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L'ε-viniférine, un dimère du resvératrol : encapsulation, métabolisme et 

propriétés biologiques 

 

 

L’ε-viniférine est un polyphénol appartenant à la famille des stilbènes. Ce dimère du resvératrol, 

notamment retrouvé dans les sarments de vigne, est présent dans l’alimentation humaine 

principalement via la consommation de raisin et de ses produits dérivés comme le vin rouge. 

Bien que cette molécule ait montré d’intéressantes propriétés biologiques ; et en particulier des 

activités anti-inflammatoires, anti-oxydantes, anti-obésité et neuro-protectrices, il a été 

démontré qu’elle était très peu biodisponible. En effet, comme de nombreux stilbènes, l’ε-

viniférine, en plus d’être faiblement absorbée à travers la barrière intestinale, subit un fort 

métabolisme. De ce fait, les études actuelles visent à déterminer l’implication des métabolites 

dans ses propriétés biologiques observées in vivo. Ces travaux de thèse avaient pour objectifs 

de déterminer l’impact d’une encapsulation de l’ε-viniférine sur son métabolisme et ses 

paramètres pharmacocinétiques chez le rat, ainsi que d’évaluer les potentielles propriétés 

biologiques de ses principaux métabolites in vitro. Dans un premier temps, le procédé de 

fabrication des liposomes multilamellaires contenant l’ε-viniférine a été optimisé, dans le but 

d’augmenter le taux d’encapsulation de la molécule, et de produire ces objets en quantité 

suffisante pour réaliser une expérimentation in vivo. La forme libre et la forme encapsulée de 

l’ε-viniférine ont été administrées par voie orale chez le rat, les plasmas ont été récoltés à 

différents temps, ainsi que différents tissus 4 heures après administration. Les résultats 

indiquent une forte glucuronidation, issue du métabolisme hépatique et intestinal, ainsi qu’une 

accumulation des métabolites et de la forme native dans les tissus adipeux blancs. 

L’encapsulation de l’ε-viniférine semble prolonger le temps d’exposition de l’organisme aux 

glucuronides. Dans un second temps, la purification de ces glucuronides a également permis 

d’apprécier leurs propriétés biologiques sur des modèles cellulaires de macrophages et 

d’hépatocytes, mettant en évidences des propriétés anti-inflammatoires et une capacité à 

diminuer l’accumulation des lipides. Ces travaux montrent que l’ε-viniférine, un stilbène de la 

vigne, pourrait présenter des effets bénéfiques sur la santé, par elle-même ou l’intermédiaire de 

ses métabolites. 

 

Mots clés : ε-viniférine, dimère du resvératrol, encapsulation, pharmacocinétique, 

métabolisme, glucuronidation, propriétés biologiques 
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ε-Viniferin, a resveratrol dimer : encapsulation, metabolism and biological 

properties 

 

 

ε-Viniferin is a polyphenol belonging to the stilbene family. This dimer of resveratrol, found in 

particular in vine shoots, is present in the human diet mainly through the consumption of grapes 

and its derivatives such as red wine. Although this molecule has shown interesting biological 

properties, and especially anti-inflammatory, antioxidant, anti-obesity and neuroprotective 

activities, it has been shown to have very low bioavailability. Indeed, like many stilbenes, ε-

viniferin, in addition to being poorly absorbed through the intestinal barrier, undergoes a strong 

metabolism. Therefore, the current studies aim to determine the involvement of metabolites in 

the biological properties observed in vivo. The objectives of this thesis were to determine the 

impact of ε-viniferin encapsulation on its metabolism and pharmacokinetic parameters in rats, 

as well as to evaluate the potential biological properties of its main metabolites in vitro. In a 

first step, the manufacturing process of multilamellar liposomes containing ε-viniferin was 

optimised, with the aim of increasing the encapsulation rate of the molecule, and to produce 

these objects in sufficient quantity to carry out in vivo experimentation. The free and 

encapsulated forms of ε-viniferin were administered orally to rats, the plasmas were collected 

at different times, as well as different tissues 4 hours after administration. The results indicate 

high glucuronidation, from hepatic and intestinal metabolism, as well as accumulation of the 

metabolites and the native form in white adipose tissue. The encapsulation of ε-viniferin seems 

to prolong the exposure time of the body to glucuronides. In a second step, the purification of 

these glucuronides also allowed us to assess their biological properties on macrophage and 

hepatocyte cell models, revealing anti-inflammatory properties and an ability to decrease lipid 

accumulation. This work shows that ε-viniferin, a grapevine stilbene, could have beneficial 

effects on health, by itself or through its metabolites. 

 

Keywords: ε-viniferin, resveratrol dimer, encapsulation, pharmacokinetic, metabolism, 

glucuronidation, biological properties 
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Les stilbènes sont des polyphénols dont la molécule de base est le resvératrol. Ils sont 

retrouvés dans le règne végétal, notamment chez les Vitaceae. Ces composés sont présents dans 

les bois de vigne et également dans les raisins. Par conséquent, les vins peuvent contenir des 

stilbènes et ces boissons représentent la principale source de ces composés dans l’alimentation 

occidentale. Au sein de cette classe de composés se trouve l’ε-viniférine, un dimère du 

resvératrol. Cette molécule est retrouvée principalement dans les bois de vigne (Vitis vinifera), 

avec des concentrations parfois supérieures à celles du resvératrol, ainsi que dans les fruits. 

 

L’ε-viniférine, comme de nombreux autres polyphénols, a fait l’objet de plusieurs 

études visant à déterminer ses propriétés biologiques. Au-delà de ses activités antioxydantes 

communes avec de nombreux polyphénols, elle a montré des propriétés anti-inflammatoires, 

anti-neurodégénératives, ainsi que des propriétés contre l’obésité et ses complications associées 

telles que la stéatose hépatique. Parmi ces études, certaines ont été réalisées in vivo chez 

l’animal, après administration par voie orale de la molécule, ce qui amène à s’interroger sur le 

devenir de la molécule dans l’organisme. 

 

Des études ont démontré que cette molécule était peu biodisponible, du fait de sa faible 

absorption intestinale et de son fort métabolisme. Les stilbènes, comme de nombreux composés 

ingérés, peuvent subir différentes transformations, notamment au niveau de l’intestin et du foie, 

ce qui diminue donc le pourcentage de la molécule native retrouvée dans l’organisme. Pour 

pallier à la faible biodisponibilité des stilbènes, et des polyphénols en général, de nombreuses 

recherches tendent à développer et à évaluer l’efficacité des nano-formulations. En effet, il a 

été montré que l’encapsulation de molécules peu biodisponibles peut améliorer les paramètres 

pharmacocinétiques de celles-ci. 

 

Concernant le métabolisme de l’ε-viniférine, il implique principalement des réactions 

du métabolisme de phase II, et notamment la glucurono-conjugaison. Une précédente étude 

réalisée au sein du laboratoire a mis en évidence un fort métabolisme hépatique, et également 

une accumulation tissulaire de la molécule, notamment dans les tissus adipeux blancs. Par 

ailleurs, aucune étude visant à quantifier spécifiquement ces métabolites après administration 

orale de l’ε-viniférine n’a été menée jusqu’à ce jour. Les métabolites glucuronidés de l’ε-

viniférine n’étant pas commercialisés, leur quantification spécifique reste difficile.  

 

Des réactions d’hémisynthèse permettent de former ces métabolites glucuronidés à 

partir de l’ε-viniférine. Couplée aux techniques de séparations telles que les chromatographies 

liquides, il est donc possible de purifier ces composés. L’obtention de ces molécules pures 

permet alors d’envisager des études in vitro visant à mesurer leurs activités. En effet, 

l’hypothèse selon laquelle les métabolites des formes natives sont responsables ou impliquées 

dans les activités biologiques mesurées in vivo, a été confirmée sur d’autres polyphénols comme 

le resvératrol ou la quercétine. Cela suggère que les propriétés biologiques de l’ε-viniférine 

mesurées in vivo pourraient être dues aux métabolites de celle-ci.  
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Cette thèse a été menée dans le but de répondre à plusieurs questions concernant 

l’impact de l’encapsulation de l’ε-viniférine sur sa pharmacocinétique, le métabolisme de cette 

molécule après administration orale et les propriétés biologiques de ses métabolites 

glucuronidés. 

 

Ces travaux de thèse ont été réalisés au sein de l’Axe Molécules d’Intérêt Biologique 

(MIB), qui fait partie de l’Unité de Recherche Œnologie de l’Université de Bordeaux, et situé 

à l’Institut des Sciences de la Vigne et du Vin. Plusieurs collaborations avec d’autres axes de 

l’unité ont permis de mener à bien ce projet, et notamment avec l’axe DPS. Une collaboration 

étroite avec le centre de Chimie et Biologie des Membranes et Nano-objets (CBMN, Pessac, 

France) a pris une part importante dans ces travaux, notamment concernant l’encapsulation de 

l’ε-viniférine. Enfin, une mobilité internationale de trois mois a permis d’enrichir une 

collaboration préexistante avec le groupe Nutrition et Obésité de la Faculté de Pharmacie de 

l’Université du Pays Basque (Vitoria-Gasteiz, Espagne) et de mener à bien des études in vitro 

sur des lignées cellulaires.  

