldgtathdes autres groupes (n = 28) ont
participé a I'ensemble de I'étude. En conséquencas ne présentons que les résultats
des sujets des groupes placebo (n = 10), AGPIH3C (m = 10), et AGPI-LC n-3 +
Vitamines (n = 8). Les résultats sur l'effet dent@inement de judo en basal
proviennent des sujets des groupes placebo et AGRI-3 soit 20 sujets.

1. Caractéristiques des sujets

Aucune différence significative n'a été constatdesles groupes, ni entre les moments
d’'investigation au sein des groupes (p > 0.05), ncemant les caractéristiques
démographiques, les niveaux de ¥Q2 les fréquences -cardiaques d'effort,
I’'nématocrite avant I'effort (Tableau 4).

Tableau 4 Caractéristiques générales des judok@s|=SEM)

Variables Placebo AGPI-LC n-3 AGPI-LC n-3+
(n=10) (n =10) Vitamines (n = 8)
Age (années) 22.3+1.4 22.7+1.4 23.3+1.2
Poids (kg) TL 74.0+4.8 77.8+5.8 78.9+8.9
T3 74.5+4.4 77.9+5.3 78.7 +8.7
Taille (cm) 172.44+3.8 172.2+2.4 173.0+3.1
IMC (kg- mi®) 246 +0.7 23.6+0.7 25.8+0.6
% masse grasse T117.2+2.0 17925 16.8+3.8
T8 17.6+1.9 18.5+2.8 17.3+4.0
FC de repos (battements.m)n | 69.2 + 3.4 71.1+25 68.7+1.9
FC moyenne d’entrainement TR 173.6 + 1.7 1716+2.4 1749+1.9
(battements. min) T4| 177.4+1.9 173.8+3.1 176.6 £ 2.7
VO, max (ml.min-kg") 57.2+0.5 58.3+0.9 58.1+0.6
Hématocrite (%) T1 46.6 +0.7 46.4+0.9 46.5+0.6
T8 45.8 +0.8 46.2 £ 0.5 452+ 0.7

En basal avant I'entrainement (T1), apres I'enteximent (T2). Aprés 6 semaines de traitements avant
I'entrainement (T3), apres I'entrainement (T4).

Aucune différence significative n’'a été relevée ammant les apports en macro et
micronutriments entre les groupes ou entre les mésn#investigation (T1 vs T3). La
part des hydrates de carbone était inférieure k& des lipides était supérieure aux
apports recommandés, les protéines étant en aesea les données de Peres et al.
(2000). A propos des antioxydants, nous avons gatéxcepté pour le rétinol et le
béta-caroténe, la consommation moyenne était dendirhites considérées normales

(Tableau 5).
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L’assiduité dans la prise des compléments alimerda été de 98% pour les placebos,

de 93% pour les AGPI-LC n-3 et de 95% pour les AGPIn-3 + Vitamines, sans que

des différences statistiques ne soient notées kstigroupes.

Tableau 5 Consommation en macro et micro nutrimentsles judokas des différents groupes

(M+SEM)
Variables Placebo AGPI-LC n-3 AGPI-LC n-3+ Normes
(n=10) (n =10) Vitamines (n = 8)
Consommation énergétique
(MJ.jh) T1 11.4+04 12.7+£0.9 120+x1.1 12.54-14.63
T3 11.3+0.7 125105 12.1+£0.9
(kJ.j1kg.) T1 154.4 £ 29.6 162.3+£12.0 152.0+15.2
T3 151.6+27.2 160.5 + 13.6 153.3+11.7
Hydrates de carbone
(9.j .kg) TL 4.3+0.3 47+0.5 41+£0.5 6 -10
T3 40+0.4 45+0.8 4.3+£0.5
(%) TL 474.£24 47.0+1.8 43.8+2.4 60 - 65
T3 44.8+3.0 453+ 35 452+ 1.7
Protéines
(9.j ko) T1 1.4 £0.07 1.5+£0.17 14+£0.2 15-3
T3 14+£0.2 152+0.2 1.4+£0.3
(%) TL1 15.3+0.97 157+13 156+0.3 15-20
T3 16.3+1.8 16.2+1.8 154+£0.3
Lipides
(9.j ko) TL 154+0.13 1.60+£0.17 1.6+£0.16 1.5
T3 1.55+0.19 1.67+£0.16 1.57+£0.2
(%) TL 372126 37.2+2.09 405+2.1 20-30
T3 385+19 385+21 395+27
Lip. saturés(g. j°) T1 423+55 446 +3.9 39.2+5.3
T3 445142 46.25 +£ 2.8 416 +3.1
Lip. monoinsaturés(g. )
T1 36.2+4.1 38.7+10.8 38.7+10.8
T3 37.3+x25 40.74 £ 8.3 37.6+5.16
Lip. polyinsaturés (g. )
T1 126+24 145+3.8 13.8+2.3
T3 13935 13.78£4.9 13.3+2.7
Eau (g.j)) T1 2843.2+283.6 3006.4 +451.2 2647.2 +450.2 3500
T3 2987 +351.2 3142 + 154.6 3224 +133.5
Fer (mg.j%) T1 148+3.1 13.6+1.8 13.6+1.8 14-17
T3 133126 125+1.9 135+1.9
zinc (mg.j?) T1 13.2+0.8 128+1.9 13.3+£2.9 12.8-13.2
T3 12510 13.1+£0.7 13.1+14
sélénium(ug.j’) T1 56.9+85 60.5+10.2 62.5+8.4 55
T3 5841409 57.1+57 60.6 £6.1
Magnésium(mg.j”) T1 2925+184 3159+ 254 305.1+334 450
T3 325.1+30.4 335.8+20.7 328.1+25.1
Rétinol (ug.j”) Tl 397.3+44.01 402.5 + 28.6 365.4 + 58.7 900
T3 425.5+35.1 438.7 + 40.8 417.2 +37.5
Béta caroténe (ug.j) T1 1500 £ 602.7 1352 + 375.6 1867.5 £ 646.3 1800
T3 1425.3 + 402.7 1218.4 £ 249.4 1522.5+512.1
Vitamine E (mg.j?) T1 12.1+2.8 13.4+£3.1 11.2+26 12
T3 12911 13.1+25 126+1.8
Vitamine C (mg.j?) T1 135.2+25.7 137.5+23.5 131.4+£19.4 110
T3 127.4+18.7 129.8 £ 24.8 125.7+17.2

En basal avant I'entrainement (T1). Aprés 6 semaside traitements avant I'entrainement (T3).
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Des valeurs de significativité > 0.05 obtenues leatest de Kolmogorov Smirnov,
garantissent la normalité de la distribution deswndes des tableaux 4 et 5.

L’homogénéité des variances ayant également éfégrmée par le test de Levene

2. Parametres biologiques

Toutes les valeurs obtenues dans notre étude ewa@as les normes du laboratoire.
Des valeurs de significativité > 0.05 obtenues lpatest de Kolmogorov Smirnov,
garantissent la normalité de la distribution deswndes des tableaux 6, 7 et 8.
L’homogénéité des variances entre les conditioasiaggalement été confirmée par le
test de sphéricité de Mauchly

2.1. Lipides, glucose et insuline

Au repos, avant la supplémentation, ces paramétagent similaires entre les groupes.
2.1.1. Effet de I'exercice

Une augmentation significative de I'insuline (p ©0) et du glucose (p < 0.05), ainsi
gu’'une diminution significative des TG et des AGQL € 0.05) est observée en basal
(Tableau 6).

2.1.2. Effet des AGPI-LC n-3 au repos

Un effet d'interaction significatif entre la suppiéntation et le temps (p < 0.01) est
noté pour les TG qui diminuent (Tableau 6). Leseaiwx de TG en T3 sont
significativement inférieurs a ceux du groupe pibacérest t, p < 0.05).

2.1.3. Effet des AGPI-LC n-3 apreés l'effort

Une interaction significative entre le traitementestemps est constatée pour les TG qui
diminuent aprés l'effort (Tableau 6). Toutefoisndde groupe placebo ils diminuent

aussi sous l'effet principal de I'exercice.
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Tableau 6 Effet de I'entrainement de judo et des @pléments en AGPI-LC n-3 sur les parametres
lipidiques, le glucose et l'insuline (M+SEM)

T:1 To Ts T4

Avant Apres Avant Apres Normes de

I'entrainement| I'entrainement | I'entrainement | I'entrainement| laboratoire
Triglycérides
(mmol.It)
Placebo 1.7 +£0.09 1.3 + 0.05* 1.8 +0.09 1.2 +0.01* 05-1.6
AGPI-LC n-3 21+0.6 1.7 +0.1* 1.2 £0.07$$ | 0.7 £ 0.1**$$
Acides gras libres
(mmol.It)
Placebo 0.38 +0.08 0.26 + 0.05* 0.40+0.04 0.23 +0.03* 0.1-0.5
AGPI-LC n-3 0.41+0.05 | 0.25+0.05* | 0.42+0.03 | 0.26 +0.06*
Insuline (mUl. I')
Placebo 55+0.9 8.2 + 0.5** 41+1.1 7.6 £0.5* 0.5-15
AGPI-LC n-3 6.3+x1.4 9.3 +0.3* 7221 10.0 £ 0.9*
Glucose(mmol.[Y)
Placebo 43+0.1 49+0.1* 4.4+0.2 5.1+0.1* 4-6
AGPI-LC n-3 42+0.3 48 +0.1* 4.4+0.3 4.8 +0.1*

Effet principal de I'exercice : *p <.05;**: p <.01.

Interaction supplémentation x temps : $$< .01.

En basal avant I'entrainement (T1), apres I'enteeiment (T2). Aprés 6 semaines de traitements avant
I'entrainement (T3), apres I'entrainement (T4).

2.2. Stress oxydant

Au repos, avant la supplémentation, les valeursxdsjueurs oxydants et antioxydants
étaient similaires entre les groupes (Tableaux8/ Bigures 1 et 2).

2.2.1. Effet de I'exercice

Dans le groupe placebo et dans le groupe AGPI-Lavant le traitement, un effet
principal de l'exercice, a été traduit par une aegtation significative (p < 0.05,
Tableaux 7 et 8) des oxydants (CDmax, Rmax, NOjlest antioxydants (Lp, Gpx
salivaires).

2.2.2. Effet des suppléments sur le stress oxydami repos

En T3, il N’y avait pas de différences de paransethe stress oxydant entre les groupes
AGPI-LC n-3, AGPI-LC n-3 + vitamines et placebo $0.05). Toutefois, les groupes
AGPI-LC n-3, AGPI-LC n-3 + vitamines présentaiamte interaction significative
entre la supplémentation et le temps sur les carat@ms de repos en MDA (p < 0.03),
Rmax (p < 0.04), et LOOH (p < 0.05), avec des valgI3 vs T1) plus élevées

(Tableaux 7 et 8).
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Les niveaux du-tocophérol et de rétinol étaient augmentés dagsdepe AGPI-LC n-

3 + vitamines et étaient significativement supésea ceux du groupe placebo et du

groupe AGPI-LC n-3

(p < 0.05 et p < 0.01, respeatent), qui ne différaient pas

entre eux (Figures 1 et 2). Les autres paraméttésxgdants Lp et Gpx, ne démontrant

aucun type d’évolution sous I'effet des traitemditsbleaux 7 et 8).

Tableau 7 Effet de I'entrainement de judo et de Isupplémentation en AGPI-LC n-3 sur la

peroxydation lipidique et le statut antioxydant (M+SEM)

E

Ty Al 2 Ty
CDmaX (UA)
Placebo 118.4£6.9 128.9 £ 1.4* 129.34 £ 2.1 137.96 + 4.5*
AGPI-LC n-3 118.5+13.2 130.9 £ 2.4* 130.7£4.2 152.5 £ 5.2£*
RmaX (UA)
Placebo 1.0+£0.1 1.2+0.2 1.19+0.1 1.32+£0.2*
AGPI-LC n-3 1.08 +0.1 1.3+0.2* 1.63 £0.3% 1.9 + 0.1**$£
Lp (min)
Placebo 63.8x1.4 725 £26* 68.0+5.4 76.2 £ 2.4*
AGPI-LC n-3 65.8 +3.3 74.0 £ 5.9* 67.5+2.1 79.5 + 2.5*
MDA (pg.ml™)
Placebo 0.07 £0.01 0.08 £0.01 0.07 £ 0.009 0. 08 = 0.007
AGPI-LC n-3 0.07 £0.01 0.09 £0.01 0.09 + 0.01% 0.19 + 0.00**4
Oxyde nitrique (pmol.I™)
Placebo 27.4+26 36.5+5.2 35.2+3.9 43.6 £ 2.2*
AGPI-LCn-3 31.5+4.2 39.8+2.8 33.6.x4.5 56.1 £ 3.9£**
Gpx (U.g-1)
Placebo 48.6 £2.5 54.2 + 2.4* 456 £ 3.0 53.0+2.9%
AGPI-LC n-3 50.9+3.1 58.9+1.1* 52.4+5.2 59.6 + 3.4*
Rétinol (umol. I'")
Placebo 2.4 £0.03 2.3+£0.01 2.7+0.05 2.3+0.04
AGPI-LC n-3 2.6 £0.01 2.5+0.02 2.6 £0.03 2.6 £0.01
a-tocophérol @mol.|I™?)
Placebo 19.6 £ 0.3 17.4+ 05 20.0+£0.3 185+04
AGPI-LC n-3 19.7 +0.09 20.8+0.1 19.2+04 20.3+£0.2

Effet principal de I'exercice: *p <.05; **:p< .01

Interaction supplémentation x temps :$< .05.

Interaction exercice x temps x groupe :f£< .05.
Taux maximum d’oxydation (), quantité maximale (CR,), et durée de la lag phase (Lp) des diénes
conjugués; concentration en oxyde nitrique (NO)landialdhéyde (MDA), glutathion peroxydase (Gpx).
En basal avant I'entrainement (T1), apres I'enteiment (T2). Aprés 6 semaines de traitements avant
I'entrainement (T3), apres I'entrainement (T4).

2.2.3. Effet des suppléments sur le stress oxydamnt'effort

Nous avons observé un effet d’interaction significantre I'exercice, le temps et les

groupes (p <0.05) sur les parameétres oxydants;uiteadpar une augmentation

significativement supérieure de NO, MDA, Rmax, CDmndans le groupe AGPI-LC n-
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3 par rapport au groupe placebo (Tableau 7). Unerdation exercice x groupe
significative ( p < 0.05) a également été constaider tous les paramétres oxydants
dans le groupe AGPI-LC n-3, dont les augmentatiétasient significativement
supérieures a celles du groupe placebo. QuantawgrAGPI-LC n-3 + vitamines, il
présentait aprés I'exercice une diminution sigatfive de CRax (p < 0.01), de Rax (p

< 0.01) et de LOOH (p < 0.05) (Tableau 8). Tounate en basal, une augmentation
significative de Lp et de Gpx (p < 0.05 et 0.018t& constatée dans tous les groupes
apres la session d’entrainement, sous l'effet paide I'exercice (Tableaux 7 et 8).

Le rétinol et lo-tocophérol ont augmentés significativement (p <€©5). apres
I'entrainement de judo (), seulement dans le groupe des supplémentés el AGR-

3 + vitamines (Figure 1 et 2), dont les valeuesestt significativement supérieures a
celles des autres groupes (p < 0.01). Aucun efteté trouvés pour ces parameétres

dans les groupes placebo ou AGPI-LC n-3 (Figure2).e

OPlac ebo
BAGPI-LC n-3
FJAGPI-LC n-3 + Vit

35, Rétinol
(umol. ")

N N
T1 T3 T4

Figure 1 Concentrations de rétinol gmol. I') des judokas avant (T1) et aprés la supplémentati
(T3), et apres I'entrainement de judo (T4).

* P <0.05, **: P <0.01: AGPI-LC n-3 + Vit vs lesutres groupes.

$: P <0.05 Fvs T, du groupe AGPI-LC n-3 + vitamines.

Page 112



a-tocopherol (pmol.l™)

30 1

254

20~

15 1

10

OPlacebo
HMAGPI-LC n-3
SIAGPI-LC n3 + Vit

T1

**

|

T3

N

T4

Figure 2 Concentrations en alpha-tocophérolymol. I'') des judokas avant (T1) et aprés la
supplémentation (T3), et aprés I'entrainement de jdo (T4).
**. P <0.01: AGPI-LC n-3 + Vit vs les autres grag

$: P <0.05 T vs T, du groupe AGPI-LC n-3 + vitamines.