 

L’introduction de ce manuscrit est un état de l’art permettant de mieux cerner le contexte 

de cette thèse. Elle est divisée en quatre chapitres. Viendront ensuite trois volumes, rédigés sur 

articles, consacrés aux travaux d’encapsulation de l’ε-viniférine, à son étude pharmacocinétique 

in vivo et aux propriétés biologiques des métabolites glucuronidés de ce stilbène.  
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Chapitre 1. Les stilbènes : de la molécule à la nutrition-santé 
 

Ce chapitre vise à décrire la place des stilbènes au sein du grand groupe des métabolites 

secondaires. A l’origine, les métabolites secondaires sont nommés comme tels car ce sont des 

molécules produites par les végétaux qui ne semblaient pas avoir d’implication directe dans le 

développement et la reproduction de la plante. Il est aujourd’hui admis que ces molécules sont 

nécessaires pour l’adaptation des plantes à leur environnement [1]. Les métabolites secondaires 

(également appelés métabolites spécialisés) sont divisés en trois grandes familles : 

- les terpènes ; qui sont des composés formés d’un nombre variable d’unités isoprène, certains 

odoriférants permettent d’attirer des insectes pour favoriser la pollinisation notamment ; 

- les alcaloïdes, sont des molécules azotées possédant des activités phramacologiques 

marquées ; et ils sont impliqués dans les défenses de la plante ; 

- les composés phénoliques, qui participent aussi aux mécanismes de défense des plantes 

notamment grâce à leurs propriétés antimicrobiennes. 

 

C’est dans cette dernière famille et plus particulièrement dans le groupe des stilbènes 

que se trouve l’ε-viniférine, la molécule étudiée dans ces travaux de thèse. Les composés 

phénoliques représentent une famille de plusieurs dizaines de milliers de métabolites 

secondaires, classés selon leur structure chimique. Dans ce chapitre, nous présenterons 

brièvement ces composés, pour ensuite se focaliser sur les stilbènes, en décrivant leur 

biosynthèse, leur distribution et leur place dans l’alimentation. 

 

1. Présentation générale des composés phénoliques 

 

1.1 Biosynthèse et classification des composés phénoliques 

 

 1.1.1 Biosynthèse des composés phénoliques 

 

Les composés phénoliques sont issus de la voie du shikimate (ou voie de l’acide 

shikimique), commune à d’autres organismes tels que les bactéries et mycètes, et qui permet la 

synthèse d’acides aminés aromatiques comme la phénylalanine [2]. C’est cette phénylalanine 

qui va, par la voie des phénylpropanoïdes, permettre la biosynthèse des composés phénoliques 

(Figure 1) [3]. En effet, la phénylalanine va subir une désamination et devenir du cinnamate 

sous l’action de la phénylalanine ammonia-lyase (PAL). Viendra ensuite une hydroxylation, 

catalysée par la cinnamate-4-hydroxylase (C4H), qui donnera du 4-hydroxycinnamate. Par 

ailleurs, chez certaines plantes, le 4-hydroxycinnamate peut être produit de façon directe depuis 

la tyrosine sous l’action de d’une tyrosine ammoniac lyase.  

 

Les acides phénoliques sont issus de réactions enzymatiques ayant comme molécule de 

départ le cinnamate ou le 4-hydroxycinnamate. Le cinnamate, aussi appelé acide p-coumarique, 

donnera des dérivés de l’acide cinnamique sous l’action d’enzymes telles que la p-coumarate 

3-hydroxylase (C3H) ou encore la caféique/5-hydroxyférulique-O-méthyltransférase (COMT). 

Le 4-hydroxycinnamate (p-coumaroyl-CoA) donnera des dérivés de l’acide benzoïque sous 
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l’action d’enzymes telles que l'enoyl-CoA hydratase (ECH), l’alcool déshydrogénase (ADH), 

l’acylCoA thiolase (AT) et la thiol estérase (TE) [4–6]. 

 

Le 4-hydroxycinnamate peut également se condenser avec une co-enzyme A sous 

l’action de l’enzyme 4-coumaroyl CoA-ligase (4CL) et formera alors le 4-coumaroyl CoA. 

Cette molécule est la pierre angulaire de deux voies de biosynthèse. En effet, en se condensant 

avec trois unités malonyl-CoA, le 4-coumaroyl CoA va former de la naringénine chalcone sous 

l’action de la chalcone synthase (CHS) et donnera ensuite la molécule de base des flavanones 

sous l’action de la chalcone isomérase (CHI). Sous l’action de la stilbène synthase (STS), cette 

condensation donnera du resvératrol, molécule de base des stilbènes.  

 

 
Figure 1. Principales voies de biosynthèses des composés phénoliques depuis la phénylalanine issue de la voie 

du shikimate.  

PAL : phénylalanine ammonia-lyase ; C4H : cinnamate-4-hydroxylase ; 4CL : 4-coumaroyl CoA-ligase ; CHS : 

chalcone synthase ; CHI : chalcone isomérase ; STS : stilbène synthase ; COMT : caféique/5-hydroxyférulique-

O-méthyltransférase ; C3H : p-coumarate 3-hydroxylase ; TE : thiol estérase ; AT : acylCoA thiolase ; ECH : 

énoyl-CoA hydratase ; ADH : alcool déshydrogénase. 

 

 1.1.2 Classification des composés phénoliques 

 

Les composés phénoliques ont tous une caractéristique commune, à savoir la présence 

d’au moins un groupement phénol, c’est-à-dire un noyau benzénique avec au minimum un 
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groupement hydroxyle. Ces composés phénoliques sont divisés en deux grandes catégories : les 

flavonoïdes et les non-flavonoïdes. 

 

Les flavonoïdes 

 

Cette famille est constituée de sous-groupes, représentés en Figure 2, qui ont comme 

lien commun la structure de base en C6-C3-C6, c’est-à-dire deux cycles benzéniques reliés entre 

eux par un hétérocycle. Parmi les différents flavonoïdes, on retrouve : 

-les flavanones, qui contiennent une fonction cétone sur l’hétérocycle. On retrouve dans cette 

famille la naringénine, par exemple dans le pamplemousse ; 

-les flavanols, qui sont majoritairement des flavan-3-ols, et se reconnaissent facilement par leur 

unité benzopyrane. La molécule la plus connue est la catéchine. En se polymérisant, les 

flavanols vont former des proanthocyanidines, aussi appelés tanins condensés ou tanins 

catéchiques. Ces molécules oligomériques sont présentes notamment dans les prunes, les fraises 

et les cassis [7]. En œnologie, elles sont connues pour avoir des interactions de type liaison 

hydrogène notamment avec les protéines salivaires riches en proline : ces interactions font 

précipiter le complexe moléculaire ainsi formé et donne une sensation d’astringence en bouche ; 

-les flavanonols, ou dihydroflavonols, qui ont une fonction cétone en C4 sur l’hétérocycle, 

mais également une fonction hydroxyle sur ce même cycle. On retrouve par exemple la 

taxifoline, présente dans l’açaï ; 

-les flavones, des dérivés des flavanones qui comportent une double liaison entre les carbones 

C2 et C3 de l’hétérocycle (cycle C). Dans cette famille, l’apigénine est présente dans le persil 

ou encore la camomille ; 

-les flavonols, qui comportent une hydroxylation du carbone C3 de l’hétérocycle. Les flavonols 

les plus connus sont la quercétine et le kaempférol, retrouvés dans le cacao, la myrtille et les 

oignons notamment ; 

-les isoflavones, comme la daidzéine ou la génistéine par exemple, qui sont considérés comme 

des phytoestrogènes de par leur ressemblance structurale avec l’estrogène. Le soja est 

notamment connu pour en contenir ; 

-les anthocyanes, qui sont sous forme d’aglycone (appelé anthocyanidine) ou couplées à un 

sucre. Ce sont des pigments rouges, utilisés par la plante pour attirer les insectes pollinisateurs 

par exemple. En œnologie, elles sont responsables de la couleur des vins rouges. On les retrouve 

également dans les mûres, les myrtilles ou encore les oranges sanguines et les aubergines.  

Les flavonoïdes représentent la plus grande famille de polyphénols.  
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Figure 2. Structures de base des différents flavonoïdes 

inspiré de Santos et al., 2017 [8] 

 

Les non flavonoïdes 

 

Les composés phénoliques non flavonoïdes se divisent généralement en deux grands 

sous-groupes : 

-les acides phénoliques, qui sont constitués d’un cycle phénol, présentent également au moins 

une fonction carboxylique. La taille de la chaine carbonée, et notamment la présence d’une 

double liaison entre la fonction carboxylique et le cycle, divise cette classe en deux groupes : 

les dérivés de l’acide hydroxybenzoïque (C1-C6, comme l’acide salicylique) et les dérivés de 

l’acide hydroxycinnamique (C3-C6, comme l’acide coumarique). Les acides phénoliques sont 

des polyphénols largement retrouvés dans l’alimentation notamment dans le thé, le café, le 

chocolat, les fruits à coque, etc ; 

-les stilbènes, qui ont une structure de base constituée de deux noyaux phényles reliés par un 

pont éthylènes (C6-C2-C6), ont comme molécule de base le resvératrol (Figure 3). Ce mot est 

issu de résorcinol, vérâtre et para-phénol. Le resvératrol est retrouvé sous deux formes : sa 

forme -cis et son isomère, la forme -trans (Figure 3). 

Les stilbènes ont été caractérisés comme phytoalexines par Langcake et Pryce en 

1977 [9]. Il a été démontré que la biosynthèse des stilbènes était stimulée par l’induction d’un 

stress, physique (exposition aux UV) ou biologique (infection par des agents pathogènes). Les 

stilbènes ont montré des propriétés de bioprotection, et notamment des activités antifongiques. 