Tableau 8 Effets d'un supplément en AGPI-LC n-3 + Wtamines sur le stress oxydant au repos et
sous l'effet de I'exercice, en comparaison a un mlabo ou un supplément en n-3 pris seul (M+SEM)

CDax (UA)
Placebo
AGPI-LC n-3

n-3 + Vitamine$

Rmax (UA)
Placebo
AGPI-LC n-3
n-3 + Vitamineg
Lp (min)
Placebo
AGPI-LC n-3
n-3 + Vitamines
MDA (pg.ml™?)
Placebo
AGPI-LC n-3
n-3 + Vitamines
Oxyde nitrique (umol.I™)
Placebo
AGPI-LC n-3
n-3 + Vitamineg
LOOH (U.g-1)
Placebo
AGPI-LC n-3

n-3 + Vitaminey

T

118.4+6.9
118.5+13.2
1256 + 8.4

1.0+0.1
1.08+0.1
1.11+0.1

63.8+14
65.8 £3.3
63.7+4.2

0.07+£0.01
0.07+0.01
0.07+0.01

274+26
31.5+4.2
289+22

349.7 £ 67.3
312.5+62.6
329.1 £65.1

al

12934+ 2.1
130.7+£4.2
156.5+21.2

1.19+0.1
1.63+£0.3%
1.96 +0.4%

68.0+54
67521
55.8+5.9

0.07 £ 0.009
0.09 £0.01%
0.09 £0.01%

35.2+3.9
33.6.+4.5
321+4.2

310.2+29.6
364.5 + 32.5%
362.4 + 34.1%

Ta

137.9 £ 4.5*
152.5 £+ 5.2£
132.7 + 27.0**

1.32+0.2*
19+0.1* £
1.54 +0.3* £

76.2 £ 2.4*
79.5+25*
72.3 +6.2**

0.08 £ 0.007
0.19+0.00 * £
0.08 +0.01

43.6 £ 2.2*
56.1+3.9* £
35.0+£3.9

352.5+22.1£
4255+ 32.7* £
306.7 £ 15.9* £

* P <0.05;*:p<0.01 effet principal de I'excice

$: P < 0.05 effet de I'interaction supplémentatkaemps

£: P< 0.05 interaction exercice x groupe
En basal avant I'entrainement (T1). Aprés 6 senmide traitements avant I'entrainement (T3), aprés
I'entrainement (T4).
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L'objectif de notre étude était de mesurer I'évimint de marqueurs oxydants,
antioxydants et lipidiques, sur une population a@gokas habituée aux efforts mixtes
(aérobie et anaérobie), avant et aprés un entraimenhe judo. Cette analyse a été
effectuée avant et aprés une période de 6 sendneaitements qui consistaient en un
placebo ou un supplément en AGPI-LC n-3 (1g/j EEYADHA) pris seul ou en
association avec un antioxydant vitaminique (30dagitamine E, 60 mg de vitamine
C et 6 mg dg8-carotene).

Les principaux résultats de notre investigation é®t que chez des hommes entrainés,
la consommation du supplément en AGPI-LC n-3 pen@asemaines augmentait les
niveaux de repos de stress oxydant et n’'atténwetgelui-ci a I'effort mixte. Nous
avons également noté que I'addition d’antioxydantgtivitaminés ne prévenait pas la
production de produits de I'oxydation au repos,swai’elle provoquait une diminution
du stress oxydant d0 a I'entrainement. De plusgréatles niveaux inférieurs en TG,
aucune altération significative des AGL n’a étéitré@e sous l'effet des AGPI-LC n-3 au
repos ou apres l'exercice.

1. Influence des omégas 3 et de I'exercice sur lgsdes, I'insuline et la glycémie

Nous avons constaté une absence d’effet des AGRi-BGur la lipolyse périphérique
pendant I'entrainement de judo et une diminutignigicative des TG au repos. Avec
I'ingestion d’AGPI-LC n-3 (0.8 a 9 g/j, pendant 314 semaines), une diminution
concomitante des TG et des AGL a souvent été daestal repos (Vacek et al. 1989,
Warner et al. 1989, Metha et al. 1988, Singer.€1290, Bellisola et al. 1992, Harris et
al. 1993, Salachas et al. 1994, Dagnelie et al4,1Banstand et al. 1997, Thomas et al.
2000, Clarke 2001). Toutefois, chez des sujetsagrés en aérobie et sous I'effet des
AGPI-LC n-3, seuls les TG ont diminués au reposilléBet al. 1990, Argen et al. 1991,

Huffman et al. 2004, Poprzecki et al. 2009), ceageonfirmé notre étude chez des
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spécialistes d’'une discipline a effort mixte. Latefforts de type aérobie, chez des
sportifs modérément entrainés et supplémentés @l-AG n-3 (0.65 a 4 g/j, pendant 4
a 6 semaines), Huffman et al. (2004) et Poprzetkile(2009) n'ont pas constaté
d’évolution des TG et des AGL. A notre connaissate@résente étude serait la seule a
avoir étudié I'évolution des lipides lors d’'un affd’intensité trés élevée (mixte) et sous
I'effet des AGPI-LC n-3. Le fait que les TG aienimihués dans ces conditions
constituerait un apport nouveau. Toutefois les Ti@irtlent également dans le groupe
placebo. L'amélioration de la sensibilité aux hormas, aux enzymes, aux
neurotransmetteurs, et la meilleure régulation plesessus biochimiques, constatées
par d'autres études lors de la consommation de |&magmts en AGPI-LC n-3,
pourraient avoir contribué aux effets observés dmte étude (Guezennec et al. 1989,
Aguilaniu et al. 1998, Suzuki et al. 1998, Anderssb al. 2000, Helge et al. 2001 et
2003, Yehuda et al. 2002, Mori et al. 2003, Delatal. 2003, Jeukendrup et al. 2004,
Simopoulos 2007, Malaguti et al. 2008, Poprzeckl e2009).

En basal, sous l'effet de I'entrainement de judmjshavons constaté une augmentation
significative de l'insulinémie et de la glycémieigait caractéristique des efforts de
haute intensité (> 85% VO2max) comme en témoigdenitres études (Kindermann et
al. 1982, Sigal et al. 1994, Kreisman et al. 200@yliss et al. 2000 et 2002). La
diminution de la concentration des AGL et des BSesvée au terme de I'entrainement
de judo, a également été constatée dans d’autneesttavec des efforts d’'intensité
élevée (> 85% VO2max). Celle-ci serait provoquée e inhibition de I'oxydation
des lipides, attribuée a une augmentation de ldystamn de catécholamines, qui serait
plus prononcée lors des efforts de haute interfBitgmijn et al. 1995, Labros et al.

1997, Marliss et al. 2000, Horowitz et al. 2000hfen et al. 2002).
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2. Effet de I'exercice sur les oxydants et les anitydants

Chez les sujets entrainés, I'élévation du stresglant n'a été rapportée qu'avec des
efforts de longue durée, impliquant souvent deswms de marathon ou de triathlon
(Fisher-Wellman et al. 2009). Moins d’informatioost été recueillies sur des efforts
anaérobies comme le judo (Finaud et al. 2006aljusaard et al. (2003), ont indiqué
que des efforts anaérobies ont résulté en des aigtioms significatives de la
peroxydation lipidique et de I'oxydation des pra&s, ce qui est confirmé par d’autres
études (Marzatico et al. 1997, Ramel et al. 20@84domer et al. 2007b, Rietjens et al.
2007). En plus de la chaine respiratoire mitochiatelaérobie qui intervient avec le
systéme de production anaérobie de I'énergie, trergation des RL lors d’efforts
anaérobies pourrait étre produite par diversessveggécifigues. La production de
xanthine oxydase, l'ischémie-reperfusion, l'activiphagocytaire de I'emballement
respiratoire, l'augmentation de I'acide lactique @s catécholamines, qui sont
caractéristiques des efforts supra-maximaux, @ninépliqués dans la production de RL
pendant I'effort anaérobie (Radak et al. 1996, $fefl et al. 1996, Aguilaniu et al. 1998,
Altan et al. 2003, Lamprecht et al 2004, Bloomeaile2004, Radak et al. 2008ab).

En accord avec les résultats d’études précédetitesda et al. 2003, Miura et al. 2005,
Finaud et al. 2006a), nous avons noté que l'erdmaént de judo provoquait une
augmentation du stress oxydant. Nos sujets étgriigués de forme routiniere dans ce
type efforts épuisants, on peut penser qu'il seutiie d'utiliser des agents pour
contrbler le stress oxydant, afin d’éviter d’aboutides situations de dépression des
défenses antioxydantes, comme cela a déja étéatdrdiez des sportifs (Tsai et al.
2001, Cuevas et al. 2005, Liu et al. 2005, Kneal .€2007). Toutefois dans notre étude,
les antioxydants endogenes (Lp, Gpx) ont été autgmesous l'effet principal de

I'exercice. Ces résultats sont en accord avec undeéqui a démontré, chez des
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judokas, une augmentation des défenses antioxygldébpeet acide urique) au cours
d’'une compétition (Finaud et al. 2006a). De pluss Bujets présentaient au repos en
basal des valeurs normales en oxydants et en gd#ais, et lors de I'entrainement de
judo ils ont présenté une augmentation des oxydiors les valeurs sont restées dans
les normes de laboratoire. Les exercices anaér@uerraient contribuer & augmenter
les défenses antioxydantes de repos et a rédupedthuction des oxydants pendant et
aprés l'exercice (Bloomer et al. 2004, 2008 et 2000 faut noter que l'analyse
nutritionnelle de notre étude indiquait que la mmbien de calories totales en
provenance des hydrates de carbone était inférmmweecommandations. Cette faible
consommation aurait pu étre impliguée dans l'audatiEm des défenses antioxydantes
observée apres I'entrainement (Ortenblad et al718bomer et al. 2004, Hu et al.
2006, Botero et al. 2009). Vu le manque d’étudspatibles chez des sujets entrainés,
a 'occasion d’efforts anaérobies, le débat resteed sur la nécessité d’'un supplément
antioxydant pour palier a 'augmentation de I'oxiyda due a ce type d’efforts.

3. Effet des suppléments sur le stress oxydant aapos

Notre étude chez des spécialistes d’'une disciplinge, a démontré qu’un supplément
modéré en AGPI-LC n-3 (1g/j pendant 6 semainegsalté en une augmentation de la
peroxydation lipidigue (MDA, Rmax et LOOH) au rep@ans que les antioxydants
endogénes ou exogenes ne soient affectés. Cditktétdes antioxydants, a également
été démontrée dans d’autres études chez des enfeainés et supplémentés en AGPI-
LC n-3 (Oostenbrug et al. 1997, Malaguti et al. 2oprzecki et al. 2009, Bloomer et
al 2009, McAnulty et al. 2010). Méme si les AGPI-It=3 ont démontré des effets
bénéfiques pour retarder le développement et dienithel stress oxydant de diverses
maladies, leur ingestion chez des sujets sainssaltééen une augmentation de la

peroxydation lipidique au repos (Haglund et al. 1,99air et al. 1993, Oostenbrug et al.
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1994, Palozza et al.1996, Allard et al. 1997, Foutd al. 1999, Guichardant et al.
2006). Les AGPI-LC n-3 pourraient produire des aiwe de peroxydation lipidique
plus élevés que ceux des AGPI-LC n-6, malgré ugegmce des n-3 plus réduite que
celle des n-6 dans la plupart des tissus (Guicharetaal. 2006). Au contraire, Mori et
al. (2000) ont nourri des sédentaires en poissoreroleEPA + DHA, sur une base
journaliére, et ont constaté une diminution sigaifive des F2-isoprostanes urinaires.
Chez des sportifs d’endurance aérobie, les résutkatpeu d’études publiées, ont été
partagés entre aucun effet (Poprzecki et al. 2@®pmer et al. 2009), une
augmentation (McAnulty et al. 2010), ou une dimiont(Oostenbrug et al. 1997).

Le niveau d’entrainement des sujets, la composeioiG de leur alimentation et les
guantités de suppléments utilisées, ont pu inflaetecratio n-6/n-3 des membranes, et
ont été désignés comme capables d’interférer surdsultats du stress oxydant des
études liées a la supplémentation en AGPI-LC ni3déksson et al. 2000, Helge et al.
2001 et 2003, Tanaka et al. 2003, McAnulty et 8l®. Ceci pourrait expliquer la
versatilité des résultats de la littérature suswget. Il a été démontré qu’en situation de
stress oxydant élevé, les AGPI-LC n-3 pouvaierg @no-oxydants si I'alimentation
était normale et antioxydants si elle était hypoggle (Bhattacharya et al. 2003, El-
Mesery et al. 2009). L'alimentation de nos sujé&ait pas hypocalorique, mais était
insuffisante en hydrates de carbone, ce qui pduskaiir contribué a la stabilisation
des antioxydants (Hu et al. 2006, Botero et al9200

La présente étude est a notre connaissance lagreemiaborder I'effet de I'utilisation
des AGPI-LC n-3 avec ou sans antioxydants multiviteés, sur les niveaux de
peroxydation de repos de sportifs spécialistesaltliacipline mixte. Dans notre étude,
malgré une augmentation significative des niveaaxr@pos em-tocophérol et en

rétinol, nous avons noté que I'addition d’antioxiytkamultivitaminés, ne prévenait pas
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la formation de produits de I'oxydation au repasgai est en accord avec les résultats
de McAnulty et al. (2010). Chez des sédentaireandwn supplément en vitamine E a
été combiné avec celui en AG n-3, il a été capdbleontrecarrer 'augmentation du
stress oxydant constatée avec les n-3 pris sealgldhd et al. 1991, Nair et al. 1993,
Oostenbrug et al. 1994, Yaqgoob et al. 2000, Lenal.e2002, Bauchart et al. 2010).
Une telle protection associée aux n-3, pourrait pghdant les phases d'initiation et de
propagation des réactions d’oxydation en chainésdi@e et al. 2007).

Chez des sportifs I'ajout d'un supplément antioxyda celui en AGPI-LC n-3, a
permis de renforcer les antioxydants du plasmdagtéduer la peroxydation lipidique,
sans toutefois la supprimer (Oostenbrug et al. 1B&Anulty et al. 2010). McAnulty et
al. (2010), qui comme nous ont administré un compl& multivitaminé, ont utilisé des
doses nettement supérieures aux nétres (2.4g @WAGPI-LC n-3 et 2000 vs 60 mg
vit.C, 800 vs 30 mg vit E, 100 vs 6 mg vit. A), gei pourrait expliquer la différence
d’atténuation de la peroxydation lipidiqgue entre &tudes. Le fait que leurs athlétes
aient été d’'une discipline aérobie, et que les bigumeurs utilisés dans les études aient
été différents, pourrait également avoir influedeg résultats. Ceci fait ressortir la
difficulté de comparer les résultats des étudeisgdesurcroit sont peu nombreuses chez
les sujets entrainés. En conséquence, les donngetes effets des suppléments
antioxydants pris en association avec des AGPI43C sur les niveaux de peroxydation
lipidique de repos continuent & étre I'objet deatél{Allard et al. 1997, Goldfarb et al.
2005, Davison et al. 2007, Mc Anulty et al. 201I0Aage et le niveau d’entrainement
des sujets, I'alimentation, la posologie (type,ajodurée) des suppléments, les délais
des prélevements, sont autant de facteurs qui gieatr justifier le manque de

consensus entre les études (Bloomer et al. 2008ptexcht et al. 2009).
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4. Effet des suppléments sur le stress oxydant &ffort

Nous avons observé que le supplément en AGPI-LGdr3nistré, n’est pas parvenu a
atténuer 'augmentation des oxydants induite pamttainement de Judo. De plus cette
augmentation était plus élevée dans le groupe AGPIR-3 comparé au groupe
placebo. Une étude récente de McAnulty et al. (2@L@oté, tout comme dans notre
investigation, que les suppléments en AG n-3 (§.4andant 6 semaines) augmentaient
significativement les oxydants (F2-isoprostanesgspn exercice aérobie épuisant.
Pour Morrow et al. (1997), les F2-isoprostanes &amactifs et élevés chez des sujets
obéses et dans plusieurs états maladifs. En carttoad d’autres auteurs n’ont pas
constaté d’altérations des oxydants sanguindfarteaérobie modéré et maximal, chez
des sujets entrainés et sous l'effet d’'un suppléreanAGPI-LC n-3 (0.65 a 4.4 glj,
pendant 3 a 6 semaines) (Oostenbrug et al. 199 z&aki et al. 2009, Bloomer et al
2009). Bien qu’aucune diminution n’ait été condstatians le peu d’études publiées, les
résultats sont controversés. L'intensité de l'déffde type de modalités pratiquées
pourraient en partie rendre compte des divergeeod® les études, mais d’autres
facteurs comme la différence des biomarqueurs stdisages en AG n-3 utilisés
pourraient avoir influencé les résultats. Rohrb#2609) a reporté que les AGPI
peuvent moduler la production des RL, mais vu lmmgexité de leurs actions et des
mécanismes impliqués, leurs effets sont difficdgsrédire. Chez des athletes, les effets
bénéfiques des AG n-3, restent toujours I'objetdébats et pourraient dépendre des
niveaux de base du stress oxydant (Andrade e0@l,2Nieman et al. 2009). McAnulty
et al. (2010) ont suggéré que la consommation d@BIA.C n-3 pourrait n'augmenter
la peroxydation que quand un haut niveau de streg$ant serait atteint.

L’ajout de vitamines antioxydantes au complémentA&PI-LC n-3, n'a pas exercé

hY

d’effet sur les parameétres oxydants a l'effort ddespeu d'études disponibles
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consultées (Oostenbrug et al. 1997, Lenn et al228Anulty et al. 2010). Notre
étude serait la seule & démontrer une diminutiota geeroxydation lipidique (LOOH,
CDmax Rmax MDA) aprés l'effort, avec une combinaison de witaes antioxydantes
aux AGPI-LC n-3. Sur des populations sportives,sigiplémentations en antioxydants
ont été capables de diminuer les niveaux sanguirnxygdants et d'augmenter ceux des
antioxydants (Bloomer et al. 2006a, Tauler eR@D6b, Goldfarb et al. 2007), ce qui
pourrait renforcer I'hypothése d’'une action prépénadite des vitamines dans notre
étude. Toutefois, les données de la littératureticoent & étre un théme de débat
(Sacheck et al. 2001, Kirschvink et al. 2008, Fisellman et al. 2009, McAnulty et
al. 2010). Les suppléments en vitamines antioxyargyant démontré, apres des
efforts aérobies et anaérobies, des influenceyydantes (McAnulty et al. 2005b,
Zhang et al. 2001, Nieman et al. 2002, Williamsaét 2006), ou antioxydantes
(Hartmann et al. 1995, Alessio et al. 1997, Verda@tn et al. 1998, Ashton et al. 1999
et 2003, Nieman et al. 2002, Bryant et al. 2003|dfadb et al. 2005b, Traber et al.
2006, Keong et al. 2006, Bryer et al. 2006, Choletval. 2008).

A propos des indicateurs antioxydants, immédiaterapnés I'entrainement de judo,
les Lp et les Gpx ont été augmentés sous l'effecipal de I'exercice. Aucuns effets
n'ont été constatés sur le rétinol et-tbcophérol dans les groupes placebo et AGPI-LC
n-3, alors gqu’ils augmentaient dans le groupe ABPIN-3 + vitamines. Nous avons
constaté que sous l'effet du supplément multivit@es niveaux de repos de rétinol et
d’a-tocophérol étaient augmentés, ceci pourrait avdimencé les résultats a I'effort.
Ce supplément en vitamines antioxydantes, pouggatement avoir généré une plus
grande réserve de vitamines dans différents compamts de I'organisme, dont une
partie aurait pu étre libérée lors de I'effort paanforcer la lutte contre I'oxydation,

comme cela a été suggéré dans d'autres étudese(@asy et al. 1997, Fisher-
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Wellman et al. 2009). Les données de la littératsme les sujets entrainés sont
controversées, car les suppléments en AGPI-LC ntZwgmenté ou n’ont pas affecté
les antioxydants aprés I'effort (Oostenbrug etl@PB7, Bloomer et al. 2009, Poprzecki
et al. 2009, McAnulty et al. 2010), et I'ajout d#amines antioxydantes aux AG n-3
n'a exercé aucun effet ou a augmenté les parameingi®xydants a ['effort
(Oostenbrug et al. 1997, Lenn et al. 2002, McAnattal. 2010). Notre étude alimente
la controverse en étant la seule a constater uménulion des oxydants a I'effort,
associée a une augmentation des antioxydants eamgkms de I'ajout de vitamines
antioxydantes aux AG n-3. Le transport des antiarys entre différents
compartiments, les dommage musculaires, les interscentre les antioxydants, la
variation du volume plasmatique sont autant destastqui peuvent varier en fonction
du type d’effort réalisé et du niveau d’entrainetn@es sujets, ils sont susceptibles de
rendre compte des différences entre les étudegdfimsig et al. 1997, Hellsten et al.
2001, Hargreaves et al. 2002a et 2002b, Marlinl.e@02, Margaritis et al. 2003,
Elosua et al. 2003, Mastaloudis et al. 2001 et dD04guilo et al. 2005). La
biodisponibilité des suppléments et leur bioeffitaen réaction a une consommation
élevée en AGPI-LC n-3, ont également été invoq(ékard et al. 1997). De multiples
facteurs ont donc été susceptibles d’avoir inflégetes résultats et vu le manque

d’études, de futures recherches, avec des méthgdsisimilaires sont nécessaires.
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Le contrble des conditions d’étude est de premimportance pour éviter I'influence
de facteurs externes sur les résultats. Certain@tations, comme le budget, les
nécessités de confort des sujets, le nombre desntailes et la durée de leur
disponibilité, les délais des laboratoires, peuvenfluencer les décisions
méthodologiques et affecter I'utilisation idéaletdetes les ressources disponibles.
Dans notre étude le budget disponible et la quéandiit sang nécessaire ont limité le
nombre de prélevements et de marqueur utilisésiAmfait de n’avoir prélevé que 10
minutes apres les entrainements, peut avoir en§ethels prélévements trop précoces
pour obtenir des variations significatives. L’idéaurait été d’effectuer des
prélevements immédiats et tardifs, répartis jus@d'deures aprés I'entrainement.

De plus, en dehors du NO, tous nos marqueurs deydation provenaient de la
peroxydation lipidique, [l'utilisation de marqueursle [|'oxydation d'autres
macromolécules comme les protéines, aurait pu anigmaos hypothéses de détecter
des changements, mais les quantités de sang niéessaaraient pu causer trop
d’inconfort a nos sujets.

La prolongation de la durée des traitements aymaitmettre en évidence d’autres
adaptations, toutefois, ce n’était pas compatibiecde calendrier compétitif de nos
athlétes. Le nombre réduit de sujets possédantolid gésiré pour notre étude et les
inévitables désistements des études sur 'hommtdjmité la puissance statistique de
nos résultats.

La consommation insuffisante en hydrates de carlevren vitamines A, ainsi que la
proportion élevée des apports en AGS et AGMI auirdént des AGPI, auront pu
influencer le comportement des parametres antioxgdat la susceptibilité aux

suppléments de nos sujets.
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La présente étude est a notre connaissance lageemiaborder I'effet de I'utilisation
des AGPI-LC n-3 avec ou sans antioxydants multivitets, sur les niveaux de stress
oxydant de sportifs spécialistes d’'une disciplingtenau repos et a I'effort. Elle serait
aussi la seule a avoir étudié I'évolution des kgidors d’'un effort mixte et sous l'effet
des AGPI-LC n-3.

Nous avions émis I'hypothese que les AGPI-LC ni8 peuls ou en combinaison avec
les antioxydants pouvaient améliorer les parametggdants, antioxydants et
lipidigues au repos, mais qu’ils ne produisaientuswu effet sur ces indicateurs a
I'effort. Cette hypothese ne se vérifie pas a ddfpuisque des altérations significatives
ont été observées, dont la plus notable est unadiiion des oxydants a I'effort sous
'impact de I'antioxydant vitaminique. Au repos, tr® hypothése ne se vérifie que
partiellement avec les TG qui diminuent sous lictpades AGPI-LC n-3 et les
vitamines A et E qui augmentent avec I'antioxydd®dr contre, sur les paramétres
oxydants aucune amélioration n’est notée au repes las suppléments, les AGPI-LC
n-3 provoquant leur augmentation et les antioxyglaetprovoquant aucune adaptation,
ce qui est en opposition avec notre hypothese.

Notre étude serait la premiére a démontrer une angation des NO lors d’'un effort
d’intensité trés élevée (mixte), a démontrer gaddition d’un antioxydant vitaminique
aux AGPI-LC n-3 contribue a la diminution significe de la peroxydation lipidique
apres I'entrainement de judo.

Sur base de nos résultats, les suppléments en AGRIR3 pris seuls, ne devraient pas
étre spécialement recommandés aux athlétes endagésles entrainements intenses,
au risque d’augmenter leur stress oxydant au repad’effort. Parce que les AGPI-LC
n-3 ont été associés a de nombreux bénéfices pausahté, de nouvelles

expérimentations sont nécessaires pour exploreinfluence sur le stress oxydant au
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repos et a I'effort quand ils sont associés a depléments antioxydants. Dans des
disciplines comme le judo ou I'équilibre redox setivent menacé, une utilisation de
suppléments antioxydants pourrait étre utile, nedlss ne doit toutefois pas empécher
'adaptation aux entrainements comme cela a ététatthavec des doses élevées. Il
ressort de notre étude sur cette population, geerabinaison des AGPI-LC n-3 avec
des doses modérées en antioxydants pourrait titidtggmentation de I'oxydation qui
est associée a ces AG. Plus d'études sont néasssaiour arriver a un dosage
optimum des suppléments, afin de limiter le stmgglant au repos et a I'effort, tout
en bénéficiant des bienfaits des n-3.

Perspectives:

Dans notre investigation, une dose légerementgkge de multivitamines aurait peut
étre pu exercer un effet stabilisateur additiorsuella peroxydation lipidique de repos.
De futures recherches pourraient examiner 'efletddses croissantes d’antioxydants
en combinaison avec les AGPI-LC n-3, sur le stoegslant, afin de vérifier s'il serait
possible d’obtenir son contrdle au repos tout conanfeffort. L’utilisation d’autres
antioxydants comme par exemple les polyphénols, sguls ou en combinaison avec
des antioxydants vitaminiques, pourraient offrirrseivelles perspectives comme cela
a été suggéré par Gobert et al. (2009). L'analyseparalléle de I'adaptation a
I'entrainement, pourrait permettre de vérifier siprocessus adaptatif est inhibé par la
supplémentation en antioxydants, comme l'ont sug@mez-Cabrera et al. (2005 et
2008), ou s'il existe un seuil en dessous dugueirdabitions ne se produisent pas.

Les études sur les suppléments en AGPI-LC n-3,tagppuyé le potentiel anti-
inflammatoire de ces acides gras au repos, I'aaalgs paramétres inflammatoires liés
a l'oxydation, dans les circonstances suggéréekessus, pourrait étre de relevance

dans le cadre de la prévention des maladies liégstsr@ss oxydant. D’autant plus qu’en
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combinaison avec un complément antioxydant etféofte il manque d’études sur ces

parametres.
Les résultats de ces futures recherches pourr@ientribuer pour une meilleure

définition des recommandations nutritionnelles &PALC n-3 chez les sportifs.
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Effect of 6 Weeks of n-3 Fatty-Acid Supplementation
on Oxidative Stress in Judo Athletes

Edith Filaire, Alain Massart, Hugues Portier, Matth  ieu Rouveix, Fatima Rosado,
Anne S. Bage, Myléne Gobert, and Denys Durand

The aim of this investigation was to assess thec&ffof 6 wk of eicosapentanoic acid (EPA) and
docosahexanoic acid (DHA) supplementation on rgstind exercise-induced lipid peroxidation and
antioxidant status in judoists. Subjects were ramlgloassigned to receive a placebo or a capsule of
polyunsaturated fatty acids (PUFAs; 600 mg EPA 480 mg DHA). Blood samples were collected in
preexercise and postexercise conditions (judoitrgisession), both before and after the supplertienta
period. The following parameters were analyzedocopherol, retinol, lag phase , maximum rate of
oxidation (Rnay) during the propagating chain reaction, maximunoant of conjugated dienes (GR)
accumulated after the propagation phase, nitrideoXNO) and malondyaldehide (MDA) concentrations,

salivary glutathione peroxidase activity, and tipédl profile. Dietary data were collected using -@ay
dietary record. A significant interaction effecttlween supplementation and tim@ &€ .01) on
triglycerides was noted, with values significanityver in the n-3 long-chain-PUFA (LCPUFA) group
after supplementation than in the placebo grougniitant interaction effects between supplemeotati
and time on resting MDA concentrations angsRvere found p = .03 andp = .04, respectively), with
elevated values in the n-3 LCPUFA group after seimgntation and no change in the placebo group’s
levels. The authors observed a significantly gre&t® and oxidative-stress increase with exercise
(MDA, Rmax, CDmax, and NO) in the n-3 LCPUFA group than with placebm main or interaction
effects were found for retinol angttocopherol. These results indicate that suppleatiemt with n-3
LCPUFAs significantly increased oxidative stresseat and after a judo-training session.

Keywords: nutrition, exercise, omega-3 fatty acids, oxidasuess

Oxidative stress is a state of disturbed balance
between reactive oxygen species (ROS) and
reactive nitrogen species (RNS) on one hand
and antioxidant defenses on the other. Powers,
Smuder, Kavazis, and Hudson (2010) defined
oxidative stress as a disturbance in the redox
balance in cells in favor of oxidants, with this
imbalance resulting in oxidative damage to
cellular components. During increased oxygen
utilization, as occurs during strenuous exercise,
the rate of ROS production may overwhelm the
body’'s capacity to detoxify them, which can
lead to increased oxidative stress and
subsequent lipid peroxidation. In addition,
strenuous physical exercise is associated with an
increase in body temperature, which increases
the rate of free-radical production (Altan,
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Pabuccuoglu, Altan, Konyalioglu, & Bayraktar,
2003). Growing evidence indicates that ROS
and RNS contribute to muscle fatigue (Ferreira
& Reid, 2008), and several mechanisms
including DNA damage, lipid peroxidation,
protein damage, oxidation of important
enzymes, and stimulation of proinflammatory
cytokine release have also been implicated in
the tissue damage by ROS (Finkel, 2001).
Antioxidant enzymes (catalase, glutathione
peroxidase, superoxide dismutase) and
nonenzymatic antioxidants (vitamins E, A, and
C; glutathione; uric acid) can attenuate exercise
induced oxidative stress. Antioxidants are
present in all body fluids and tissues, and they
protect against endogenously formed free
radicals, usually produced by leakage of the
electron transport system (Halliwell, 1991).
Antioxidant enzymes like glutathione peroxidise
(GPx) provide protection within cells. Two
forms of GPx are known: classical cellular GPx
and extracellular GPx, which serves an
important antioxidant role in many extracellular
surfaces and spaces (Sies, Sharov, Klotz, &
Briviba, 1997).
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Polyunsaturated fatty acids (PUFAs) are
highly susceptible to ROS attacks. As a result of
ROS interaction with PUFAs in cell membranes
or lipoproteins, the process of uncontrolled lipid
peroxidation occurs. Malondialdehyde (MDA)
is an indicator of lipid peroxidation and one of
its final decomposition products that has
numerous deleterious effects on biological
systems (Matés, Pérez-Gomez, & Nufez de
Castro, 1999).

Diet can be manipulated, as in antioxidant
supplementation, in an attempt to minimize the
extent of muscle injury or oxidative stress in
response to exercise. This is a common practice
in athletes, and it has attracted the interest of
researchers (Mastaloudis, Traber, Carstensen, &
Widrick, 2004). However, most studies have
focused on vitamins C, A, and E (Clarkson &
Thompson, 2000; Teixeira, Valente, Casal,
Marques, & Moreira, 2009), and the data are
inconclusive. The very-long-chain n-3 PUFAs
(n-3 LCPUFAS) such as eicosapentanoic acid
(EPA) and docosahexanoic acid (DHA) have
been shown to have beneficial effects in
delaying the development of various diseases.
Specifically, n-3 LCPUFAs at sufficiently high
intakes were shown to decrease the production
of cytokines and ROS (Rohrbach, 2009).
Simopoulos (2007) reasoned that most athletes
need 1-2 g of marine n-3 PUFAs per day to
counter excessive oxygen-radical formation. In
fact, that author suggested that excessive radical
formation and trauma during high-intensity
exercise lead to an inflammatory state that is
made worse by the increased amount of n-6
fatty acids in Western diets, although this can be
counteracted by EPA and DHA. Moreover, high
intake of omega-6 increases prothrombotic and
proaggregatory activities (Simopoulos, 2002).
That author reported that n-3 LCPUFAs would
likely be beneficial, considering their anti-
inflammatory, antithrombotic, and
hypolipidemic properties. Venkatraman,
Angkeow, Satsangi, and Fernandes (1998)
reported that feeding rats both n-3 and n-6
increased the activities of cytolosic catalase. In
a general manner, although some reports have
noted a decrease in resting oxidative stress and
inflammatory biomarkers with EPA and DHA
treatment (Mori & Beilin, 2004), few studies
have determined the effects of such
supplementation in human subjects on exercise-
induced changes in ROS (Bloomer, Larson,
Fisher-Wellman, Galpin, & Schilling, 2009;
Oostenbrug et al., 1997). Moreover, in the few
studies that have been conducted, the results
have been mixed, with issues such as the
exercise protocol, test subjects (trained and
untrained), dosage and duration of
supplementation, timing of measurement, and

the selection of biomarkers likely contributing
to the discrepancies. It has also been shown that
n-3 PUFAs have many other beneficial effects
including robust reductions in triglycerides (TG)
and free fatty acids (FFA; Harris & Muzio,
1993).