En effet, les stilbènes de la vigne ont montré des propriétés contre Plasmopara viticola [10], 

Fusarium graminearum [11] ou encore Botrytis cinerea (en inhibant le développement 

mycélien) [12] et les stilbènes de la cacahuète contre Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus 

et Aspergillus nomius [13]. Les stilbènes de la vigne ont également des activités 

antibactériennes [14] et insecticides [15]. 
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Figure 3. Structure des deux formes isomériques du resvératrol 

 

1.2 Consommation des composés phénoliques 

 

Plusieurs revues scientifiques tendent à estimer la consommation quotidienne de 

polyphénols, bien qu’il existe une grande variabilité multifactorielle de cette consommation. 

Les polyphénols sont présents dans de nombreux aliments, notamment les fruits, les 

légumes, mais également les céréales, les légumineuses et les noix [16]. La distribution des 

différentes classes de polyphénols varie d’un aliment à l’autre ; ainsi, on retrouve en 

relativement grande quantité des acides phénoliques dans les pommes, les cerises et les baies, 

des flavonoïdes dans les pommes, les agrumes, les baies et le cacao, des tanins condensés dans 

les baies, des stilbènes dans les baies, le vin et les cacahuètes et des anthocyanes dans la 

pellicule des raisins [17,18]. En 2006, Brat et al., ont mesuré la teneur en polyphénols totaux 

de nombreux aliments consommés de manière régulière en France, et ont ainsi montré que les 

légumes les plus riches étaient l’artichaut et le persil, quant aux fruits, les polyphénols étaient 

surtout concentrés dans la fraise, le litchi et le raisin. La base de données Phenol-Explorer [7] 

répertorie les teneurs en polyphénols dans les aliments. Grâce à cet outil, les chercheurs peuvent 

alors évaluer la consommation journalière en polyphénols de manière quantitative, mais 

également mettre en évidence les différentes familles de polyphénols consommées en fonction 

des aliments ingérés. Par ailleurs, plusieurs paramètres font varier l’apport journalier en 

polyphénols pour un seul et même aliment, comme son mode de préparation ou encore ses 

interactions avec la matrice alimentaire lors de la digestion [18,19]. 

En se basant sur les habitudes de consommation des français, il s’est avéré que l’apport 

des polyphénols dans notre alimentation se faisait principalement par la consommation de 

pommes et de fraises pour les fruits, et d’oignons, de pomme de terre et de laitue pour les 

légumes, les fruits apportant trois fois plus de polyphénols que les légumes [20]. Dans une autre 

étude, il a été montré que les trois boissons qui apportaient le plus de polyphénols étaient le 

café (44%), le thé (9%) et le vin rouge (6%). Cette étude réalisée sur près de 5000 français, 

évalue l’apport en polyphénols à 1,2 g/jour en moyenne. Cet apport est dû très majoritairement 

à la consommation de café (520 mg par jour) suivi de la pomme, du vin rouge et du chocolat 

noir [21].  

Concernant d’autres pays d’Europe, il a été montré que les populations des pays 

méditerranéens avaient une alimentation plus riche en proanthocyanidines que les pays du nord 

de l’Europe par exemple, bien que la différence d’apport journalier en flavonoïdes ne soit pas 

significative (répertoire sur plus de 35 000 sujets) [22]. Par ailleurs, une autre étude a mis en 

évidence que les habitants du nord de l’Europe consommaient plus de polyphénols totaux [23]. 
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Enfin, d’autres facteurs interviennent dans la variabilité de l’apport journalier en polyphénols, 

comme l’âge, le sexe et le niveau de vie.  

 

2. Les stilbènes  
 

Deux termes sont utilisés pour ces molécules : les stilbènes et les stilbénoïdes (Figure 4). 

Les stilbénoïdes sont un groupe plus large que les stilbènes (Figure 4), puisqu’ils contiennent 

notamment les bibenzyls, aussi appelés dihydrostilbènes (qui ne comportent pas de double 

liaison entre les deux cycles aromatiques) et les phénanthrènes (constitués de trois cycles 

benzènes fusionnés). Ainsi, on retrouve plus de 300 stilbènes et plus d’un millier de 

stilbénoïdes. 

 
Figure 4. Stilbène et stilbénoïdes.  

 

2.1 Les stilbènes : des monomères aux oligomères 

 

La molécule monomérique de base, le resvératrol, peut subir différentes 

fonctionnalisations [24] sur l’un des deux noyaux aromatiques, et ainsi former d’autres 

monomères aux propriétés physico-chimiques et biologiques différentes. On retrouve 

communément des réactions de glycosylation, d’hydroxylation, de méthylation, mais 

également de prénylation, d’estérification ou de géranylation. Les monomères du resvératrol 

les plus communément étudiés sont répertoriés dans le tableau 1. D’autres monomères moins 

étudiés existent, comme le cudrastilbène par exemple (dérivé prénylé).  

 

Tableau 1. Fonctionnalisation du resvératrol et principaux monomères formés 

Fonctionnalisation Groupement Monomère 

Glycosylation + glucose Picéide, Astringine 

Hydroxylation + OH Picéatannol, Oxyresvératrol, Gnétol 

 

Méthylation 

+ OCH3 

+ CH3 

+ 2(CH3) 

Isorhapontigénine 

Pinostilbène, Rhapontigénine 

Ptérostilbène 

Déshydroxylation - OH Pinosylvine 

 

Le resvératrol peut également s’oligomériser. La dimérisation du resvératrol et ses 

potentielles fonctionnalisations peuvent entraîner la formation de nombreux dimères. Parmi les 

plus répandus, nous pouvons citer le pallidol, l’ω-viniférine, l’ampélopsine A, la δ-viniférine, 
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la parthenocissin A, la quadrangularin [25] et l’ε-viniférine [12], la molécule étudiée dans cette 

thèse. La biosynthèse de l’ε-viniférine se fait par dimérisation (couplage régio-isomérique) du 

resvératrol, dont le mécanisme hypothétique est schématisé en Figure 5. Des degrés de 

polymérisation supérieurs donneront des trimères (α-viniférine, ampélopsine E, gnétine H), des 

tétramères (hopéaphénol, vitisine B), allant jusqu’au octamères [26]. 

 

 

 
Figure 5. Mécanismes hypothétiques de la dimérisation pour former l’ε-viniférine 

modifié de Keylor et al., 2015 [27] 

 

2.2 Distribution des stilbènes dans le règne végétal 

 

C’est en 1940 que le resvératrol a été identifié pour la première fois dans le rhizome 

d’une plante retrouvée dans les massifs montagneux, la vérâtre blanche (Melanthiaceae) [28]. 

Depuis, plus de 300 molécules ont été identifiées comme appartenant à la famille des stilbènes. 

A la différence d’autres polyphénols, le resvératrol ainsi que ses dérivés qui composent cette 

famille ont été identifiés dans un nombre relativement restreint de familles de plantes. La revue 

de Rivière et al., publiée en 2012, fait état de la distribution des stilbènes dans le règne 

végétal [29]. Ainsi, on les retrouve chez certaines bryophytes (végétaux non vascularisés) dans 

les familles des Corsiniaceae et Lejeuneaceae, chez certaines monilophytes (fougères) comme 

les Ophioglossaceae et les Dryopteridaceae, chez les gymnospermes où l’on trouve les 

Gnetaceae et les Dropteridaceae, et enfin chez certaines angiospermes. Les familles 

angiospermes dans lesquelles ont été identifiés les stilbènes sont les Dioscoreaceae, 

Stemonaceae, Melanthiaceae, Smilacaceae, Haemodoraceae, Musaceae et Zingiberaceae, et 

également chez les Paeoniaceae, Dipterocarpaceae, Fabaceae, Cyperaceae, Iridaceae, 

Gnetaceae, Cannabaceae et Vitaceae [29]. Les Vitaceae représentent une famille de 

dicotylédones comprenant au moins 19 genres (Ampelopsis, Cissus, etc.) dont Vitis, plus connu 

sous son nom vernaculaire, vigne, et qui comporte plusieurs dizaines d’espèces. La plus connue 

est Vitis vinifera L., largement cultivée pour produire des raisins et du vin.  

 

La teneur en stilbènes varie fortement d’une espèce à l’autre, tout comme la nature 

même des stilbènes (fonctionnalisations, degré d’oligomérisation). De plus, ces variations sont 

également identifiables au sein même d’un seul individu, selon l’organe ou la partie de plante 

étudié. En effet, Gabaston et al. (2019), ont mis en évidence une oligomérisation des stilbènes 

suivant un gradient parties aériennes / parties souterraines chez Vitis vinifera [30]. De plus, dans 

cette étude, ils ont montré des différences de concentrations mais également de degrés 
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d’oligomérisation entre les différentes associations cépages-porte-greffe. Il existe également 

des variabilités entre les cultivars [31,32].  

 

2.3 Les stilbènes dans l’alimentation 

 

2.3.1 Aliments contenant des stilbènes 

 

La base de données Phénol-Explorer apporte de nombreuses informations concernant 

la teneur en stilbènes dans l’alimentation. Ainsi, plusieurs stilbènes y sont présents, notamment 

les monomères (resvératrol, picéide, picéatannol, astringine, oxyresvératrol) et certains dimères 

(pallidol, ε-viniférine, δ-viniférine) et tétramères (hopéaphénol et isohopéaphénol) [33]. 

Les principales sources de stilbènes dans l’alimentation humaine sont issues des 

produits dérivés du raisin ; à savoir les vins, et notamment les vins rouges. D’autres baies 

contiennent des stilbènes monomériques, comme les myrtilles, les fraises, les mûres et les 

canneberges, bien que les concentrations soient bien inférieures à celles retrouvées dans le 

raisin [34]. Certains autres fruits contiennent des monomères comme les bananes, les ananas, 

les litchis, les amandes et les cacahuètes. Enfin, des stilbènes sont également retrouvés dans 

d’autres sources comme la bière [33].  

 

Si le vin rouge est la principale source de stilbènes dans l’alimentation, il existe une 

forte variation de teneur en stilbènes dans les vins due à plusieurs facteurs tels que les 

paramètres viticoles (millésime, cépage, ensoleillement, maturité à la récolte) et les paramètres 

œnologiques (techniques de vinification) [35,36]. La concentration en stilbènes dans le vin a 

été l’objet d’une première étude en 1999 ; où Ribeiro de Lima et al. ont mis en évidence leur 

présence dans différents vins provenant de France, du Portugal et des Açores [37]. Ils ont ainsi 

mesuré le resvératrol et le picéide dans leurs deux formes isomériques, ainsi que la trans-

astringine, et ont mis en évidence la prédominance du trans-picéide et de la trans-astringine 

(glucoside de picéatannol ou astringinine). De plus, cette équipe a calculé une moyenne en 

stilbènes dans les vins de 18,6 mg/L, avec des valeurs pouvant varier de 0,6 à 73 mg/L [37].  

Récemment, Benbouguerra et al., ont publié une revue scientifique rassemblant les 

études qui ont quantifié les stilbènes dans les vins et les baies de raisin [38]. Une partie des 

résultats est présentée dans le tableau 2. Deux études ont été prises en compte pour la 

détermination de la concentration en ε-viniférine dans les vins rouges, élevant la moyenne à 

0,06 ± 0,21 mg/L. Sur un total de 17 vins analysés, l’ε-viniférine a pu être quantifiée dans 

seulement deux vins, 0,10 ± 0,01 mg/L dans un vin rouge tunisien, 0,805 ± 0,047 mg/L dans 

un vin espagnol (cépage Mourvèdre) [39,40]. Récemment, des traces de ce stilbène ont été 

détectées dans les vins blancs [40].
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Tableau 2. Moyenne de la teneur en différents stilbènes dans les baies, les vins rouges et les vins blancs.  

Modifié de Benbouguerra et al., 2021 [38] 

 

Molécules Baies 

(mg/kg) 

Vins rouges 

(mg/L) 

Vins blancs 

(mg/L) 

Trans-resvératrol 0,67 ± 0,97 1,41 ± 1,17 0,08 ± 0,2 

Cis-resvératrol 0,01 ± 0,07 0,88 ± 1,07 0,04 ± 0,13 

Picéatannol 0,12 ± 0,22 0,68 ± 0,94 0.04 ± 0.16 

Trans-picéide 0,65 ± 1,30 2,06 ± 2,19 0,20 ± 0,39 

Cis-picéide 0,71 ± 1,61 6,20 ± 8,09 0,68 ± 2,23 

Trans-astringine 0,71 ± 0,58 0,52 ± 0,61 0,05 ± 0,16 

Cis-astringine 0,12 ± 0,09 0,13 ± 0,32 0,11 ± 0,35 

Trans-ԑ-viniferin nd 0,06 ± 0,21 nd 

Trans-ω-viniferin nd 0,03 ± 0,1 nd 

Miyabenol C nd 0,14 ± 0,45 nd 

Hopeaphenol nd 0,08 ± 0,15 nd 

Isohopeaphenol nd 1,39 ± 1,80 nd 

R2-viniferin nd 0,42 ± 1,05 nd 

 

2.3.2 Estimation de la consommation journalière de stilbènes 

 

Peu d’études visent à mesurer la consommation journalière en stilbènes [33]. A ce jour 

et à notre connaissance, trois études ont permis de chiffrer la consommation journalière en 

stilbènes d’une population donnée (tableau 3). Selon une étude réalisée sur une population 

chinoise, l’apport journalier de stilbène via l’alimentation est estimé à 150 µg/jour/personne et 

serait principalement apportée par la consommation de raisin, de racines de lotus et de taros 

(choux) [41]. Selon une étude italienne sur 529 personnes âgées de plus de 65 ans, cet apport 

serait compris entre 0 et 3,2 mg/jour, de plus, 30 % de la population étudiée n’en consomment 

pas [42]. Enfin, l’étude contenant le plus grand nombre de sujets à notre connaissance a été 

publiée en 2008 par Zamora-Ros et al. Sur plus de 40 000 personnes, ils ont estimé, sur la base 

de questionnaires et d’une base de données des concentrations en stilbènes, un apport journalier 

en trans-picéide supérieur à celui du trans-resvératrol, avec dans les deux cas une 

consommation supérieure chez les hommes. Ils ont également estimé que plus de 98,4% de cet 

apport était dus à la consommation de vin et 1,6% à la consommation de raisin et jus de raisin 

[43]. 

 

Tableau 3. Études de la consommation journalière de stilbènes chez l’Homme 

Pays Nombre de sujets Apport journalier en stilbène Référence 

Espagne 40 685 

 

933 ± 1695 µg / jour resvératrol + picéide 

194 ± 354 µg/jour resvératrol 

500 ± 965 µg / jour trans-picéide 

[43] 

Chine 1394 150 µg/jour resvératrol 

140 µg/jour picéide 

[41] 

Italie 529 500 µg/jour resvératrol [42] 

 

Les stilbènes sont donc présents dans notre alimentation, bien qu’ils le soient en faible 

quantité. De nombreuses études, ces dernières années ont mis en évidence des corrélations entre 
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l’apport alimentaire des polyphénols et l’amélioration de fonctions physiologiques. Par 

exemple, en 2017, une revue scientifique de méta-analyse fait l’état de l’art des publications 

qui corrèlent la consommation de polyphénols avec la réduction de la pression sanguine et de 

l’hypertension chez l’Homme [44]. Ces liens étroits entre la consommation de polyphénols et 

les bénéfices santé ont poussés les chercheurs de la communauté scientifique internationale à 

étudier les différentes familles de polyphénols et leur impact sur la santé, dans le but de 

déterminer la molécule ou la famille de molécules potentiellement responsable(s) de ces effets 

biologiques. 

 

3. Intérêts de la vigne pour la nutrition-santé  

 

3.1 Vitis vinifera dans le domaine des compléments alimentaires 

 

3.1.1 Les extraits de vigne dans les compléments alimentaires : réglementation 

 

Les compléments alimentaires constituent « des denrées alimentaires dont le but est de 

compléter un régime alimentaire normal et qui constituent une source concentrée de nutriments 

ou d’autres substances ayant un effet nutritionnel ou physiologique » (directive 2002/46 [45]). 

Ces compléments alimentaires sont vendus sous forme de poudre, de gélules, de capsules, de 

comprimés, de sachets, de compte-gouttes ou autres formes galéniques généralement dérivées 

de la filière pharmaceutique. Aujourd’hui en France et en Europe, la mise sur le marché des 

compléments alimentaires ne nécessite pas d’autorisation de mise sur le marché, contrairement 

aux médicaments. 

Le décret sur les compléments alimentaires (2006-352 du 20 mars 2006 [46]) liste les 

plantes autorisées dans les compléments alimentaires. Associé à cette réglementation générale, 

l’arrêté français du 24 juin 2006 [47] sur les plantes et leur utilisation dans les compléments 

alimentaires indique bien que la graine, le fruit, la feuille et le bourgeon de Vitis vinifera sont 

autorisés dans les compléments alimentaires (dans la mesure où leur préparation est 

traditionnelle et non considérée comme novel food [48]). Ainsi, poudres ou extraits traditionnels 

de ces parties de Vitis Vinifera peuvent être notifiés auprès de la DGCCRF (Direction générale 

de la concurrence, de la consommation et de la répression des fraudes) selon la procédure de 

l’article 15 du décret sur le complément alimentaire [49], c’est-à-dire notifiés pour être mis sur 

le marché sans attendre. De plus, le resvératrol fait également partie des substances autorisées 

selon le règlement français. Le resvératrol d’origine microbien est également autorisé, selon le 

règlement de l’UE 2017/2470 qui reconnait ce stilbène comme un novel food. Aujourd’hui en 

France, plus de 250 compléments alimentaires contenant Vitis vinifera sont présents sur le 

marché [50]. 

 

3.1.2 Les allégations santé 

 

Une allégation santé est définie comme « tout message ou toute représentation non 

obligatoire en vertu de la législation qui affirme, suggère ou implique l’existence d’un lien entre 

une denrée alimentaire ou l'un de ses composants et la santé » (réglementation 1924/2006). Pour 

la vigne, une cinquantaine de demandes d’allégation ont jusqu’alors été déposées, concernant 
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des axes santé « antioxydant », « circulation », « défense naturelle » ou « peau » 

principalement. La moitié des dossiers est en attente d’évaluation et l’autre moitié a été refusée.  

Pour obtenir une allégation santé, un dossier scientifique doit être déposé auprès de l’agence 

européenne des aliments (EFSA) qui émet ensuite un avis (positif ou négatif) lui-même alors 

publié sous forme de règlement par la commission européenne. Ce dossier doit pouvoir 

démontrer l’innocuité de l’ingrédient et démontrer son efficacité dans le domaine de santé 

souhaité. Au-delà de la démonstration clinique obligatoire, les experts de l’EFSA attendent une 

démonstration de la compréhension de l’activité mise en avant.  