Exercise-trained individuals were used in the
current study because so few studies
investigating the effects of EPA and DHA
supplementation have included this type of
participant. Moreover, to our knowledge, there
are limited data on the effects of n-3 LCPUFA
supplementation on ROS after exercise. Using a
randomized, double-blind, placebo-controlled
research design, we tested the influence of 600
mg EPA and 400 mg DHA per day for 6 weeks
on oxidative-stress parameters and GPX
activities in 20 male judo competitors before
and after an intensive training session. This
research design allowed us to measure the
chronic effect of n-3 LCPUFA supplementation
on oxidative parameters in judo athletes during
normal training and to assess the acute exercise-
induced changes in these parameters. We also
determined whether n-3 LCPUFA ingestion
lowered the concentrations of FFA and TG at
rest or during exercise.

Methods

Subjects

Twenty male national-level judo competitors,
all nonsmokers, volunteered to participate in
this study. Exclusion criteria were recent
surgery or illness and use of drugs or dietary
supplements in the 4 weeks before the study.
They had been practicing this sport for a mean
of 15 years and were currently training 9
hr/iweek. The technical levels of these judoists
ranged between first- and fourth-Dan black belt,
and all fought in a category less than 81 kg.
Body mass was recorded before and after
supplementation. Antidoping controls were
regularly carried out, as required by the French
Judo Federation. The participants were
nonsmokers, not using anti-inflammatory or
antioxidant agents, and did not report any
history of cardiovascular or metabolic disorders.
None had any endocrine or other medical
problems that would confound the results. All
were informed about the risks of the
investigation before giving their written
consent, and all procedures were approved by
the local ethics committee.

Experimental Design

Data were collected at the beginning of March
(Ti1and T2) and 6 weeks later §Bnd Ta) during

a period of weight maintenance. There was an
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obligatory 30-hr minimum recovery period and
no physical training before the study.

The judo competitors were randomized to an
n-3 LCPUFA or a placebo group. Under double-
blind procedures, they ingested four soft-gel
capsules per day (two in the morning on an
empty stomach at 7-8 a.m. and two before the
evening meal at 6-8 p.m.) for 6 weeks. The
soft-gel capsules were prepared by Boehringer
Ingelheim, Brussels. Each n-3 LCPUFA capsule
contained 500 mg of salmon-oil concentrate
with gelatin, glycerin, and water and provided
150 mg EPA and 100 mg DHA. The placebo
capsules were identical in appearance and
contained the same ingredients but without the
fish-oil concentrate. Capsule counts on box
return allowed us to estimate compliance with
intake instructions.

Before and after 6 weeks of supplementation,
blood samples were obtained from subjects at
rest in the seated position at 9 a.m. after an
overnight fast (>12 hr; baseline values) and then
10 min after a judo-training session (11:10
a.m.). The preexercise samples were drawn after
subjects had been seated at rest for at least 15
min. Then, the subjects were allowed to
consume a glass of water and energy nutriments
(Punch Power, France). Energy nutriments
included 1,400 kJ. The proportions of total
calories from carbohydrates, protein, and lipids
were 55.9%, 4.9%, and 6.7%, respectively. The
postexercise blood samples were obtained 10
min after the training session.

The judo-training sessions before and after the
supplementation period lasted 2 hr and
consisted of judospecific skills and drills and
randori (fighting practice) with varying
intensity of 85—-90% of V@nhax Heart rate was
measured continuously during each training
session using a short-range telemetry device
(PE4000 Polar Electro, Oy, Finland). Because
heart rate increases linearly with the oxygen
consumption (Karvonen & Vuorimaa, 1988), we
can directly evaluate the work done during the
judo sessions through the heart rate.

Saliva Samples

Saliva was collected at the same hour as blood.
About 2 ml of unstimulated whole saliva was
collected in tubes and centrifuged immediately
to remove cell debris (4,009 x 5 min). The
supernatant was removed and stored in small
aliquots at —80 °C until analysis.

Anthropometric Measurements

The weight and height of each subject were

measured, and the percentage of body fat was
estimated from measurements of four skinfold

thicknesses according to Durnin and Rahaman
(1967). At T (presupplementation and

preexercise) and sT(postsupplementation and
preexercise), body mass was recorded to the
nearest 0.1 kg using a portable digital scale with
each athlete wearing light clothing and no
footwear. Height was measured to the nearest
0.1 cm with an anthropometric plane only at T

A Harpenden caliper was used to measure the
thicknesses of biceps, triceps, subscapular, and
suprailiac skin folds on the right side of the
body with the subject in a standing position. All
skinfold measurements were collected by one of
the authors, an experienced anthropometrist, at
Ti1and Ts. Each skinfold was measured to the
nearest 0.1 mm.

Assessment of VO 2max

Two weeks before the beginning of the study,
subjects performed a continuous incremental
test to exhaustion on an electronically braked
cycle ergometer (Model EO252E, Siemens,
Sweden). They performed a 5-min warm-up at
120 W followed by an initial work rate of 180
W, with increments of 30 W every 2 min until
fatigue. During the second minute of each
increment, an expired gas sample was collected.
The Douglas-bag method was used for this
purpose. A paramagnetic oxygen analyzer
(Servomex 1420B, Crowborough, Sussex, UK)
and an infrared carbon dioxide analyzer
(Servomex 1415B) were used along with a dry
gas meter (Harvard Apparatus, Edenbridge,
Kent, UK) to determine minute ventilation,
VO2, and carbon dioxide output. The basic
criteria for attainment of Vehaxwere adopted
(Hale et al., 1988). Heart rate was measured
continuously during the Vfdax test using a
short-range telemetry device (PE4000 Polar
Electro, Finland).

Dietary Intakes

To account for the effect of diet on the study
outcome measures and to establish that
participants had similar levels of macronutrient
and antioxidant intake during the period of data
collection, we asked them to record their diet for
the 7 days precedingi&nd to repeat this diet
for the 7 days precedingsTAll participants
received a detailed verbal explanation and
written instructions. They were asked to
maintain their usual dietary habits during the
recording period and to be as accurate as
possible in recording the amount and type of
food and fluid consumed. They were asked to
record brand names of all commercial and
ready-to-eat foods and the methods of
preparation. A list of common household
measures, such as cups and tablespoons, and
specific information on the quantity in each
measurement (grams, etc.) was given to each
participant. Any questions, ambiguities, or
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omissions regarding the type and amount of
food and beverages consumed were resolved
during individual interviews. A color photo
exhibition (Candia, 1997) of commonly
consumed foods and their portion sizes was
used during the interview to assist in estimating
amounts consumed. Each individual’'s diet was
assessed using the Pro Diet 5.1 software
package, a computerized database (Proform)
that calculates food composition from the
French standard reference (Peres, 2000).

Blood Samples

To minimize discomfort, all subjects were
provided with an anesthetic cream (EMLA,
Astra Pharmaceuticals) that was applied over
the cubital region 1 hr before sampling. The
athletes refrained from alcohol consumption

during the hours preceding the blood
collections.
Blood samples were drawn from an

antecubital vein into EDTA-treated Vacutainer
tubes and nonadditive serum Vacutainer tubes
while participants were seated. The tubes were
then immediately placed on ice in the dark until
centrifugation. An aliquot of whole blood was
separated to measure hematocrit. In evaluating
the results, all plasma or serum postexercise
values were adjusted by the equation suggested
by Van Beaumont, Greeland, and Juhos (1972)
to correct for plasma-volume shift. The
preexercise analytical values were presented
without correction for plasma-volume changes.

Biochemical Analysis

Insulin  concentrations were determined by
direct chemiluminescence according to the
manufacturer's protocol and analyzed in
Immunite 2000.

TG and glucose concentrations were analyzed
by enzymatic techniques in a Hitachi 911
(Roche Diagnostics) according to the
manufacturer’s protocol. FFAs were determined
by a manual technique using Wako reagents.
The plasma for these measurements was
immediately separated after puncture and
conserved at —20 °C.

The PUFA susceptibility to peroxidation was
determined by monitoring the kinetics of an
accumulation of conjugated dienes (CDs) after
induction of the peroxidation process by copper,
according to the method described by Schnitzer,
Pinchuk, Fainaru, Schafer, and Lichtenberg
(1995). After a 50-fold dilution of the plasma
sample in degassed 0.01-M-phosphate-buffered
saline, pH 7.4, the oxidation reaction was
induced at 37 °C by 200M of freshly prepared
aqueous copper chloride solution. Absorbance
of CDs was continuously recorded at 245 nm
using a Kontron (Uvikon 923) double-beam

spectrophotometer. The kinetics of CD
accumulation can be divided into three phases
from which three parameters are calculated, as
described by Esterbauer, Striegl, Puhl, and
Rotheneder (1989): the length of the lag phase
corresponding to the time of resistance of
PUFAs against oxidation, the maximum rate of
oxidation (Rna) during the propagating chain
reaction, and the maximum amount of CDs
(CDmax) accumulated after the propagation
phase.

The blood used for analysis of MDA was
collected into Vacutainer tubes containing
EDTA, immediately centrifuged at 3,000 rpm at
4 °C for 10 min to obtain plasma, and stored
light-protected in separate aliquots at —80 °C
until analysis. Plasma MDA was determined by
fluorometric high-performance liquid
chromatography (HPLC), the method described
by Agarwal and Chase (2002). The reaction rate
is faster in acid conditions, so we added and
vortex-mixed the plasma with phosphoric acid
(Fluka), thiobarbituric acid (TBA from Sigma
Chemical Co. T5500) diluted in pure water
(kept in a water bath at the desired 50 °C
temperature), and butylated hydroxytoluene
(BHT from Sigma B1378) dilute in ethanol as
antioxidant to prevent further formation of
MDA during the assay. The mixed product was
then heated for 60 min in a water bath at 100 °C
to maximize the intensity of the MDA-TBA
mixture pigment and avoid interference.
Hereafter, the sample was kept on water and ice
until 10 min before HPLC analysis. Samples
were extracted with n-butanol (Aldrich 27067-
9) by centrifugation. The supernatant butanol
phase was pipetted and then injected into and
fractionated in the HPLC column of the HPLC
system (Perkin Elmer 200), which was equipped
with a diode array detector (DAD: 535 nm), a
fluorescence detector, and an auto-injector
system. Separation was achieved on an RP C18
ODB 5u 250 x 4.6-mm column (Interchim,
Montlucon, France) warmer set to 37 °C
(Peletier Oven Column Selector), with
methanol/phosphate buffer (40/60:v/v) as a
mobile phase, at a flow rate of 0.6 ml/min,
pressure 130 bars by the HPLC pump system,
and by separating the MDA-TBA adduct from
interfering chromogens.

The column effluent was monitored by
spectrofluorometric wavelength excitation and
detection at 515 and 553 nm, respectively.
Chromatographic signals were analyzed using
Tcnav software at typical retention times before
peak. Quantification of the results in
concentrations was computed by reference to a
calibration curve prepared in the same
conditions as for plasma. The linear calibration
curve was obtained through the data points from
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gradual concentration of the external TEP
standard (200ul solution with 0-200ul of
standard for plasma poor to rich in MDA). For
each plasma sample, a blank sample was
analyzed and the area peak in the blank sample
was subtracted from the area of the plasma
samples. Corrected peak areas of the plasma
samples were plotted against concentrations on
the linear regression of the standard curve by
using the regression formula to obtain the MDA
concentrations inug/ml of plasma (Lepage,
Munoz, Champagne, & Roy 1991).

The blood used for analysis of NO was
collected into Vacutainer tubes containing
heparin, immediately centrifuged at 3,000 rpm
at 4 °C for 10 min to obtain plasma, and stored
light-protected in separate aliquots at —80 °C
until  analyzed. We used the indirect
determination of NO with spectrophotometric
measurement (Tecan Infinite 200 series
spectrophotometer with microplate) of its stable

decomposition products NQ(nitrate) and N@
(nitrite). This method requires that NGirst be

reduced enzymatically to NGO which is then
determined by the Griess reaction as described
by Bryan and Grisham (2007). Briefly, the
Griess reaction is a two-step diazotization
reaction in which the nitrosating agent
dinitrogen trioxide (MOs) generated from
acidified nitrite (or from the auto-oxidation of
NO) reacts with sulfanilamide to vyield a
diazonium derivative. This reactive intermediate
will interact with N-1-naphthylethelenediamine
to yield a colored diazo (rose) product that
absorbs strongly at 550 nm. For each plasma
sample, a blank sample (plasma + buffer was
analyzed and the result in the blank sample was
subtracted from the results in the reactive
samples (plasma + buffer + enzymes). The
corrected values of the plasma sample were
plotted against concentrations on the linear
regression of the standard curve by using the
regression formula to obtain the NO
concentrations immol/L. Concentration of NO

in umol/L (y) = absorption of reactivex)
multiplied by the slope of the external standard
(a) plus they-intercept b).The concentrations of
a-tocopherol and retinol were determined using
reverse-phase HPLC and the fluorometric
detection method described for vitamin E by
Hatam and Kayden (1979) and adapted for
simultaneous detection at different wavelengths
by Sowell, Huff, Yeager, Caudill, and Gunter
(1994).

The blood used for analysis aftocopherol
and retinol was collected into Vacutainer tubes
(Veno Safe) containing EDTA, immediately
centrifuged at 3,000 rpm at 4 °C for 10 min to
obtain plasma, and stored lightprotected in
separate aliquots at —80 °C until analyzed.

The a-tocopherol and retinol were extracted
from plasma in ethanol and hexane under
agitation for 10 min. To calculate the extraction
yield, tocopherol acetate in a well-known
concentration was added to the plasma sample
as an internal standard (Sigma 3001, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO). The hexane phase
(containing thex-tocopherol, the retinol, and the
internal  standard) was  separated by
centrifugation, extracted, and transferred for a
second extraction with hexane. The hexane
phase was then evaporated under a stream of
nitrogen (N), and the extracts were redissolved
in methanol/ dichloromethane, immediately
filtered through a poresize filter, and injected
into the HPLC column of the HPLC system
(Kontron Instruments, France) equipped with an
ultraviolet detector and an autoinjector system.
All sample preparation was carried out in
fluorescent light to avoid photo-oxidation of the
analytes. Separation was achieved on a nucleosil
5u C18, 250 x 4.6-mm column (Interchim,
Montlucon, France), with methanol as a mobile
phase, at a flow rate of 2 ml/min by the HPLC
pump system (model 325, Kontron Analysis
Division). The column effluent was monitored
by UV spectrophotometric multiwavelength
detection at 325 and 292 nm for retinol and

tocopherol, respectively, using the HPLC
detector (model 430, Kontron Analysis
Division). Chromatographic signals were

analyzed using Kroma System 2000 software
(Kontron Analysis Division). The typical
retention times before peak of retinog-
tocopherol, and tocopherol acetate were 6.44,
10.7, and 13.4 min, respectively. The plasma
concentration of fat-soluble vitamins in the
samples was determined by measuring the
respective peak areas (isolated as a colorless
material with colored fluorescence under
ultraviolet light). These were then compared
with the standard curves of the retinol amd
tocopherol (Sigma-Aldrich: R-7632 and T-
3251) from gradual well-known concentration
of the standards (standards for plasma poor to
rich in the vitamins). The results were finally
readjusted as a function of the tocopherol
acetate yield of extraction.

GPx activity was measured according to
Paglia and Valentine (1967). A total of 2.65 ml
of 50-mM potassium phosphate buffer (pH 7.0)
including 5 mM EDTA, 100ul of GSH (150
mM), 20 ul of glutathione reductase (30 U/ml),
20 pl of NaNs (0.12 M), 100ul of NADPH (8
mM), and 50ul of saliva were mixed, and the
tubes were incubated for 30 min at 37 °C. The
reaction was started by the addition of 100f
H202 solution (2 mM), mixed rapidly by
inversion, and the conversion of NADPH to
NADP was measured spectrophotometrically
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for 5 min at 340 nm. The enzyme activity was
expressed as U/L using an extinction coefficient

for NADPH at 340 nm of 6.22. 1 M. cm™.

Statistical Analysis

Data are expressed & + SE All data were
analyzed using the SPSS statistical package
(version 16.0). By convention, the a priori level
of significance was set at < .05. The data in
Table 1 (subjects’ baseline characteristics,
hematocrit, mean heart rate) and the nutritional
parameters (Table 2) were compared between
groups using Student’s tests. All other data
(Tables 3 and 4) were analyzed using the
mixed-model repeated-measures general linear
model, with treatment (placebo vs. n-3
LCPUFA) as the between-subjects factor and
time (presupplementation VS.
postsupplementation) and exercise (preexercise
vs. postexercise) as the two within-subject
factors. If appropriate, for selected time points,
additional analyses were conducteck bgst.