 

3.2 Les études d’efficacité des extraits de raisin et de vigne 

 

Concernant Vitis Vinifera, de nombreuses études cliniques ont été menées, visant à 

déterminer l’impact d’un apport par voie orale d’un extrait ou d’une molécule pure sur un axe 

santé prédéfini. La base de données ClinicalTrial [51] regroupe toutes les études cliniques 

privées et publiques menées à travers le monde [51]. A ce jour, plus de 250 études cliniques 

disponibles sur cette base de données concernent une administration d’un extrait de Vitis 

Vinifera. Les applications principales concernent les fonctions vasculaires, les fonctions 

cognitives et également l’hypertension, la circulation sanguine, l’athérosclérose, le syndrome 

métabolique, le diabète, l’obésité et l’inflammation. 

Parmi ces études, nous pouvons notamment citer celle de Tomé-Carbeiri et al. (2012), 

qui a été réalisée en triple aveugle et de façon randomisée. Dans cette étude réalisée sur 75 

patients, un groupe a reçu un extrait de vigne enrichi en resvératrol (Stilvid®), un autre groupe 

a reçu un extrait de vigne pauvre en resvératrol et le dernier groupe a reçu le placebo, 

quotidiennement pendant 6 mois. Les résultats de cette étude indiquent que le groupe ayant reçu 

l’extrait enrichi en resvératrol présentait des concentrations plasmatiques diminuées en 

marqueurs de l’inflammation, comme la protéine C-réactive, le facteur de nécrose tumorale α 

(Tumor Necrosis Factor α, TNF-α) et certaines interleukines, entre autres [52]. La diminution 

de TFN-α dans le sang a également été démontrée après 6 semaines de consommation 

journalière de raisins secs [53]. Le TNF-α et la protéine C-réactive ont également diminué dans 

un autre essai clinique, réalisé sur 40 patients souffrant d’obésité et ayant reçu quotidiennement 

2 g d’extrait de pépins de raisin pendant trois mois [54].  

Une dernière étude semble importante à mentionner dans le cadre de cette thèse ; il s’agit 

de l’étude clinique de Khoshbaten et al. (2010). Quinze patients atteints de stéatose hépatique 

non alcoolique (non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD), ont reçu 2 g par jour d’extrait de 

pépins de raisin. Ces extraits, en plus de diminuer la concentration sanguine d’alanine amino 

transferase (ALT, un marqueur de lyse hépato-cellulaire), ont amélioré de façon significative 

le degré de stéatose hépatique des patients [55].  

Ces essais cliniques, bien que réalisés sur un nombre restreint de patients, témoignent 

des effets bénéfiques d’extraits de Vitis vinifera tels que des effets anti-inflammatoires et anti-

stéatosiques. Pour comprendre les mécanismes d’action de ces extraits, il est important de 

pouvoir déterminer le devenir de ces extraits au sein de l’organisme et les molécules (formes 

natives et métabolisées) responsables des propriétés biologiques mesurées chez l’Homme. 
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Chapitre 2. Biodisponibilité, absorption et métabolisme des stilbènes  
 

 

La biodisponibilité d’une molécule représente sa fraction atteignant la circulation 

systémique. Cette définition, initialement exclusivement utilisée en pharmacologie, s’étend 

maintenant à la nutrition pour déterminer la durée et l’intensité d’exposition de l’organisme à 

des composés d’intérêt. Ces composés, une fois ingérés, vont subir les quatre processus connus 

en pharmacocinétique, à savoir :  

- l’absorption, c’est-à-dire la capacité du composé à passer la barrière intestinale pour rejoindre 

la circulation ; 

- la distribution, autrement dit les tissus cibles qui vont accumuler la molécule ou ses 

métabolites ; 

- le métabolisme, à savoir les biotransformations que subit la molécule, principalement au 

niveau hépatique mais également au niveau intestinal et tissulaire ; 

- l’élimination, qui concerne très largement les voies rénales, biliaires et intestinales. 

 

L’étude de la biodisponibilité et du métabolisme de composés d’intérêt permet de mieux 

comprendre leur devenir dans l’organisme pour mieux appréhender leurs propriétés 

biologiques. Dans ce chapitre seront présentés le système digestif dans sa globalité, ainsi que 

les mécanismes impliqués dans l’absorption et le métabolisme des stilbènes. Enfin, les données 

bibliographiques disponibles sur l’absorption, le métabolisme et la biodisponibilité de l’ε-

viniférine seront résumées.  

 

1. Généralités sur le système digestif 

 

Par définition, la digestion représente l’ensemble des transformations mécaniques et 

chimiques que subissent les aliments avant d’être assimilés ou non. Ce processus implique le 

tube digestif (TD), divisé en plusieurs segments, ainsi que les glandes sécrétoires impliquées 

dans la digestion comme les glandes salivaires et le pancréas.  

 

1.1 Les différentes composantes impliquées dans le processus de digestion  

 

Le schéma général ci-après (Figure 6) permet de visualiser l’ensemble des organes et 

segments du TD impliqués dans la digestion. 
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Figure 6. Schéma général du système digestif 

 

La cavité buccale est le premier site impliqué dans la digestion. Cette cavité est notamment 

constituée de la langue, des dents et des glandes salivaires. C’est le premier lieu de la digestion 

qui intervient de manière mécanique (mastication) et chimique.  

Les glandes salivaires de la cavité buccale se divisent en trois catégories : les glandes 

parotides, sous maxillaires, et sublinguales. La salive ainsi produite contient des amylases, qui 

initient la digestion chimique par clivage des liaisons glycosidiques de l’amidon. Après 

déglutition, le bol alimentaire de la cavité buccale va rejoindre le tube digestif, constitué de 

l’œsophage, de l’estomac, de l’intestin grêle et du gros intestin. 

L’œsophage relie cette cavité buccale à l’estomac (au niveau du cardia) et mesure environ 25 

cm de longueur chez l’Homme. L’épithélium de l’œsophage est de type pavimenteux et 

stratifié, et forme des replis qui viendront s’effacer au passage du bol alimentaire après 

déglutition.   

L’estomac est constitué du fundus, du corps, de l’antre pylorique et du pylore. Il est relié du 

côté apical à l’œsophage par le cardia (sphincter) et au niveau basal au duodénum par le pylore. 

Son épithélium est constitué de cellules à mucus, de cellules pariétales, de cellules souches et 

neuroendocrines (production de gastrine) ainsi que de cellules principales qui vont sécréter des 

pepsinogènes et lipases gastriques.  

Cet organe a plusieurs fonctions dans la digestion : une fonction mécanique (brassage du bol 

alimentaire qui arrive de l’œsophage) et une fonction chimique. En effet, l’estomac produit de 

nombreuses substances permettant la digestion des aliments et constituant le suc gastrique : 

l’acide gastrique (contenant l’acide chlorhydrique) qui dénature les protéines, la pepsine qui 

clive les protéines, la rennine et la lipase gastrique qui initient la digestion des glucides. C’est 
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la partie du TD la plus acide, avec un pH compris entre 1 et 3, permettant ainsi l’activation de 

la pepsine et ayant un rôle bactéricide.  

La vésicule biliaire est une poche de réserve située sous le foie. Elle contient la bile, produite 

par les hépatocytes au niveau du foie, qui est constituée principalement de sels biliaires. Cette 

bile va alors se déverser dans l’intestin grêle par les canaux biliaires. Les sels biliaires vont 

alors permettre la digestion des lipides. 

Le pancréas est une glande qui exerce une fonction endocrine (sécrétion d’hormones 

régulatrices du métabolisme des glucides) et exocrine en produisant les sucs pancréatiques après 

stimulation par le nerf vague. Ces sucs pancréatiques sont constitués de peptidases, 

glucosidases, lipases, et nucléases qui vont se déverser dans le duodénum par le canal 

cholédoque. De plus, ils vont neutraliser le pH du chyme (bol alimentaire arrivé dans l’intestin) 

tout juste sorti de l’estomac. 

L’intestin grêle se divise en trois segments : le duodénum, le jéjunum et l’iléon. L’épithélium 

de l’intestin grêle est principalement constitué d’entérocytes. Il contient également des cellules 

caliciformes (cellules à mucus), des lymphocytes, des cellules souches, des cellules entéro-

endocrines et des cellules de Paneth (cellules séreuses). La principale particularité de 

l’épithélium réside dans ses différents niveaux de replis : les valvules conniventes de la 

muqueuse, les villosités intestinales ainsi que les microvillosités du pôle apical des entérocytes 

qui composent l’épithélium. Ces replis augmentent considérablement la surface d’échange de 

ce segment (plus de 30 m² chez l’Homme [56]).  

La principale fonction de l’intestin est l’absorption, dont les principaux acteurs sont les 

entérocytes, cellules polarisées qui présentent des jonctions serrées responsables de l’étanchéité 

de l’épithélium. Les mécanismes impliqués dans l’absorption seront détaillés dans la partie A.2.  

L’intestin grêle a une fonction mécanique (progression du chyme) mais aussi et surtout 

chimique. La bile issue du foie, les sucs pancréatiques issus du pancréas et la sécrétion des 

cellules de l’épithélium interviennent dans la digestion du chyme en le transformant en éléments 

assimilables. Après digestion, les monosaccharides, acides aminés, acides gras et 

monoglycérides seront alors absorbés et gagneront le foie. L’intestin grêle a également une 

fonction endocrine et immunitaire.   