Results

The characteristics of the 20 judo athletes
randomized to placebon(= 10) and n-3
LCPUFA (0 = 10) are summarized in Table 1.
No significant differences were found between
groups for age or anthropometric characteristics.
There were no differences in these parameters
between Tand Tz for either groupf§ > .05). No
difference was noted between conditions for
heart ratefg > .05; Table 1).

Compliance with capsule intake instructions
was 98% for the placebo group and 93% for the
EPA-DHA group, with no statistical difference
noted p = .23).

Table 2 shows the dietary intake data s
Ts for the two groups. Dietary intake showed no
differences between groups in any of the
assessed variables. The proportion of total
calories from proteins corresponded to the
French recommendations, but carbohydrate
intakes were lower and lipid intakes were higher
than the recommendations for both groups.
Concerning antioxidant nutrients, we noted that
mean nutritional intakes were in the normal
range only for vitamin E, vitamin C, and zinc.

Table 3 shows the biological variables at rest
and after the training sessions, before and after
supplementation. The standard laboratory values
are also given. All the biological variables in
our study corresponded to the standards.

Before the supplementation, the mean values
for lipid parameters and insulin and glucose
concentrations were similar in both groups. A
significant interaction effect  between
supplementation and tim¢ & .01) was noted
on TG, with TG significantly lower in the n-3

LCPUFA group than the placebo group after
supplementation.

Table 1 General Characteristics of
Judoists ( M = SE)

Variable Placebo n-3 LCPUFA
(n=10) (n =10)

Age (years) 22314 ®+1.4

Weight (kg) 74.0+ 4.8 .g£5.8

Height (cm) 172.4+3.8 172.2.4

Body-mass index 246 £0.7 23.6%0

(kg/m?)

Percent body fat 17.2+2.0 7 A5

VO2max 57.2+0.5 58.3+0.9

(ml - mir* -kg?)

Resting heart rate 69.2+3.4 215

(beats/min)

Mean heart rate 153.6 2.5 131362

(beats/min) during the

first training session

Hematocrit (%) 46.6 +0.7 46.0.9

Note LCPUFA = long-chain polyunsaturated fatty acid.

Training sessions induced a significant increase
in insulin and glucose concentrations in both
groups (exercise main effeqs,< .01 andp <
.05, respectively) and did not seem to be
affected by treatment or time because no
statistically significant treatment and time main
or interaction effects were noteg ¢ .05). A
significant decrease in TG and FFA
concentrations was observed in both groups
(exercise main effect, Table 3).

After 6 weeks of n-3 LCPUFA ingestion,
almost no differences in the resting oxidative-
stress markers were observe¢p ¢ .05)
compared with placebo (Table 4).

However, a significant interaction effect
between supplementation and time on resting
MDA concentrations and dRxwas found j§ =

.03 andp = .04, respectively), with elevated
values in the n-3 LCPUFA group after
supplementation @) and unchanged values in
the placebo group (Table 4). The levelsoof
tocopherol and retinol were similar in the two
groups in presupplementation conditions and
were not modified significantly during the study
or by supplementation.

A significant interaction effect among
exercise, time, and group € .05) on oxidative
parameters was found. We observed a
significantly greater increase in NO and the
oxidative-stress response to exercise (MDA,
Rmax, CDmax) in the n-3 LCPUFA group than
with placebo after supplementation.

A significant increase in lag phase and Gpx
was noted in both groups after the training
session (exercise main effepts .05).
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Table 2 Mean Intake of Micronutrients for Placebo

and n-3 LCPUFA Groups at T 1(Before

the Training Session) and T 3 (Before the Training Session), M+ SE
Placebo n-3 LCPUFA
T1 T3 T1 T3
Energy intake MJ/day 1.4+0.4 11.0+£0.9 11.0+£0.9
kJ - Kg day' 145.35 + 29.56 152.6 +12.0 152.6 +12.0
Carbohydrates g - Kg day* 43+0.3 40+0.4 47+0.5 45+0.8
% energy intake 47.4.+2.4 448 +3.0 47.0+1.8 453+3.5

Proteins g - Kg day* 1.4 +0.07 1.4+0.2 1.50 +0.17 1.52+0.2

(%) energy intake 15.3+0.97 16.3+1.8 15.7+1.3 16.2+1.8
Lipids g- k§- day* 1.54 +0.13 1.55+0.19 1.60 +0.17 1.67 +0.16

(%) energy intake 372126 385+1.9 37.2+2.09 385+2.1
saturated fat (g) 42.3+5.5 445 +£4.2 446 £3.9 46.25+2.8
monounsaturated fat (g) 6.23t 4.1 37325 38.7+10.8 40.74 + 8.3
polyunsaturated fat  (g) 126+24 13.9+35 145+3.8 13.78 £4.9
Water (g/day) 2,843.2 +283.6 2,987 +351.2 3,006.4 +451.2 3,142 £ 154.6
Iron (mg) 148+3.1 13.3+2.6 13.6+1.8 125+1.9
Zinc (mg) 13.2+0.8 125+1.0 12.8+1.9 13.1+0.7
Selenium (g) 56.9 £8. 58.4+49 60.5 £10.2 57.1+5.7
Magnesium (mg) 925 +18.4 325.1+£304 31591254 335.8 £20.7
Retinol  {1g) 397.3401 4255 +35.1 AP 28.6 438.7 £40.8
Beta carotene ug) 1,500 £ 602.71,425.3 £ 420.7 1,352 £ 375.8,218.4 £ 249.4
Vitamin E  (mg) 12.1+2.8 129+1.1 134+3.1 13.1+25
Vitamin C  (mg) 135.2 +25.7 127.4 +18.7 1375+ 235 129.8 + 24.8

Note LCPUFA = long-chain polyunsaturated fatty acid.

Table 3 Effects of a Judo-Training Session and n-

3 LCPUFA Supplementation on Lipid

Parameters and Glucose and Insulin Concentrations ( M £ SE)

T1 Ts Ta Standards
Triglycerides (mmol/L) .501.6
placebo 1.7 £0.09 1.3 +0.05* 1.8 £9. 1.2 +0.01*
n-3 LCPUFA 2D.6 1.7+0.1* 1.2+0.07880.7 £ 0.188*
Free fatty acid (mmol/L) .160.5
placebo 0.38 £ 0.08 0.26 £ 0.05* 0.40 £0.04 0.23 £0.03*
n-3 LCPUFA 0.40:05 0.25 £ 0.05* 0.42 £ 0.03 0.26 £ 0.06*
Insulin (mU/L) 0.5-15
placebo 55+0.9 8.2 + 0.5* 4.1+ 7.6 £ 0.5*
n-3 LCPUFA &3.4 9.3 +0.3* 72+21 10.0+0.9*
Glucose(mmol/L) 4-6
placebo 43+0.1 49+0.1*% 402 5.1+0.1*
n-3 LCPUFA 42.3 48 £0.1* 44+03 4.8x0.1*

Note LCPUFA = long-chain polyunsaturated fatty acid=Tpresupplementation before the training session; T

presupplementation after the training sessiam; fter 6 weeks of supplementation just beforetthi@ing session; 4= after 6
weeks of supplementation after the training ses&arrcise main effect:;pr< .05. **p < .01. Supplementation Time interaction:

§8p < .01.
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Table 4 Effects of a Judo-Training Session and n

-3 LCPUFA Supplementation on Lipid

Peroxidation and Antioxidant Status (M * SE)
T1 T2 T3 T4
CDmax(UA)
Placebo 118.4+£6.9 128.9+1.48 B2or 2.1 137.96 + 4.5*
n-3 LCPUFA 118.5+13.2 130.9.4%2 130.7 £4.2 152.521**
Rmax(UA)
Placebo 1.0+01 12+02 1.19+0.1 1.32+0.2*
n-3 LCPUFA 1.08+0.1 3%0.2* 1.63+0.38 1.9 £0.181**
Lp (min)
Placebo 63.8x14 725+ 2.6* .68 54 76.2 £2.4*
n-3 LCPUFA 65.8 +3.3 704.5.9* 67521 79.5 £ 2.5*
MDA (ug/ml)
Placebo 0.07 £0.01 0.08 £0.01 1040.009 0.08 £ 0.007
n-3 LCPUFA 0.07 £0.01 0.00.81 0.09 £ 0.018 PDH0.0081**
Nitric oxide (umol/L)
Placebo 274 +2.6 36.5+5.2 35.2+£3.9 43.6 £2.2*
n-3 LCPUFA 31542 32.2.8 33.6.£45 56.1 £ 3.91*
Gpx (U/g)
Placebo 48.6 £2.5 54.2 + 23.5* .85 3.0 53.0 +2.98
n-3 LCPUFA 50.9+3.1 589+1.1* 524 +5.2 59.6 £3.4*
Retinol @mol/L)
Placebo 2.4+0.03 2.3+0.01 2.7+0.05 2.3+0.04
n-3 LCPUFA 2.6+0.01 25+0.02 2.6 £0.03 2.6+0.01
a-tocopherol gmol/L)
Placebo 19.6 £0.3 17.4+0.5 20.0+£0.3 185+04
n-3 LCPUFA 19.7 £0.09 2@.8.1 19.2+04 20.3+0.2

Note LCPUFA = long-chain polyunsaturated fatty acids=Tpresupplementation before the training session; T
presupplementation after the training sessiar; fter 6 weeks of supplementation just beforetthi@ing session; 4= after 6
weeks of supplementation after the training ses&@max= maximum amount of conjugated dienesa®& change in maximum
rate of oxidation; Lp = length of the lag phase; MB malondyaldehide. Exercise main effeqt: ¢ .05. **p < .01.
Supplementatior Time interaction: § < .05. Exercisex Time x Group interaction: P < .05.

Discussion

The current investigation indicates that 6 weeks
of EPA and DHA supplementation at a daily
dose of 600 mg EPA and 400 mg DHA did not
attenuate the exercise-induced oxidative stress
in a sample of exercise-trained men. Indeed,
consumption of these supplements resulted in a
significantly greater increase in MDA, mk&,
CDmax, and NO than with placebo after the judo-
training session. Moreover, our data indicate
that n-3 LCPUFA supplementation did not
decrease the levels of plasma FFAs at rest or
after exercise. It has been shown that PUFAs,
which include the omega-3 and omega-6 fatty
acids, have been implicated in the reduction of
TG in normal subjects (Clarke, 2001). Studies
have also reported concomitant decreases in
plasma TG and FFAs with n-3 LCPUFA
ingestion in human and animal models
(Dagnelie, Rietveld, Swart, Stijnen, & Van den
Berg, 1994; Singer, Wirth, & Berger, 1990).
Despite lower levels of TG, no significant
attenuation in FFAs after n-3 LCPUFA was
found before or after exercise in our study.
These results are in agreement with those of
Huffman, Altena, Mawhinney, and Thomas
(2004). We can speculate that the lipolytic rates
during this judo-training session were not

different, suggesting no effect of n-3 PUFAs on
peripheral lipolysis.

Acute exercise has been shown to induce an
increase in oxidative stress, although this has
not always been the case, with discrepancies in
response being related to the training level of
the subjects (Fisher-Wellman & Bloomer,
2009). In contrast to the findings of increased
oxidative stress in response to exercise in
untrained subjects, several studies using
exercise-trained individuals have reported
minimal increases in exercise-induced oxidative
stress when the exercise bouts were of moderate
duration and intensity (70% \M@ax Fisher-
Wellman & Bloomer, 2009). More consistent
findings of elevated oxidative stress in exercise-
trained subjects have been reported for long-
duration exercise bouts, often involving
marathon or triathlon competition. Less
information is available on anaerobic-exercise-
induced oxidative modifications, as in judo
(Finaud et al., 2006). Groussard et al. (2003)
indicated that high-intensity anaerobic work
resulted in oxidative modification of the
mentioned macromolecules in both skeletal
muscle and blood. The increase in freeradical
production specific to anaerobic exercise may
be mediated through various pathways, in
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addition to the electron leakage that occurs, for
example, during aerobic exercise. Xanthine
oxidase production, ischemia reperfusion, and
phagocytic respiratory burst activity seem to be
implicated in free-radical production during
anaerobic exercise. Moreover, the great
increases in lactic acid, acidosis,
catecholamines, and postexercise inflammation
that are characteristic of supramaximal exercise
are other factors that can increase the production
of free radicals. In agreement with our previous
study (Finaud et al., 2006), we noted that a
judo-training session induced an increase in
oxidative stress, whatever the dietary treatment
(Table 4). Given that excessive oxidative stress
has been linked to the development and
progression of several chronic diseases, it may
be reasonable to use agents to minimize this
increase. This is especially true for individuals
who are routinely involved in strenuous
exercise, such as trained judo athletes.

Data from this study show that consuming a
supplement containing 600 mg EPA and 400 mg
DHA daily for 6 weeks resulted in significantly
greater increases in MDA, CDmax, and NO
than with placebo after a judo-training session
(Table 4). In fact, we found a significant
interaction effect among exercise, time, and
group p < .05) on oxidative parameters.
Moreover, we noted that this supplementation
led to an increase in MDA concentrations and
Rmax at rest, indicating an increase in
lipoperoxidation in these trained men, MDA
being a widely used marker to estimate
lipoperoxidation (Deepa, Jayakumari, &
Thomas, 2008; Lamprecht, Hofman,
Greilberger, & Schwaberger, 2009). Our results
are in agreement with those of Mori et al.
(2000), who reported that increased ingestion of
PUFAs, whether n-3 LCPUFA or n-6 PUFA,
might lead to increased lipoperoxidation. In a
recent study, McAnulty et al. (in press) also
noted that supplementation with n-3 LCPUFAs
(daily dose of 2,000 mg EPA + 400 mg DHA
for 6 weeks) increases2+#soprostanes after
exhaustive exercise. For those authors, this is
important given that dJisoprostanes are
bioactive and elevated in obesity and various
other disease states (Morrow & Roberts, 1997).
Poprzecki, Zajac, Chalimoniuk, Waskiewicz,
and Langfort (2009) showed that a daily dose of
1.3 g of n-3 LCPUFAs over 6 weeks increased
catalase activity in response to highintensity
endurance exercise without any changes in
oxidative parameters. Supplementation with
2,224 mg EPA and 2,208 mg DHA per day for 6
weeks appeared not necessary for exercise-
induced attenuation in oxidative stress (Bloomer
et al., 2009). Rohrbach (2009) reported that
PUFAs can modulate ROS generation, but

because of the complexity of their actions and
the mechanisms involved, their effects are
difficult to predict. McAnulty et al. suggested
that consuming n-3 LCPUFA does not increase
peroxidation until a state of high oxidative stress
is initiated. Radical formation and trauma
during exercise induce an inflammatory state
that may propagate overall lipid peroxidation.
Allard, Kurian, Aghdassi, Muggli, and Royall
(1997) noted increased plasma MDA and lipid
peroxides in healthy men after 6 weeks of daily
supplementation with a total of 6.26 g of EPA
and DHA n-3 LCPUFA alone or in combination
with  o-tocopherol. The combinations of
antioxidants added to n-3 LCPUFA supplements
to reduce the negative effect of n-3 LCPUFAs
on ROS seems to be a topic of debate (Allard et
al., 1997; McAnulty et al., in press), and further
investigation would be interesting. To our
knowledge, there is only one author who has
suggested that most athletes need 1-2 g of
marine n-3 PUFAs per day to counter excessive
oxygen-radical formation (Simopoulos 2007).
We observed an increase in the lag phase with
exercise in the two groups (Table 4). The lag
phase is an index of low-density-lipoprotein
resistance to in vitro oxidation, and it is now
widely assumed to be a reliable index of the
antioxidant status in humans (Mohn et al.,
2005). We also noted increased GPx
concentrations in both groups after the judo
training (exercise main effeqt,< .05; Table 4),
GPx being a selenocysteine-containing
antioxidant enzyme that scavenges hydrogen
peroxide and organic hydroperoxides
(Maddipati & Marnett, 1987). Cavas, Arpinar,
and Yurdakoc (2005) reported a similar
observation after a judo-training session. Thus,
it seems that consuming a supplement
containing 600 mg EPA and 400 mg DHA daily
for 6 weeks had no influence on antioxidant
status in trained men. It should be noted that the
dietary analysis in our study indicated that the
proportion of total calories from carbohydrates
was lower than the recommendations in both
groups. It may be hypothesized that the low
carbohydrate intakes and the adaptations
induced by anaerobic-exercise training were
implicated in the rise in antioxidant defenses
observed after the training session in both
groups (Bloomer & Goldfarb, 2004; Ortenblad,
Madsen, & Djurhuus, 1997). Several factors
may influence lipid peroxidation in the
microsomal membranes after consumption of
highly unsaturated fatty acids, including cellular
antioxidant enzyme activities and the cellular
concentrations of vitamin E, a chain-breaking
antioxidant. It is possible that the level of
vitamin E in this study may have been adequate
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to protect the tissue from free-radical damage
(Venkatraman et al. 1998).