Le gros intestin ou côlon se différencie de l’intestin grêle d’un point de vue anatomique par sa 

largeur supérieure et débute au niveau de caecum. Il n’a pas d’amplification de sa surface 

d’échange, et à la différence de l’intestin grêle, contient plus de cellules caliciformes (cellules 

à mucus) que d’entérocytes. Le côlon contient par ailleurs un microbiote important impliqué 

dans la fermentation et la putréfaction, libérant ainsi des gaz. La fonction principale du côlon 

est la résorption d’eau et d’électrolytes ainsi que la propulsion des fécès.  

 

Le TD, bien qu’ayant des segments aux fonctions différentes, présente la même 

organisation histologique de base schématisé en Figure 7, à savoir : 

- la muqueuse, qui est en contact direct avec la lumière du TD. Cette couche est constituée de 

l’épithélium, du chorion (ou lamina propria) et de la muscularis mucusae. La constitution de 

l’épithélium varie selon les segments et aura différentes fonctions (sécrétion pour l’estomac, 

absorption pour l’intestin grêle et lubrification pour le gros intestin. Le chorion est le tissu 

conjonctif sous-jacent à l’épithélium ; il est lâche et vascularisé et contient des follicules 
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lymphoïdes. Enfin, la muscularis mucusae est la jonction entre la muqueuse et la couche 

suivante. 

- la sous-muqueuse est constituée de tissu conjonctif plus dense que celui de la muqueuse. De 

plus, ce tissu est innervé par le système nerveux sympathique, composante du système nerveux 

autonome qui contrôle les fonctions automatiques de l’organisme. La sous-muqueuse contient 

également des vaisseaux sanguins et lymphatiques ainsi que le plexus nerveux de Meissner 

(plexus du système nerveux entérique qui contrôle la motilité du système digestif). 

- la musculeuse est constituée de deux sous-couches de cellules musculaires lisses (fusiformes 

uninucléées) ; une couche circulaire interne et une couche longitudinale externe. Entre ces deux 

couches se trouve le deuxième plexus du système nerveux entérique : le plexus d’Auerbach. 

- l’adventice (ou séreuse) constitue la tunique externe du TD. Constituée de tissu conjonctif 

lâche, l’adventice permet de lier le tube digestif aux organes environnant. Il est très vascularisé 

et contient des adipocytes.  

 

 
Figure 7. Organisation générale du tube digestif [56] 

 

1.2 L’intestin, site d’absorption et de biotransformations 

 

Bien qu’il existe une absorption stomacale, la grande majorité de l’absorption se fait au 

niveau de l’intestin grêle, dont les replis apportent une grande superficie d’échanges entre la 

lumière du tube digestif et le système vasculaire se déversant dans la veine porte. C’est dans 

cette partie, et plus particulièrement dans le jéjunum, que les molécules vont être absorbées, 

sous leur forme native ou non, pour ensuite rejoindre le foie. Les molécules peuvent entrer dans 

les entérocytes par voie passive, ou par voie active.   

 

Le transport passif se fait par diffusion selon un gradient de concentration, de manière 

simple ou facilitée par une protéine porteuse. Le transport actif, qui peut être primaire 

(utilisation de l’adénosine triphosphate, ATP) ou secondaire, s’effectue contre le gradient de 

concentration. Les transports actifs secondaires utilisent de l’énergie fournie par une différence 
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de potentiel électrochimique après passage d’un second composé dans le sens de son gradient 

de concentration ; et peuvent être antiport (les transports des deux espèces chimiques sont de 

sens opposé) ou symport (les transports des deux espèces chimiques sont dans le même sens).  

 

Au niveau de l’intestin, les transporteurs les plus courant sont les transporteurs de 

glucose (glucose transporter 1, GLUT1, transport passif et sodium-glucose cotransporter 1, 

SGLT1, actif secondaire symport en phase apical, glucose transporter 2, GLUT2 en phase 

basolatérale), et les transporteurs liant l’ATP (transporteur ABC pour ATP Binding Cassette). 

Les transporteurs ABC représentent une grande famille de transporteurs membranaires actifs 

primaires. On retrouve dans cette grande famille les Multidrug Resistance-associated Protein 

(MRP), dont les protéines s’expriment dans différents segments du TD au niveau apical et 

basolatéral des entérocytes [57], ainsi que la P-glycoprotéine (Pgp), qui est retrouvée au niveau 

apical et principalement impliquées dans l’efflux. Les organic anion transporting polypeptide 

(OATP) sont également des transporteurs impliqués dans l’absorption des composés.  

 

1.3 Le métabolisme intestinal et hépatique des xénobiotiques 

 

Le foie est l’organe principal du métabolisme. Cependant, plusieurs tissus périphériques 

contiennent le matériel enzymatique nécessaire à ces réactions et sont donc impliqués dans les 

réactions du métabolisme des xénobiotiques. 

Le métabolisme désigne l’ensemble des réactions métaboliques et biologiques que subit 

une molécule. On retrouve deux grandes catégories : les réactions de phase I et de phase II.  

 

Le métabolisme de phase I est constitué principalement des réactions d’oxydation, de 

réduction, d’hydratation ou d’hydrolyse. Elles font intervenir les enzymes du cytochrome P450 

(CYP450), pour les réactions d’hydroxylation, des enzymes de N-oxydation et de S-oxydation 

pour les réactions d’oxydation, des nitroréductases et azoréductases pour les réactions de 

réductions, et des estérases, diacétylase, glucuronidases, sulfatase et glucosidase pour les 

hydrolyses [58]. Les réactions fortement majoritaires dans le métabolisme de phase I restent les 

réactions d’oxydation, visant à introduire une nouvelle fonction chimique aux molécules, pour 

faciliter leur élimination ou permettre leur conjugaison.   

 

Le métabolisme de phase II est un métabolisme de conjugaison. Il s’agit principalement de 

glucurono-conjugaison, de conjugaison au glutathion, de sulfoconjugaison, de conjugaison aux 

acides aminés, d’acétylation et de méthylation. Ces réactions font intervenir des enzymes telles 

que les glutathion S-transférases, N-acétyltransférases, Uridine diphosphate glucuronosyl 

transférases (UGT), sulfo-transférases (SULT), acyl-transférase et méthyl-transférase.  

La fonction principale des réactions du métabolisme de phase II est d’augmenter le 

caractère hydrophile des xénobiotiques afin de faciliter leur élimination, en agissant 

directement sur la molécule (ajout d’un groupement polaire sur un radical hydrophile des 

molécules) ou sur les métabolites des molécules ayant subi le métabolisme de phase I.  
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Le foie est le lieu principal du métabolisme. Dans cet organe a lieu le métabolisme des 

glucides (stockage des sucres alimentaires ou libération de glucose en cas d’hypoglycémie), des 

lipides (absorption des chylomicrons) et des protides (dégradations des peptides).  

Le foie est constitué à 80% d’hépatocytes, cellules centrales du métabolisme. En effet, 

ces cellules contiennent la plus grande concentration mais également la plus grande diversité 

en enzymes du métabolisme de phase I et de phase II. Par conséquent, le foie peut avoir une 

activité métabolique jusqu’à 50 fois supérieure à cette de l’intestin. Les xénobiotiques entrent 

dans les hépatocytes via les transporteurs de type OATP, entre autres, alors que leur efflux est 

principalement médié par les MRP et Pgp. Dans la cellule, le CYP450 3A4 (CYP3A) représente 

50% des cytochromes du foie [59], une des oxydases les plus importantes dans le métabolisme 

des xénobiotiques. Les UGTs, présentes dans les membranes du réticulum endoplasmique, sont 

également majoritairement exprimées dans le foie [60], ainsi que les enzymes de sulfatation 

SULT [61]. Les glutathione S–transferases, localisées dans le cytosol, la mitochondrie ou le 

péroxysome [62,63], sont également majoritairement retrouvées dans les cellules du foie [64]. 

Enfin, les enzymes d’acétylation, de méthylation ou de liaison aux acides aminés sont 

également majoritairement retrouvés dans les hépatocytes [61]. 

 

Les xénobiotiques et leurs métabolites formés dans les hépatocytes ont deux voies 

possibles. Ils peuvent rejoindre la circulation systémique via la veine cave, et passeront d’abord 

par les poumons (via le cœur droit) avant de rejoindre les tissus périphériques (via le cœur 

gauche) et d’être ensuite éliminés par le système urinaire, ou passer par les canalicules biliaires 

et rejoignent la bile. Ils seront alors déversés dans les intestins, et pourront alors être dé-

conjugués et/ou absorbés de nouveau : c’est la circulation entéro-hépatique, ou bien éliminés 

dans les fécès.  

 

Bien que les entérocytes soient responsables de l’absorption des composés, ils sont 

également impliqués dans le métabolisme. La présence de CYP450 dans ces entérocytes permet 

le métabolisme de phase I [65–67]. De plus, des clivages peuvent également avoir lieu dans ces 

entérocytes, par les glucosidases et sulfatases. Une fois transformés, les composés rejoignent 

soit le niveau apical, soit le niveau basal, ou ils seront transportés par la veine porte pour 

rejoindre le foie [58].  

Au niveau du côlon, les molécules pourront également être métabolisées par le microbiote 

intestinal qui représente en moyenne 2 kg chez l’Homme. 

 

1.4 Le microbiote intestinal  

 

Le microbiote intestinal désigne l’ensemble des microorganismes qui vivent en 

symbiose, ou non, dans le TD. Il est présent dès la naissance par transmission du microbiote 

cutané et/ou vaginal de la mère [69]. Cet écosystème est composé de champignons, archées et 

virus, mais surtout de bactéries dont les familles majoritaires sont les Firmicutes et les 

Bacteroïdetes. Chez l’homme, il a été mis en évidence que le TD possède de 1012 à 1014 

microorganismes. Tout au long du TD, l’environnement (oxygène et pH principalement) va 

déterminer la composition du microbiote. De plus, le microbiote est fortement influencé par 
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l’alimentation. Par conséquent, il existe une forte variabilité inter-individu et ainsi, chez 

l’Homme, chaque individu possède un microbiote qui lui est propre.  