The strongest evidence in support of the
beneficial properties of n-3 LCPUFAs is
derived from animalbased studies, in particular
from mice. The results from clinical studies are
inconclusive, partially as a result of study
design or heterogeneity in patient background.
Moreover, animal studies used very high
concentrations of EPA and DHA, rarely
comparable to the human situation (Rohrbach,
2009). Some authors have suggested that EPA
and DHA supplementation in humans is more
likely to exert beneficial effects (i.e., anti-
inflammatory and immunomodulatory effects)
in diseased patients or in those at high risk for
disease than in healthy individuals (Kew et al.,
2003; Sijben & Calder, 2007). In athletes, n-3
LCPUFAS’ beneficial effects on immune and
inflammation measures are under debate
(Andrade, Ribeiro, Bozza, Costa Rosa, &
Tavares do Carmo, 2007; Nieman, Henson,
McAnulty, Jin, & Maxwell, 2009). In our study,
although the number of participants was small,
the findings indicate that supplementation with
600 mg EPA and 400 mg DHA daily for 6
weeks induced a significantly increased
oxidative-stress response to a judo-training
session and had no influence on lag phase and
GPx concentrations. Even though the n-3 dose
given in our study was smaller than in those
other studies, our data are in agreement with
them. Hence, based on our results, EPA and
DHA  supplementation should not be
specifically recommended to athletes who are
engaged in heavy training, especially exercise
inducing an elevated level of oxidative stress.
These data also suggest that n-3 LCPUFA
supplementation did not significantly attenuate
FFA concentrations at rest or during exercise.
However, because the literature shows that n-3
PUFAs have beneficial effects, further
experiments are needed to explore their
influence on oxidative stress, either alone or in
combination with vitamin E and plant
polyphenols (Gobert et al., 2009).
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Abstract The purpose of this randomized study
was to measure the influence of 6 weeks of
LCPUFA (600 mg EPA and 400 mg DHA per
day) supplementation alone or in association
with 30 mg vitamin E, 60 mg vitamin C and 6
mg B-carotene on resting and exercise-induced
lipid peroxidation in judoists (n = 36). Blood
samples were collected at rest before) (@nd
after the supplementation period, in preexercise
(T2) and postexercise £ conditions, for
analysis ofa-tocopherol, retinol, lag phase (Lp)
before free radical-induced oxidation, maximum
rate of oxidation (Rax) during the propagating
chain reaction, maximum amount of conjugated
dienes (Chay accumulated after the
propagation phase, and nitric  oxide,
malondialdehyde and lipoperoxide (POOL)
concentrations. Dietary data were -collected
using a 7-day diet record. There were no
significant differences among treatment groups
with respect to habitual intakes of energy from
fat, carbohydrate, or protein. At,Tthere were
no significant differences among treatment
groups with respect to lipid peroxidation, lag
phase, and levels oftocopherol or retinol.
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The consumption of an n-3 LCPUFA
supplement increased oxidative stress at rest and
did not attenuate the exercise-induced oxidative
stress. The addition of antioxidants did not
prevent the formation of oxidation products at
rest. On the contrary, it seems that the
combination of antioxidants added to the n-3
LCPUFA supplement led to a decrease in,
CDmax, Rmax, and POOL and MDA
concentrations after a judo training session.

Keywords Judo- Omega-3 Supplementation
Vitamin - Oxidative stress

Introduction

The beneficial effects of regular, nonexhaustive
physical exercise have been known for a long
time. However, this beneficial effects are lost
with strenuous exercise. This type of exercise
causes structural damage to muscle cells or
inflammatory reactions within the muscles
(Armstrong et al. 1983). Some of this damage is
due to production of free radicals and it may be
prevented by optimizing nutrition, particularly
by increasing the dietary content of nutritional
antioxidants (Vina et al. 2000). In addition,
strenuous physical exercise is associated with an
increase in body temperature, which increases
the rate of free radical production (Altan et al.
2003). It should, however, be noted that the
reactive oxygen species (ROS) generated during
muscle contraction have a physiological role in
the adaptation to exercise (Gomez-Cabrera et al.
2008). In fact, the continued presence of low
concentrations of ROS is able to induce the
expression of antioxidant enzymes and other
defense mechanisms and have a role in cell
signaling. One of the most important pathways
that may be activated by ROS involves nuclear
protein NF-kB leading to increased expression
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of MnSOD, an enzyme involved in antioxidant
defense (Ji et al. 2004).

Antioxidant supplementation to limit or
counteract exercise-induced free radical damage
has attracted the interest of many researchers
(Mastaloudis et al. 2004; Palazzetti et al. 2003;
Teixeira et al. 2009a), with the majority of the
studies focused on vitamins C, A and E
(Clarkson and Thompson 2000; Teixeira et al.
2009b). However, the data have not been
conclusive (lhara et al. 2001). Vitamin E
supplementation was demonstrated to increase
tissue resistance to exercise-induced lipid
peroxidation (Keong et al. 2006), whereas
McAnulty et al. (2005) reported that 2 months
of supplementation with 800 IU of vitamin E in
the form ofo-tocopherol caused a pro-oxidative
state, facilitating a reaction that can promote
oxidative activity and the induction of oxidative
stress (Mukai et al. 1993; Zhang and Omaye
2001). The same observation was noted in
horses (Williams and Carlucci 2006). Several
studies also reported that vitamin C
supplementation attenuated exercise-induced
oxidative stress, but this has not been a
consistent finding (Nieman et al. 2002; Cholewa

et al. 2008). Utilization of antioxidant
combinations has shown more promise,
although the data are still under debate

(Bloomer et al. 2006; Teixeira et al. 2009b).
Research has also focused on the role of
dietary fat, which plays an important role in
human and animal health by influencing
physiopathological processes (Schmidt et al.
2005). Several studies suggested that the very
long-chain n-3 polyunsaturated fatty acids (n-3
LCPUFASs), including eicosapentanoic acid
(EPA), docosahexanoic acid (DHA) and alpha-
linolenic acid (ALA), have the beneficial effect
of delaying the development of various diseases,
such as cardiovascular disease, essential
hypertension,  atherosclerosis, Parkinson’s
disease, and Alzheimer's disease (Rohrbach
2009). More specifically, it was shown that at
sufficiently high intakes, n-3 LCPUFAs
decrease the production of cytokines and ROS
(Bloomer and Goldfarb 2004; Rohrbach 2009),
although their effect upon subsequent oxidative
stress is under debate. Venkatraman et al.
(1998) reported that feeding both n-3 and n-6 to
rats increased the activities of cytolosic catalase
In a recent study, McAnulty et al. (2010) noted
that supplementation with n-3 fatty acids
significantly increased dJisoprostanes after
exhaustive exercise. Few studies, however, have
determined the effects of such supplementation
on the exercise-induced changes in ROS in
human subjects (Oostenbrug et al. 1997;
Bloomer et al. 2009). Moreover, in the few
studies that have been conducted, the results

have been mixed, with the discrepant findings
likely due to differences in the exercise

protocols, test subjects (trained and untrained),
dosage and duration of supplementation, the
timing of measurement, and the selection of
biomarkers.

Exercise-trained individuals were used in the
present study because so few studies
investigating the effects of EPA/DHA and
vitamin supplementation have included this type
of subject. Moreover, to our knowledge, there
are limited data on the effects of n-3 LCPUFA
supplementation on ROS after exercise. In a
previous study (Degoutte et al. 2003), we
reported that a judo training session, which
included a warm-up, randori and a 5-min judo
match carried out in competitive conditions,
induced a high energetic demand similar to the
levels evaluated after judo competition (Sikorski
et al. 1987). Evaluating the influence of dietary
supplementation and exercise on oxidative
stress would be very useful, particularly in judo,
as competitors wrestle for a mean total of five 5-
min bouts interspersed with 30-min seated
recovery periods, which induces high levels of
oxidative stress (Finaud et al. 2006). Kraemer et
al. (2001) also investigated the performance and
physiological responses to consecutive days of
wrestling in a tournament format after a period
of caloric restriction and thermal- and
dehydration-induced weight loss. However,
their results cannot be transposed to our study
because their experimental conditions were
quite different. Thus, the aim of the present
study was to investigate the effect of 6 weeks of
supplementation with 600 mg EPA and 400 mg
DHA day' alone or in association with
antioxidants (30 mg vitamin E, 60 mg vitamin C
and 6 mg3-carotene) on the oxidant/antioxidant
markers in 36 male judo competitors before and
after an intensive judo training session. We

hypothesized that n-3 LCPUFAs and
antioxidant supplementation would reduce
oxidative stress and improve antioxidant
parameters.

Methods

Subjects

Thirty-six male national-level judo competitors
volunteered to participate in this study.
Exclusion criteria were recent surgery or illness
and use of drugs or dietary supplements in the 4
weeks before the study. All had been practicing
this sport for a mean of 15 years and were
currently training 9 h per week. The technical
levels of these judoists ranged between 1st and
4th Dan black belt, and all fought in a category
less than 81 kg. Body mass was recorded before
and after supplementation. Anti-doping controls
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were regularly carried out, as required by the
French Judo Federation. They were
nonsmokers, not using anti-inflammatory or
antioxidant agents, and did not report any
history of cardiovascular or metabolic disorders.
None had any endocrine or other medical
problems that would confound the results. All

were informed about the risks of the

investigation before giving their written

consent, and all procedures were approved by
the local ethics committee.

Experimental design

Data were collected at the beginning of March
(T baseline values) and after 6 weeks of
supplementation @ before a training session;
Ta: after a training session) during a period of
weight maintenance. There was an obligatory
30-h minimum recovery period and no physical
training before the study.

Two weeks before the beginning of the study,
subjects performed a continuous incremental
test to exhaustion on an electrically braked
ergometer cycle (Model EO252E, Siemens,
Sweden). They performed a 5-min warm-up at
120 W followed by an initial work rate of 180
W, with increments of 30 W every 2 min until
fatigue. During the second minute of each
increment, an expired gas sample was collected.
The Douglas bag collection system was used for
this purpose. A paramagnetic oxygen analyzer
(Servomex 1420B, Crowborough, Sussex, UK)
and an infrared carbon dioxide analyzer
(Servomex 1415B) were used along with a dry
gas meter (Harvard Apparatus, Edenbridge,
Kent, UK) to determine minute ventilation, YO
and carbon dioxide output. The basic criteria for
attainment of VOGnaxwere adopted (Hale et al.
1988). Heart rate was measured continuously
during the VQmax test using a short-range
telemetry device (PE4000 Polar Electro,
Finland).

Anthropometric measurements

The weight and height of each subject were
measured and the percentage of body fat was
estimated from measurements of four skinfold
thickness according to Durnin and Rahaman
(1967). At iand Tz, body mass was recorded to
the nearest 0.1 kg using a portable digital scale
with each athlete wearing light clothing and no
footwear. Height was measured to the nearest
0.1 cm with an anthropometric plane only at T

A Harpenden caliper was used to measure the
thicknesses, i.e., biceps, triceps, subscapular,
and suprailiac skinfolds on the right side of the
body, with the subject in a standing position. All
skinfold measurements were collected by one of

the authors, an experienced anthropometrist, at
T1 and . Each skinfold was estimated to 0.1

mm.
After baseline testing ¢J, the judo

competitors were randomized into an n-3
LCPUFA (n = 10), Placebo (n = 10), n-3

LCPUFA + Vitamin (n = 8) or Vitamin (n = 8)
group. In this last group (Vitamin), only four
athletes participated in the entire study. Thus,
we do not present their results.

Supplementation

Subjects ingested the supplements daily for 6
weeks. Subjects assigned to the Placebo, n-3
LCPUFA, n-3 LCPUFA + Vitamin and Vitamin
groups ingested four soft-gel capsules per day
(two in the morning on an empty stomach at
7:00-8:00 a.m., two before the evening meal at
6:00-8:00 p.m.) for 6 weeks. The soft-gel
capsules were prepared by Boehringer
Ingelheim, Brussels. Each n-3 LCPUFA capsule
contained fish-oil concentrate from salmon with
gelatin, glycerin and water, and provided 150
mg EPA and 100 mg DHA. The placebo
capsules were identical in appearance and
contained the same ingredients but without the
fish-oil concentrate and vitamins.

The multivitamin portion of the supplement
contained a mixture of vitamins with an
emphasis on antioxidants, including vitamins C,
E and p-carotene. Subjects assigned to the
Vitamin group ingested four tablets (two in the
morning on an empty stomach at 7:00-8:00 a.m.
and two before the evening meal at 6:00-8:00
p.m.) for 6 weeks. A total of four tablets
provided 30 mg vitamin E, 60 mg vitamin C and
6 mg R-carotene. Subjects on combined n-3
LCPUFAs and vitamins took a combination of
two n-3 LCPUFA soft-gels (including the same
quantity of n-3 PUFAS as in the n-3 PUFA
group) and two vitamin tablets daily (including
the same quantity of antioxidant mixture as the
Vitamin group).

Capsule counts upon box return allowed for
estimation of compliance with intake
instructions.

Blood and exercise

To minimize discomfort, all subjects were
provided with an anesthetic cream (EMLA,
Astra Pharmaceuticals), which was applied over
the cubital region 1 h before sampling. The
athletes refrained from alcohol consumption
during the hours preceding blood collection.

Baseline blood samples iTwere obtained
from subjects at rest in the seated position at
9:00 a.m. after an overnight fastl@ h) and
prior to supplement ingestion.
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After 6 weeks of supplementation, subjects
again provided blood samples 15 min before
(preexercise, I and 10 min after a judo
training session (3 after an overnight fast and
before ingesting the morning dose of
supplements, and after a period of at least 30 h
of no exercise training.

The preexercise samples were drawn after
subjects had been seated at rest for at least 15
min. Then, the subjects were allowed to
consume a glass of water and energy nutriments
(Punch Power, France). The energy nutriments
delivered 1,400 kJ. The proportion of total
calories from carbohydrates, protein, and lipid
was 58.4, 24.9, and 16.7%, respectively. The
judo training session after the supplementation
period lasted 2 h. After a 20-min warm-up
followed by 10 min of rest, the session consisted
of judospecific skills and drills and randori
(fighting practice), with a varying intensity
above 85-90% of Véxax Then, all subjects

were instructed to participate in a 5-min
judomatch, carried out under competitive
conditions. Even if thrown, the athletes

continued until the end of the 5-min period. To
create a demanding competitive environment,
opponents with similar skills were matched.
Heart rate was measured continuously during
the training session using a short-range
telemetry device (PE4000 Polar Electro, Oy,
Finland). As the cardiac heart rate increases
linearly to the oxygen consumption (Karvonen
and Vuorimaa 1988), we were able to directly
evaluate the work done during the judo sessions
through the heart rate. A mean of 0.8 | of water
per hour was ingested by the subjects, whatever
the treatment.

Blood samples were drawn from an
antecubital vein into EDTA-treated Vacutainer
tubes and nonadditive serum Vacutainer tubes
while the subjects were seated. The tubes were
then immediately placed on ice in the dark until
centrifugation. An aliquot of whole blood was
separated to measure hematocrit.  All
postexercise plasma and serum values were
adjusted using the equation suggested by Van
Beaumont et al. (1972) to correct for plasma
volume shift. The preexercise analytical values
were presented without correction for plasma
volume changes.

Dietary intakes

To factor the effect of diet on the study outcome
measures and to ascertain that the subjects had
similar levels of macronutrient and antioxidant
intake during the period of data collection, they
were asked to record their diet for the 7 days
during the week before supplementation. All
participants received a detailed verbal

explanation and written instructions. During the
supplementation period, all subjects followed a
diet (using a food list) that prohibited
consumption of foods high in vitamins E and C.
Each individual's diet was assessed using the
PRODIET 5.1 software package, a
computerized database (Proform) that calculates
the food composition from the French standard
reference (Peres 2000).

Biochemical analysis

The PUFA susceptibility to peroxidation was
determined by monitoring the kinetics of an
accumulation of conjugated dienes (CD) after
induction of the peroxidation process by copper,
according to the method described by Schnitzer
et al. (1995). After a 50-fold dilution of the
plasma sample in degassed 0.01 M phosphate
buffered saline (PBS), pH 7.4, the oxidation
reaction was induced at 87 by 200 uM of
freshly prepared aqueous copper chloride
solution. Absorbance of CD was continuously
recorded at 245 nm using a Kontron (Uvikon
923) doublebeam spectrophotometer. The
kinetics of CD accumulation can be divided into
three phases from which three parameters are
calculated, as described by Esterbauer et al.
(1989): (1) the length of the lag phase (Lp)
corresponding to the time of resistance of
PUFAs against oxidation, (2) the maximum rate
of oxidation (Rwax) during the propagating chain
reaction, and (3) the maximum amount of CD
(CDmax) accumulated after the propagation
phase.