 

Ce microbiote est fortement impliqué dans la digestion, en assurant l’hydrolyse de 

l’amidon, de la cellulose et des polysaccharides par exemple. Il est également étroitement lié à 

l’immunité. En conséquence, une dysbiose intestinale, c’est-à-dire une altération quantitative 

et/ou qualitative dans les différentes familles de bactéries, comme par exemple une diminution 

du rapport Bacteroîdetes / Firmicutes, peut entraîner des troubles métaboliques à l’origine de 

nombreuses maladies digestives, comme la maladie de Crohn ou les colopathies 

fonctionnelles [69]. Enfin, ce microbiote intestinal est impliqué dans l’absorption des 

xénobiotiques, généralement en clivant les molécules pour faciliter leur absorption intestinale. 

 

2. Absorption et métabolisme des stilbènes 

 

Les stilbènes sont connus pour avoir une très faible biodisponibilité, c’est-à-dire qu’un 

faible pourcentage de la molécule administrée est retrouvé dans la circulation générale. Deux 

principaux mécanismes sont responsables de cette faible biodisponibilité : l’absorption 

intestinale et le métabolisme. La biodisponibilité des stilbènes dépend de plusieurs facteurs, 

propres à la molécule (nombre de groupement hydroxyle, solubilité, polymérisation, degré de 

glycosylation, etc.), à l’environnement (mode d’administration, interaction avec la matrice 

alimentaire) ou à l’individu. En effet, il existe entre les individus une grande variabilité dans 

l’expression des enzymes et transporteurs impliqués dans le métabolisme et l’absorption, ainsi 

qu’une grande variabilité de la composition du microbiote intestinal impliqué dans le 

métabolisme des composés. 

 

Ce paragraphe expose les mécanismes d’absorption et de métabolisme des stilbènes, en 

s’appuyant sur les études réalisées in vitro sur les enzymes, substrats et transporteurs impliqués 

dans ces mécanismes. 

 

2.1 Absorption et métabolisme intestinaux des stilbènes 

 

Les résultats décrits dans ce paragraphe concernent majoritairement le resvératrol. Les 

travaux concernant l’ε-viniférine seront quant à eux détaillés dans le paragraphe suivant.  

La majorité des études in vitro visant à caractériser l’absorption des stilbènes au travers 

de la barrière intestinale ont été réalisées en utilisant la lignée cellulaire Caco-2. Cette lignée, 

issue d’un adénocarcinome colique humain, s’organise en une monocouche présentant les 

caractéristiques de l’épithélium intestinal. Les cellules Caco-2 cultivées à confluence ont la 

capacité de se différencier en entérocytes et de se polariser pour présenter un pôle apical (lumen) 

et un pôle basolatéral (circulation sanguine). Cette lignée est donc idéale pour étudier le passage 

transcellulaire dans le sens apico-basal ou le sens baso-apical et également les systèmes de 

transport impliqués au niveau des membranes. Dans ces études, les cellules Caco-2 sont 

cultivées sur des inserts comme schématisé en Figure 8.   
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Figure 8. Différenciation de la lignée cellulaire Caco-2. Ces cellules se différencient et se polarisent, présentant 

un pôle apical et baso-latérale. modifié de Léa Tor [70] 

 

L’utilisation de la lignée cellulaire Caco-2 au laboratoire a permis de mettre en évidence 

les mécanismes d’absorption mais également de métabolisme du resvératrol et du picéide, un 

glucoside du resvératrol. Ainsi, Henry et al. (2005), ont montré une accumulation intra-

cellulaire de resvératrol quatre fois plus importante en comparaison au picéide [71]. 

L’inhibition de la phosphorylation de l’ATP (et donc des transporteurs membranaires actifs) a 

permis de constater que le resvératrol entrait dans la cellule de manière passive, contrairement 

au picéide qui utilise un transport actif. Enfin, l’utilisation d’inhibiteur de SGLT1 a montré que 

ce transporteur était impliqué dans le passage de la membrane apicale de l’entérocyte.  

 

Henry et al. (2005) ont également mis en évidence un efflux très rapide de ces deux 

composés. L’utilisation d’inhibiteur de transporteurs membranaires a permis d’étudier les 

protéines impliquées l’efflux des composés. Ainsi, l’inhibition de MRP2, qui a entraîné une 

accumulation des deux composés à l’intérieur des cellules, témoigne de l’implication de cette 

protéine transmembranaire dans l’efflux apical [71]. Enfin, une exposition des cellules au 

picéide a entraîné une déglycosylation de la molécule et un passage au niveau baso-latéral de 

la forme aglycone, le resvératrol. Cette déglycosylation fait intervenir les enzymes Lactase 

Phlorizin Hydrolase (LPH) à la surface des entérocytes et Cytosolic-ß-Glucosidase (CBG) en 

intracellulaire[72].  

 

Henry-Vitrac et al. (2006) [72], ont montré une glucuronidation et une sulfatation du 

resvératrol dans les cellules Caco-2. Ce métabolisme a également été mis en évidence par 

d’autres équipes [57,73]. La glucuronidation du resvératrol se ferait préférentiellement en 

position 3[74]. Kaldas et al. (2010), ont montré une sulfatation du resvératrol, ainsi qu’un efflux 

baso-latéral via le transporteur apical MRP2 [75]. L’utilisation des cellules Caco-2 a donc 

permis de mettre en évidence plusieurs mécanismes relatifs à l’absorption et au métabolisme 

du resvératrol et du picéide, schématisé en Figure 9.  
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Figure 9. Mécanismes impliqués dans l’absorption et le métabolisme du resvératrol et du picéide dans les 

entérocytes. Différentes protéines transmembranaires sont impliquées dans l’absorption des composés depuis la 

lumière du tube digestif. Au sein même des entérocytes, les composés peuvent subir un métabolisme. Rsv : 

resvératrol et Pc : picéide 

 

Ce métabolisme intestinal, mis en évidence sur cellules, a également été démontré en 

utilisant des fractions microsomales ou après perfusions intestinales [74,76] chez le rat. Après 

l’étude in vitro sur des microsomes issus de différentes sections du TD d’humains, Sabolovic 

et al. (2006), ont montré une forte variabilité inter-individu dans le métabolisme du resvératrol, 

et également une variabilité selon les différentes sections étudiées [74]. Cette équipe a montré 

l’implication de plusieurs isoformes des UGT dans la glucuronidation chez l’homme : 

UGT1A1, 1A6, 1A8, 1A9 et 1A10 [74].  

 

La lignée cellulaire Caco-2 a également été utilisée pour l’étude d’autres stilbènes. Liu 

et al. (2019), et Sun et al. (2015), ont mis en évidence l’accumulation intracellulaire du 

ptérostilbène et son transport transcellulaire [77,78]. Jarasova et al. (2020),ont mis en évidence 

la glucuronidation du dihydroresvératrol (un métabolite du resvératrol issu du métabolisme du 

microbiote) [79]. L’oxyresvératrol a également été l’objet d’une étude, et il a été démontré que 

les transporteurs Pgp et MRP étaient impliqués dans son efflux [80,81]. Des stilbènes de plus 

grand poids moléculaire et de plus grand degré de polymérisation ont également été détectés 

dans ou à la surface des cellules Caco-2, comme l’ε-viniférine (dimère) ou l’hopéaphénol 

(tétramère) [82]. 
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2.2 Métabolisme hépatique des stilbènes 

 

Après passage au travers des entérocytes, les stilbènes, métabolisés ou non, gagnent le 

foie. Plusieurs équipes ont mis en évidence un métabolisme hépatique de ces molécules. Ces 

études peuvent se réaliser in vitro, selon quatre méthodes : 

- la culture de lignées cellulaires hépatocytaires, comme la lignée HepG2 (homme) ou AML-

12 (souris), qui disposent de tout le matériel enzymatique nécessaire au métabolisme ; 

- les fractions hépatiques de type S9, qui sont un surnageant d’homogénat intracellulaire de 

foie et contiennent les enzymes et substrats du métabolisme ; 

- les microsomes hépatiques ; qui sont une fraction de réticulum endoplasmique de cellules 

hépatiques ; 

- les enzymes et leurs substrats isolés. 

 

Le métabolisme in vitro du resvératrol a été démontré dès les années 2000, avec une 

sulfatation de ce composé par des microsomes de foie humain [83] ainsi qu’une 

glucuronidation, qui se fait préférentiellement en position 3 [84]. Cette glucuronidation régio-

sélective fait intervenir plusieurs isoformes de l’enzyme UGT (1A1, 1A7, 1A9, 1A10 et 1A6 

qui est lui uniquement pour la forme -cis) [84]. En 2010, Brill et al., ont confirmé l’implication 

de l’UGT-1A1 pour la glucuronidation en 3, et ont mis en évidence l’implication de l’UGT1A4 

pour la glucuronidation en position 4’. En utilisant également des fractions intestinales, les 

auteurs ont montré que la glucuronidation du resvératrol était dix fois plus élevée après 

utilisation de microsomes humains intestinaux qu’hépatiques [85]. Enfin, l’enzyme CYP1A2 

engendre la formation de tétrahydroxystilbène lorsque le resvératrol est au contact de 

microsomes de foie humain [86]. 