The blood used for analysis of
malondialdehyde (MDA) was collected into
Vacutainer tubes containing EDTA,
immediately centrifuged at 3,000 rpm, &C4
for 10 min to obtain plasma, and stored
lightprotected in separate aliquots at°@Quntil
analysis. Plasma MDA was determined by
fluorometric high-performance liquid
chromatography (HPLC), using the method
described by Agarwal and Chase (2002). As the
reaction rate is faster in acid conditions, we
added and vortex-mixed the plasma with
phosphoric acid (Fluka), thiobarbituric acid
(TBA from Sigma Chemical Co. T5500) dilute
in pure water (kept in a water bath at the desired
50°C temperature), and butylated
hydroxytoluene (BHT from Sigma B1378)
dilute in ethanol as antioxidant to prevent
further formation of MDA during the assay. The
mixed product was then heated for 60 min in a
water bath at 10 to maximize the intensity of
the MDA-TBA mixture pigment and avoid
interference. Thereafter, the sample was kept on
water and ice until 10 min before HPLC
analysis. Samples were extracted with n-butanol
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(Aldrich 27067-9) by centrifugation. The
supernatant butanol phase was pipetted and then
injected into and fractionated in the HPLC
column of the HPLC system (Perkin Elmer
200), which was equipped with a diode array
detector (DAD: 535 nm), a fluorescence
detector, and an auto-injector system.
Separation was achieved on an RP C18 ODB 5
p 250 9 4.6 mm column (Interchim, Montlugon,
France) warmer set to S7C (Peletier Oven
Column Selector), with methanol/phosphate
buffer (40/60:v/v) as a mobile phase, at a flow
rate of 0.6 ml mif, pressure 130 bars by the
HPLC pump system, and separate the MDA-
TBA adduct from interfering chromogens.

The column effluent was monitored by
spectrofluorometric wavelength excitation and
detection at 515 and 553 nm, respectively.
Chromatographic signals were analyzed using
the Tcnav software at typical retention times
before the peak. Quantification of the results in
concentrations was computed by reference to a
calibration curve prepared in the same
conditions as for plasma. The linear calibration
curve was obtained through the data points from
gradual concentration of the external TEP
standard (200ul solution with 0-200ul of
standard for plasma poor to rich in MDA). For
each plasma sample, a blank sample was
analyzed and the area peak in the blank sample
was subtracted from the area of the plasma
samples. Corrected peak areas of the plasma
samples were plotted against concentrations on
the linear regression of the standard curve using
the regression formula to obtain the MDA
concentrations img mi* of plasma (Lepage et
al. 1991).

Lipid peroxides (POOL)

The plasma concentration of lipid peroxides was
analyzed spectrophotometrically using the
OxyStat Kit (Biomedica) according to the
method described by Hildebrandt et al. (2002).
The blood used for analysis of NO was
collected into Vacutainer tubes containing
heparin, immediately centrifuged at 3,000 rpm,
4°C, for 10 min to obtain plasma, and stored
light-protected in separate aliquots at °@0
until  analyzed. We used the indirect
determination of nitric oxide (NO) with
spectrophotometric  measurement (TECAN
Infinite 200 series Spectrophotometer with
microplate) of its stable decomposition products
NOs (nitrate) and N® (nitrite). This method
requires that N& first be reduced

enzymatically to NG, which is then
determined by the Griess reaction as described
in Bryan and Grisham (2007). Briefly, the
Griess reaction is a two-step diazotization

reaction in which the nitrosating agent
dinitrogen trioxide (MOs) generated from
acidified nitrite (or from the autoxidation of
NO) reacts with sulphanilamide to yield a
diazonium derivative. This reactive intermediate
will interact with N-1-naphthylethelenediamine

to yield a colored diazo (rose) product that
absorbs strongly at 550 nm. For each plasma
sample, a blank sample (plasma + tampon) was
analyzed and the result in the blank sample was
subtracted from the results in the reactive
samples (plasma + tampon + enzymes). The
corrected values of the plasma sample were
plotted against concentrations on the linear
regression of the standard curve by using the
regression formula to obtain the NO
concentrations immol I': concentration of NO

in umol I* (y) = absorption of reactive ()
multiplied by the slope of the external standard
(a) more the y-intercept (b).

Statistical analysis

Data are expressed as means + SEMs for eight
or ten subjects per treatment group. All
statistical tests were performed using the
SPSS/PC statistical package (version 16.0) and
a P value<0.05 was taken to indicate statistical
significance. The data in Table 1 (subjects’
baseline characteristics, hematocrit, mean heart
rate) and the nutritional parameters (Table 1)
were compared between groups using Student’s
t tests. All other data (Table 2) were analyzed
using a 3 (groups) x 3 (time points) repeated
measures ANOVA to determine overall main
effects. To account for multiple comparisons
between treatments, a Bonferroni adjustment
was made and the data were compared using a
one-way ANOVA. This data analysis allowed
group comparisons for two effects: 6 weeks of
chronic supplementation and acute postexercise
changes. Effect sizes (ES) were calculated. As a
general guideline, an ES of 0.20-0.50 is
considered to be a small effect, 0.50-0.80 is
medium, and a value of more than 0.80 is large
(Cohen 1988). The ESs in our study ranged
from 0.4 t0 0.7.

Results

All athletes, except for four included in the
Vitamin group, participated in the entire study.
We thus present in Table 1 the summarized
baseline characteristics of only the subjects
randomized to the Placebo (n = 10), n-3
LCPUFA (n = 10), and n-3 LCPUFA + Vitamin
(n = 8) groups. No significant group differences
were  found for basic  demographic
characteristics (F0.05). No difference was
noted between conditions for VY@x (P>0.05).
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There was no effect of treatment group on heart
rate during the judo training session (Table 1).

Diet

Compliance with capsule intake instructions
was 98% for the Placebo group, 93% for the n-3
LCPUFA group, and 95% for the n-3 LCPUFA
+ Vitamin group, with no statistical difference
noted.

There were no significant differences among
treatment groups with respect to habitual intakes
of energy from fat, carbohydrate, or protein.
Habitual intakes of total saturated fatty acids,
total monosaturated fatty acids, and total PUFAs
did not differ significantly among groups. The
proportion of total calories from proteins
corresponded to the French recommendations
(Peres 2000), but carbohydrate intakes were
lower and lipid intakes were higher than the
recommendations in all groups. Concerning
antioxidant nutrients, we noted that mean
nutritional intakes were lower than the normal
range for magnesium, retinol, apatarotene.

Table 2 shows the biological variables before
(T1) and after supplementation: just before)(T
and just after a judo training sessiors)(TAt
pre-supplementation {Tbaseline values), there
were no significant differences among subjects
with respect to lipid peroxidation and lag phase.
There were no significant differences among
treatment groups with respect to the levels-of
tocopherol or retinol (Figs. 1, 2).

Effect of 6 weeks of supplementation at rest (T
versus T)

A significant interaction effect between
supplementation and time on resting MDA and
POOL concentrations and mR was found
(P<0.03, P<0.05, and P<0.04, respectively),
with elevated values in the n-3 LCPUFA and n-
3 LCPUFA + Vitamin groups after
supplementation (J, and unchanged values in
the Placebo group (Table 2). At this time)(T
there were no differences in any of the oxidative
parameters between the n-3 PUFA and n-3
PUFA + Vitamin groups.

In response to 6 weeks of supplementation
(T2), the levels ofi-tocopherol and retinol were
augmented in the n-3 PUFA + Vitamin group
and became higher than those in the Placebo
(P<0.05 and P<0.01, respectively) and n-3
LCPUFA (P<0.05 and P<0.01, respectively)
groups. There were no differences in these
parameters between the Placebo and n-3
LCPUFA groups.

Effect of supplementation during a judo training
session

Retinol anda-tocopherol increased significantly
(P<0.05) after the training sessionsDnly in
the n-3 LCPUFA + Vitamin group (Figs. 1, 2).

A significant interaction effect between
exercise and group (P<0.05) on the oxidative
parameters was found. We observed a
significantly greater increase in NO and the
oxidative stress response to exercise (MDA,
Rmax, CDmax, POOL) in the n-3 LCPUFA group
compared with Placebo. It should also be noted
that CDnax (P<0.01), Rax (P<0.01) and POOL
(P<0.05) decreased significantly after exercise
in the n-3 LCPUFA + Vitamin group (Table 2).

A significant increase in Lp was noted in all
the groups after the training session (Table 2),
without statistical differences between the
groups.

Discussion
One of the most important outcomes of this
investigation was that daily supplementation
with 600 mg EPA and 400 mg DHA for 6
weeks increased oxidative stress at baseline in a
sample of trained men and did not attenuate the
exercise-induced oxidative stress. We also noted
that the addition of antioxidants did not prevent
the formation of oxidation products at rest
(Table 2). On the contrary, it seems that the
combination of antioxidants added to the n-3
LCPUFA supplement led to a decrease in
CDmax, Rmax and POOL and MDA
concentrations after a judo training session.
Increased lipoperoxidation (LPO) at baseline
after n-3 PUFA supplementation was reported
by McAnulty et al. (2010) in trained men. LPO
is a self-propagating biological reaction initiated
by ROS, which abstract protons from fatty
acids, the most susceptible ones being the
polyunsaturated FAs of the n-3 PUFAs. It has
been shown that LPO products exert various
biological effects either directly by reacting
with proteins, enzymes, and nucleic acids or
indirectly through receptor-mediated pathways
(Diplock et al. 1994). LPO alters chemical
characteristics and physical organization of
cellular membranes to induce functional loss
and modifies lipoproteins to proatherogenic and
proinflammatory forms. The susceptibility of
lipids to peroxidation in tissue depends on three
main factors, i.e. the proportion of PUFA in
lipid bilayers, the amount of ROS produced and
the level of antioxidants which can be of
endogenous or nutritional origin. Each of these
three factors may be modulated leading to an
enhancement or a reduction of lipoperoxidation.
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Table 1 Subject characteristics  Variable Placebo n-3 PUFA n-3 PUFA + Vitamin

and habitual intakes according (n=)10 (n=10) (r8¥F

to treatment group

(mean £ SEM)
Age (years) 223+14 227+14 23.3+1.2
Weight (kg) 74.0+4.8 77.8+5.8 789+8.9
Height (cm) 172.4+3.8 172.2+2.4 or83.1
BMI (kg nm?) 246 +0.7 236+0.7 25.8 £0.6
% Body fat 17.2+2.0 179+25 16.8+3.8
Resting HR (beats mij 69.2+34 71.256 68.7+1.9
Mean heart rate (beats mjn 173.6+1.7 1716+2.4 1749+1.9
during the judo training session
VOzmax (ml min' kg™) 57.2+0.5 5&8.9 58.1+0.6
Mean macronutrient intake (M3j 11.4 + 0.4 11.0+£0.9 120+1.1
Carbohydrates (%) U724 47.0+1.8 83224
Proteins (%) 15.3+0.9 15.0£0.17 15,6 £0.3
Lipids (%) 37.2+26 37.2+2.09 405+21
Carbohydrates (¢ kg) 43+0.3 47+05 41+05
Proteins (g}kg) 1.4 £0.07 1.5+0.17 1.4+0.2
Lipids (g j*kg) 1.5+0.13 1.6+0.17 1.6+0.16
(%) Energy intake BE2.6 385+1.9 39.1+14
Saturated fat (g) 42.3+55 445+ 4.2 39.2+53
Monounsaturated fat (g) 364% 373125 38.70.8
Polyunsaturated (g) 6122.4 13.9+35 13.8+23
Water (g day) 2,843.2 +283.6 2,987 +351.2 2,647.2 £450.2
Iron (mg) 14.8+3.1 13.3+2.6 13.6+1.8
Zinc (mg) 13.2+0.8 125+1.0 13.3+2.9
Selenium {g) 56.9+8.5 584+49 62.5+8.4
Magnesium (mg) 292.58.4 325.1+£30.4 305.334
Retinol (1g) 397.3+44.01 4255+35.1 365.4 £58.7
Beta carotenauf) 1,500 +602.7 B&+420.7 1,867.5 + 646.3
Vitamin E (mg) A2:2.8 129.+1.1 11.2+2.6
Vitamin C (mg) 13% 25.7 127.4+18.7 131.49.4

Table 2 Effects of a judo training session and &rppntation with n-3 LCPUFA or n-3 PUFA + Vitamin bpid

peroxidation and lag phase (mean + SEM)

GR(UA) Rrax(UA)  Lp (min) MDA tg mf*)  Nitric oxide gmol ')  POOL
Placebo
T1 118.4+6.9 10+01 63.8+1.40.07£0.01 27.4+26 934+ 67.3
T2 129.3+2.1 1.19+0.1 68.0 £5.40.07 + 0.009 35.2+3.9 21829.6
Ts 137.9+45 132102 76.2+2.4 0.08+£0.007 436+22 35251221
n-3 LCPUFA
T1 118.5+13.2 1.08 £0.1 65.8 £3.30.07 £ 0.01 31.5+42 Bl262.6
T2 130.7+4.2 1.63+0.3* 67.5+2.1 0.09 £ 0.01* 33.6.+45 ¥4.32.5*
Ts 1525+5.2,: 19+0.kse 795+25 0.19+0.085,c 56.1+3.95c 4255+32.¢¢
n-3 LCPUFA + Vitamin
T1 125.6 +8.4 1.11+0.1 63.7 £4.20.07 + 0.01 289+22 932+ 65.1
T2 156.5+21.2 1.96 +0.4* 55.8 £5.9 0.09 + 0.01* 32.1+42 362.34.1*
Ts 132.7+27.s 1.54+0.3s¢ 723+6.32s 0.08+0.01 35.0+3.9 306.75t%s, £
T1baseline values,zbefore the training session after 6 weeks of supefgation, Fafter the training session
$P<0.05;33P<0.01 exercise main effect
* P<0.05 supplementation x time interaction effect
£P<0.05 exercise x group interaction
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However, it became evident recently that LPO
products at low concentrations activate the
cellular cytoprotective signaling pathways and
increase antioxidant capacity (Gutierrez et al.
2006). Thus, many LPO products exert opposite
dual effects depending on the conditions (Niki
2009). Allard et al. (1997) noted increased
plasma MDA and lipid peroxides at baseline in
healthy males after 6 weeks of daily
supplementation with a total of 6.26 g of EPA
and DHA n-3 PUFAs, which was not
suppressed by vitamin E supplementation. On
the contrary, Mori et al. (2000) provided daily
fish meals or EPA and DHA to sedentary
subjects and found that urinary F2-isoprostanes
were significantly reduced in both trials. The
level of practice (trained men versus sedentary)
and the supplement-related differences between
studies could explain the difference in oxidative
responses at baseline after n-3 LCPUFA
supplementation (McAnulty et al. 2010).
Moreover, although n-3 LCPUFAs have
beneficial effects in delaying the development
of various diseases (Rohrbach 2009), it has been
shown that their ingestion can result in
increased lipid peroxidation (Guichardant et al.
2006). These authors reported that the
peroxidation of n-3 LCUFAs, which produces
4-hydroxy-2E-hexenal (4-HHE), is higher than
the peroxidation of n-6 LCPUFAs, although n-3
FAs are much lower than those of n-6 in most
tissues. It seems that n-3 PUFAs are more prone
to peroxidation that their n-6 counterparts.
However, the latter are more ingested
(Guichardant et al. 2006). Bauchart et al. (2010)
also showed in animal that dietary n-3 PUFAs
reduced the resistance capacity of plasma
against lipoperoxidation, favoring the formation
of peroxidized products like MDA. According
to these authors, dietary vitamin E in association
with n-3 PUFAs effectively protected plasmatic
lipids against lipoperoxidation. It should,
however, be noted that Vitamin E ability to limit
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Fig.-aopherol concentrationgrgiol I'l) of judo athletes before
(T1) and after ke of supplementation: before (T2) and after a
judo training #®s$s(T3). **P<0.01: n-3 LCPUFA + Vitamin
versus the other gro®§s<0.05 T2 versus T3 in n-3 LCPUFA +

Vitamin group

lipoperoxidation is not sufficient when n-3
PUFA intake is increased, as it is the case in our
study (Miret et al. 2003). This could be due to
its restricted site and mechanism of action and it
has also been reported that supplementation
with vitamin E is efficient until a certain
threshold, beyond which vitamin E ingested is
catabolized or eliminated in feces and urine
(Gladine et al. 2007). Moreover, vitamin E has
many other biological effects, including
modulation of gene expression or inhibition of
protein kinase C12, and a pro-oxidant action
was also observed in vitro (Mukay et al. 2003;
Tang et al. 2005). On the basis of these
observations, it is likely that other types of
antioxidants, given in association with vitamin
E, could be more efficient and less deleterious
than the use of doses of vitamin E alone to
improve the antioxidant protection of humans.
In fact, Gladine et al. (2007) reported that the
protective effect of the mixture of antioxidants

in association with n-3 PUFAs supposedly acted
not only during the propagation phase of the
lipoperoxidation reaction (with vitamin E acting
like a chain breaker), but also during the phase
of reaction initiation (Gladine et al. 2007). In
our study, we noted that the addition of
antioxidants did not prevent the formation of
oxidation products at rest, in agreement with the
findings of McAnulty et al. (2010). We must
keep in mind that the beneficial effect of
vitamin E may be observed under high oxidative
stress, or by supplementation with higher dose
and longer duration than those used in our study
(Roberts et al. 2007). Moreover, the role of
vitamin E in vivo, including nonantioxidant
function, is still an open question and should be
elucidated in future studies (Niki 2009). As
mentioned above, vitamin E presents several
drawbacks, including its synthetic origin, its
limited bioefficiency when n-3 PUFA intake is
too high (Allard et al. 1997), and its non-
homogeneous distribution in tissues. Moreover,
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Khassaf et al. (2003) found that
supplementation of subjects with vitamin C
significantly  diminished the ability of
lymphocytes to express protective enzymes
(SOD and catalase) following exposure to an
exogenous oxidant and concluded that in
vitamin C-supplemented subjects, adaptive
responses to oxidants were attenuated. The
biological action of the antioxidants and the low
doses we used in this study could explain their
lack of protective effect on the formation of
oxidation products at rest. In a general manner,
the data on the effects of antioxidant
supplementation alone or in association with n-3
PUFAs on lipoperoxidation at rest are subject to
debate (Allard et al. 1997; Goldfarb et al. 2005;
Davison et al. 2007; McAnulty et al. 2010).
Lamprecht et al. (2009) suggested that the
influence of a vitamin C, E an@-carotene
mixture on lipoperoxidation would likely
depend on the relative proportions of these
vitamins and the treatment duration. All these
factors could also explain the discrepant results
in the literature.

We  observed that n-3 LCPUFA
supplementation did not attenuate the exercise-
induced oxidative stress in this sample of
exercise-trained men. On the contrary, it seems
that the combination of antioxidants added to
the n-3 LCPUFA supplement led to a decrease
in CDmay, Rmax, and POOL and MDA
concentrations. Acute exercise has been shown
to induce an increase in oxidative stress,
although this has not always been the case, with
discrepancies in response being related to the
training level of the subjects (Fisher-Wellman
and Bloomer 2009). In contrast to the findings
of increased oxidative stress in response to
exercise in untrained subjects, several studies
using exercisetrained individuals have reported
minimal increases in exercise-induced oxidative
stress when the exercise bouts were of moderate
duration and intensity (70% \f@a) (Fisher-
Wellman and Bloomer 2009). More consistent
findings of elevated oxidative stress in exercise-
trained subjects have been reported for long-
duration exercise bouts, often involving
marathon or triathlon competition. Less
information is available on anaerobic exercise
induced oxidative modifications, as in judo
(Finaud et al. 2006). Groussard et al. (2003)
indicated that high-intensity anaerobic work
resulted in oxidative modification of the above-
mentioned macromolecules in both skeletal
muscle and blood. The increase in free radical
production specific to anaerobic exercise may
be mediated through various pathways, in
addition to the electron leakage that occurs, for
example, during aerobic exercise. Xanthine
oxidase  production, NAD(P)H oxidase,

prostanoid metabolism, ischemia—reperfusion,
and phagocytic respiratory burst activity seem
to be implicated in free radical production
during anaerobic exercise. Moreover, the great
increases in lactic acid, acidosis, catecholamines
and postexercise inflammation, which are
characteristic of supramaximal exercise, are
other factors that can increase the production of
free radicals (Jackson 1999). In agreement with
our previous study (Finaud et al. 2006), we
noted that a judo training session induced an
increase in oxidative stress in a placebo group
as well as in the n-3 PUFA group (Table 2).
However, this increase was higher in MDA,
Rmax, CDmax and NO in the n-3 LCPUFA group
compared with placebo. Given that excessive
oxidative stress has been linked to the
development and progression of several chronic
diseases, use of agents to minimize this increase
may be reasonable. This is especially true for
individuals who are routinely involved in
strenuous exercise, such as trained judo athletes.
In a recent study, McAnulty et al. (2010) also
noted that supplementation with n-3 PUFAs
(daily dose of 2,000 mg EPA + 400 mg DHA
for 6 weeks) increased 2#soprostanes after
exhaustive exercise. For these authors, this is of
some importance given that-iSoprostanes are
bioactive and elevated in obesity and various
other disease states (Morrow and Roberts 1997).
Poprzecki et al. (2009) showed that a daily dose
of 1.3 g of n-3 PUFAs over 6 weeks increased
catalase activity in response to high intensity
endurance exercise without any changes in
oxidative parameters. Supplementation with
2,224 mg EPA + 2,208 mg DHA per day for 6
weeks appeared unnecessary for exercise-
induced attenuation in oxidative stress (Bloomer
et al. 2009). Thus, it appears that the beneficial
effect of n-3 PUFA supplementation on
oxidative stress is controversial. Rohrbach
(2009) reported that PUFAs can modulate ROS
generation, but due to the complexity of their
actions and the mechanisms involved, their
effects are difficult to predict. McAnulty et al.
(2010) suggested that consumption of n-3
LCPUFASs does not increase peroxidation until a
state of high oxidative stress is initiated.

Our results also showed that the combination
of antioxidants added to the n-3 LCPUFA
supplement led to a decrease in @D Rmax,
and POOL and MDA concentrations after
exercise. However, the data in the literature
seems to be a topic of debate (Sacheck and
Blumberg 2001; McAnulty et al. 2010).
McAnulty et al. (2005) reported that 2 months
of vitamin E supplementation produced
prooxidant characteristics in highly trained
athletes during exhaustive exercise. Nieman et
al. (2002) evaluated the effect of vitamin C
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supplementation on oxidative stress over the 7-
day period before a running race and then
during the race and found no significant

influence on lipid hydroperoxides or F2-

isoprostanes. Multiple factors such as timing,
type and concentration of antioxidants, and
mode of exercise influence the outcomes
associated with antioxidant supplementation.
Future research should examine the effects of
high-dose antioxidant supplementation in

combination with n-3 PUFAs in comparison

with the outcomes of our use of a low dose of
antioxidants.

The strongest evidence of the beneficial
properties of n-3 LCPUFAs is derived from
animal-based studies, particularly in mice. The
results from clinical studies are inconclusive,
partially due to study design or heterogeneity in
patient background. Moreover, the animal
studies used very high concentrations of
EPA/DHA, which is rarely the case in humans
(Rohrbach 2009). Some authors have suggested
that EPA and DHA supplementation in humans
is more likely to exert beneficial effects (i.e.,
anti-inflammatory and immunomodulatory
effects) in diseased patients or in those at high
risk for disease than in healthy individuals (Kew
et al. 2003; Sijben and Calder 2007). In athletes,
the beneficial effects of n-3 LCPUFAs on
immune and inflammation measures are still
being debated (Andrade et al. 2007; Nieman et
al. 2009). Our results demonstrated that
supplementing the diet with n-3 LCPUFAs
resulted in an increase in lipid peroxidation at
rest, which was not suppressed by the
antioxidant mixture. This lack of result may be
due to the fact that the antioxidants that were
being used were not being presented in the
proper combination or must be combined with
others types of compounds such as polyphenols.
In fact according to Gobert et al. (2009), plant
extracts rich in polyphenols seem to be efficient
to prevent both the initiation and the
propagation of lipoperoxidation in animals,
suggesting their ability to quench both the
reactive oxygen species (or any other initiator)
and the lipoperoxide generated, the antioxidant
properties of plant extracts being achieved by
the activation of the antioxidant enzymes.

On the contrary, it seems that the combination
of antioxidants added to the n-3 LCPUFA
supplement led to a decrease in lipid
peroxidation after a judo training session.
However, we must keep in mind that ROS
generated during exercise act as signals to
increase the production of enzymes relevant to
the adaptation of muscle cells to exercise.
Therefore, as suggested by Gomez-Cabrera et
al. (2008), antioxidant supplements may be
administered when exercise induces a high

energetic demand, resulting in the generation of
ROS overwhelm the defensive mechanisms.
Because the literature shows that n-3 PUFASs
have beneficial effects, further experiments are
needed to explore their influence on oxidative
stress, either alone or in combination with an
antioxidant mixture including vitamin E and
plant polyphenols.
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ANNEXE Illl: Communication

Massart A, Senra C, Filaire E. (2010). Actividadsi¢a e Stress Oxidativo. Simpdsio
Actividade Fisica e Doenca Metabodlica do 10° Wookskde Diabetologia da regido
centro. 14 e 15 Maio, Hotel D. Luis Coimbra, Poalug

Stress oxidativo

1 oxidantes
(Doengas, esforcos, toxicos)

Derivados do oxigénio e do az@te2-, «OH, 102,
03, H202, *NO, *NO2, ONOO-)

Produtos derivados da oxida¢do das macromolé
(DC, LOOH, MDA, PC, 8-OHdG)

O stress oxidativo em quantidade elevada e de
forma crénica é fisiopatolégico, em baixas
concentracdes é fisioldgicdd exercicio fisico
tanto aerdbia que anaerdbia tem sido capaz de

aumentar o stress oxidativo sobre as proteinas,
os lipidos e o ADN (1). Os sujeitos treinados em
aerobia comparados aos sedentarios apresentam
niveis de repouso significativamente inferiores
em oxidantes e significativamente superiores em
antioxidantes, isto _mesmo em atletas de
ultramaratona (2,5). Resultados comparaveis
tém sido obtidos com o treino anaerébia (forga e
velocidade) (1). O sistema antioxidante
endogénio dos sujeitos treinados poderia ser
mais eficaz (vs sedentéarios), e apresentam no
esforco tanto aerébia como anaerdbia niveis de
stress oxidativo minimais (3,4,6). Todavia
alguns estudos evidenciam uma depressdo das
defesas_antioxidantes com_a sobre carrega de
treino ou em atletas cujo__consumo de
antioxidantes se revela insuficiente (5,7).

Num grupo de 20 judocas masculinos de alto
nivel, 10 minutos apos um treino intenso de
judo de uma duracdo de 2 horas, com
frequéncias cardiacas medias e maximas de
173.6 += 1.7 bpm, obtivemos aumentos
significativos dos parametros oxidantes
(CDmax, Rmax et NO) e antioxidantes (Lp e
Gpx salivarias). Pela primeira vez, através dos
parametros  oxidantes  sanguineos, fica
comprovado que estes atletas estdo
regularmente confrontados a um stress oxidante,

| antioxidantes
(Deficit produgéo e/ou ingestao)

Antioxidantes alimentares ou exdgenos: vit A,C,
Se,...

Antioxidantes endégenos: GSH, enzimas CA
SOD, Gpx, GR

através dos seus treinos habituais. Notamos que
0s seus antioxidantes aumentam em paralelo
para compensar as elevacdes das oxidacdes
devidas ao treino. Os valores destes judocas
sendo normais no repouso, podemos supor que
beneficiam de uma boa proteccdo. Todavia, em
fases de perdas de peso, seria interessante
verificar qual poderia ser a resposta destes
atletas ao stress oxidativo.
Bibliografia:
1. Bloomer RJ and Goldfarb AH (2004). Can J
Appl Physiol. 29(3):245-263.
2. Bloomer RJ and Fisher-Wellman KH. (2008).
Gender Medicine. 5(3):218-28.
3. Bloomer RJ, Larson DE, Fisher-Wellman
KH, Galpin AJ and Schilling BK. (2009).
Lipids in Health and Disease. 8:36.
4. Cuevas MJ, Almar M, Garcia-Glez JC,
Garcia-Lopez D, De Paz JA, Alvear-Ordenes
I, Gonzéalez-Gallego J. (2005). Free Radic
Res. 39(4):431-9.
5. Fisher-Wellman K and Bloomer RJ. (2009).
Dynamic Medicine. 8:1-25.
6. Gomez-Cabrera MC, Martinez A, Santangelo
G, Pallardo FV, Sastre J, Vina J. (2006). Br J
Nutr. 96 (Suppl. 1), S31-S33.
7. Schroéder H, Navarro E, Tramullas A, Mora J,
Galiano D. (2000). Int J Sports Med. 21(2):146.

Page 190



Alain MASSART

Supplémentation en oméga 3 et antioxydant et stress

oxydant au cours d'un entrainement de judo

Résumé: L’'objectif de notre étude était de mesurer l'influence d’'une supplémentation de 6
semaines en oméga 3 (600 mg EPA et 400 mg DHA par jour) pris seul ou en association avec
un antioxydant vitaminique (30 mg vitamine E, 60 mg vitamine C et 6 mg B- caroténe par jour),
sur I'évolution des parametres oxydants, antioxydants et lipidiques de judokas (n = 37). Les
sujets ont aléatoirement été répartis en trois groupes: placebo, oméga 3, ou oméga 3 et
antioxydant. Des prélévements sanguins ont été collectés avant et aprés un entrainement de
judo, réalisé avant et aprés une période de supplémentation. Nous avons analysé: la lag
phase, le taux maximum d'oxydation (Rmax) et la quantité maximale (CDmax) des dienes
conjugués, l'oxyde nitrique (NO), les malondialdéhydes (MDA), les peroxydes lipidiques
(LOOH), les a-tocophérol, le rétinol, le profil lipidique au niveau sanguin, et I'activité de la
glutathion peroxydase au niveau salivaire. L'alimentation des sujets a été contrélée au moyen
de registres alimentaires de 7 jours. Une interaction significative entre la supplémentation et le
temps (p < .01) a été notée avec les triglycérides, qui ont diminué au repos tout comme a
I'effort. Une interaction significative entre la supplémentation et le temps (p < .05) a également
été constatée par une élévation des valeurs de repos en MDA, LOOH et Rmax dans le groupe
oméga 3, alors qu’aucun changement n'a été observé dans le groupe placebo. Avec I'exercice,
nous avons observé une augmentation significativement supérieure des NO et de la
peroxydation lipidique (MDA, Rmax, CDmax, LOOH) dans le groupe oméga 3 par rapport au
placebo. L'addition de I'antioxydant aux omégas 3 n’est pas parvenue a prévenir la formation de
produits de l'oxydation au repos, mais elle a contribué a la diminution significative de la
peroxydation lipidique (LOOH, CDpax Rmax €t MDA) aprés I'entrainement de judo, et a
'augmentation significative du rétinol et des a-tocophérols au repos tout comme aprés
I'entrainement.

Mots clés : nutrition, exercice, acides gras oméga 3, antioxydant, stress oxydant

Supplementation in omega 3 and antioxidant and

oxidative stress during judo training

Summary: The purpose of this study was to measure the influence of 6 wk of omega 3 (600 mg
EPA and 400 mg DHA per day) supplementation alone or in association with an antioxidant (30
mg vitamin E, 60 mg vitamin C and 6 mg [ carotene per day) on resting and exercise-induced
alteration in oxidation, antioxidant status and lipids in judoists (n = 37). Subjects were randomly
assigned to three groups: placebo, omega 3, or omega 3 and antioxidant. Blood samples were
collected in preexercise and postexercise conditions (judo-training session), both before and
after the supplementation period. The following parameters were analyzed: a-tocopherol,
retinol, lag phase , maximum rate of oxidation (Rmax), maximum amount of conjugated dienes
(CDmax), nitric oxide (NO), malondialdehyde (MDA), lipoperoxides (LOOH) concentrations,
salivary glutathione peroxidase activity, and the lipid profile. Dietary data were collected using a
7-day dietary record. A significant interaction effect between supplementation and time (p < .01)
on triglycerides was noted at rest and after exercise, with resting values significantly lower in the
omega 3 group after supplementation than in the placebo group. Significant interaction effects
between supplementation and time (p < .05) on resting MDA, LOOH concentrations and Rmax
were found, with elevated values in the omega 3 group after supplementation and no change in
the placebo group’s levels. The authors observed a significantly greater NO and lipid
peroxidation (MDA, Rmax, CDmax, LOOH) increase with exercise in the omega 3 group than
with placebo. The addition of antioxidants did not prevent the formation of oxidation products at
rest. On the contrary, it seems that the combination of antioxidants added to the omega 3
supplements led to a decrease in LOOH, CD., Rmax and MDA concentrations after a judo
training session. With the addition of antioxidants, the retinol and a-tocopherol significantly
increased at rest and after the training session.

Keywords: nutrition, exercise, omega-3 fatty acids, antioxidant, oxidative stress
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