De plus, l’utilisation de microsomes a permis de mettre en évidence les variabilités inter-

espèce de la glucuronidation du resvératrol : pour la souris et le rat, la glucuronidation se fait 

presque exclusivement en position 3, à la différence de l’homme et du chien où le resvératrol 

est également glucuronidé de façon significative en position 4’ (Figure 10) [87]. Dans cette 

étude de Maier-Salamon et al. (2011), l’augmentation de la dose de resvératrol administrée a 

entraîné une diminution de son métabolisme relatif chez l’homme et le chien, suggérant que 

seuls le rat et la souris avaient des mécanismes d’auto-activation de la glucuronidation [87]. Le 

métabolisme du resvératrol a également été démontré in vitro sur la lignée cellulaire HepG2 

[88], et plus récemment encore sur une autre lignée hépatocytaire AML-12 [89]. 
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Figure 10. Glucuronidation en 3 (R3G) et 4’ (R4’G) du resvératrol à 100 ou 1000 µM sur microsomes de 

différentes espèces 

selon Maier-Salomon et al. (2011) [87] 

L’utilisation de microsomes hépatiques a permis de mettre en évidence le métabolisme 

d’autres stilbènes, comme la glucuronidation du picéide [91] (2 isoformes de glucuronide), la 

glucuronidation du picéatannol [92] (3 isoformes de glucuronide) ou encore la sulfatation du 

picéatannol (deux monosulfates et un disulfate) [93]. Des réactions de méthylation ont 

également été observées en utilisant des cytosols de foie d’humain : ainsi, le picéatannol subit 

une méthylation et forme alors de la rhapontigénine et de l’isorhapontigénine impliquant 

l’enzyme catéchol-O-méthyltransférase [94].  

 

2.3 Les interactions avec le microbiote intestinal 

 

Les stilbènes étant faiblement absorbés au niveau de la barrière intestinale, ils peuvent 

atteindre le colon, où se situe la plus grande population du microbiote intestinal, du fait du faible 

niveau d’oxygénation notamment [95].  

A l’instar des polyphénols [96,97], le resvératrol a montré des propriétés biologiques 

intéressantes dans le maintien du microbiote intestinal. En effet, le resvératrol entraîne par 

exemple une diminution de la croissance cellulaire des entérobactéries [98]. Il diminue 

également la croissance d’Enterococcus faecalis (Firmicute), augmentant le rapport 

Bacteroïdetes / Firmicutes, luttant ainsi contre la dysbiose induite par un régime riche en 

graisses [99]. 

Les espèces qui constituent le microbiote intestinal ont également un impact 

métabolique sur les polyphénols et donc les stilbènes, grâce aux enzymes qu’elles produisent. 

Ce métabolisme implique notamment le clivage des liaisons glycosidiques [96], mais il a 

également été rapporté des activités d’estérification, de déméthylation, de dé-hydroxylation et 

de décarboxylation [95]. Après des expériences de fermentation in vitro, Bode et al. (2013), ont 

mis en évidence que la formation de dihydro-stilbènes était associée aux bactéries Slackia 

equolifaciens et Adlercreutzia equolifaciens [100]. Dans cette même étude, ils ont administré 

du resvératrol (500 µg/kg pc) à l’homme, et ont décelé dans les urines du dihydro-resvératrol, 

mais également du di-hydroxy-trans-resvératrol et dihydroxybibenzyl (appelé 

lunularine) [100].  
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Ainsi, les réactions du métabolisme de phase I, de phase II et du métabolisme issu de 

microbiote peuvent entraîner la formation de nombreux métabolites, allant jusqu’à produire une 

quinzaine de métabolites différents pour le resvératrol [101–104]. 

 

2.4 Transport et distribution des stilbènes 

 

Une fois dans le foie, les molécules, natives ou métabolisées, atteignent la circulation 

systémique où elles pourront être distribuées dans différents tissus et éliminées par le système 

urinaire. Dans le plasma, il a été démontré que le resvératrol se liait aux protéines plasmatiques 

comme l’albumine sanguine (serum albumin) afin de circuler pour atteindre les tissus 

cibles [89,105]. L’administration par voie intraveineuse de resvératrol préalablement lié à 

l’albumine semble augmenter la concentration plasmatique de ce stilbène [106], montrant ainsi 

que ce complexe n’accède pas aux tissus et entraîne par conséquent la diminution des 

concentrations tissulaires de la molécule. 

 

 

3. Pharmacocinétique et biodistribution des stilbènes 

 

De nombreuses études, notamment chez les rongeurs mais également des études 

cliniques chez l’Homme, ont visé à étudier la biodisponibilité des stilbènes. Les résultats 

peuvent varier d’une étude à l’autre, et dépendent de l’espèce, du mode d’administration (intra-

péritonéal, intra-veineux, voie orale), de la dose administrée, de l’état de jeûne des individus, 

de la répétition de l’administration, etc. De plus, la méthode de quantification des composés et 

leurs métabolites dans le plasma (et plus généralement dans les tissus) a également un impact 

sur les résultats des dosages. En effet, la quantification des métabolites glucuronidés est réalisée 

de différentes façons selon les études : en se basant sur une courbe d’étalonnage de la forme 

aglycone, par utilisation de glucuronidase pour doser la forme aglycone après hydrolyse, ou en 

se basant sur la courbe d’étalonnage du métabolite lui-même. Dans ce dernier cas, il faut alors 

que le métabolite soit commercialisé ou fabriqué en laboratoire.  

 

3.1 Généralités sur la pharmacocinétique 

 

La revue récente de El Khawand et al. (2018), fait état des études pharmacocinétiques 

des stilbènes, en dehors du resvératrol déjà largement étudié [33]. Certains auteurs ont calculé 

la biodisponibilité des composés, en comparant leurs concentrations plasmatiques après 

administration par voie intraveineuse et orale. Au-delà de la biodisponibilité, d’autres 

paramètres pharmacocinétiques permettent de comprendre le devenir d’une molécule après 

administration. Parmi les paramètres les plus étudiés, on retrouve : 

- le Cmax, qui est la concentration plasmatique maximale de la molécule ; 

- le Tmax, qui est le temps que met la molécule à atteindre sa concentration plasmatique 

maximale ; 

- le T1/2, ou temps de demi-vie, qui est le temps nécessaire à ce que la concentration plasmatique 

de la molécule diminue de moitié ; 
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- le Vd, ou volume apparent de distribution, qui représente le volume fictif dans lequel se 

distribue une quantité de la molécule pour être en équilibre avec la concentration plasmatique ; 

- la Cl, ou clairance, qui représente un volume de sang totalement épuré du composé par unité 

de temps ; 

- le lambda Z, ou encore la constante d’élimination, qui représente le temps nécessaire à 

l’organisme pour éliminer la molécule ; 

- le MRT, ou temps de résidence moyen, qui représente le temps d’exposition de l’organisme à 

la molécule ; 

- les AUC, ou aires sous la courbe, qui représentent l’intégrale de la concentration plasmatique 

sur un intervalle de temps défini (de 0 à l’infini pour AUC0-∞, de 0 à la dernière mesure réalisée 

pour AUC0-t). 

 

3.2 Etudes pré-cliniques de pharmacocinétique des stilbènes 

 

Plusieurs études pharmacocinétiques ont été réalisées chez l’animal après différents 

modes d’administration. Concernant le resvératrol, de nombreuses revues scientifiques 

résument les données bibliographiques de biodisponibilité, de paramètres pharmacocinétiques 

et de distribution tissulaire de cette molécule [107–109]. La publication scientifique la plus citée 

à ce jour (plus de 1260 citations) est celle de Walle et al. (2004). Cette équipe a administré du 

resvératrol marqué au carbone 14 chez six humains, par voie orale et intra-veineuse, et a mis en 

évidence une forte sulfatation et une glucuronidation du resvératrol, ainsi qu’une 

biodisponibilité du resvératrol qui est nulle [110]. 

Concernant les autres stilbènes, la plupart des études étant réalisées chez l’animal, nous 

avons choisi de présenter un résumé des études pré-cliniques chez le rat. Dans le tableau ci-

après (tableau 4) sont répertoriées les études réalisées chez le rat après administration par voie 

orale de stilbènes, d’après la revue de El Khawand et al. (2018) [33] et complété par les études 

récentes. 
Tableau 4. Paramètres pharmacocinétiques des stilbènes après administration orale chez le rat. D’après 

El Khawand et al. (2018) [33] DSF = trans-2,6-difluoro-4′-(N,N-dimethylamino)stilbene 

Molécule Dose 

(mg/kg) 

Cmax 

(nmol/mL) 

Tmax 

(min) 

Métabolites Référence 

Picéatannol 22 

44 

87 

3,3 

7,5 

8,1 

15 

15 

15 

- 3 méthyl-monoglucuronidés 

-1 méthyl-monosulfate 

- isorhapontigenin 

- rhapontigenin 

[111] 

Gnétol 100 - 15 -1 glucuronide [112] 

Oxyresvératrol 180 

24 

49 

98 

100 

2,7 

1,1 

3,1 

8,6 

4,0 

10 

15-240 

15-60 

15-90 

120 

 

- glucuronides 

[113] 

[114] 

[115] 

Pinosylvine 50 0,1 -  [116] 

Pinostilbène 50 0,4 15-240   [117] 
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Pterostilbène 10 

56 

168 

15 

30 

60 

23 

0,5 

11,0 

30,7 

1,6 

4,0 

6,4 

1,5 

60-120 

120 

240 

90-300 

120-240 

120-720 

120 

 

-1 glucuronide 

 

-1 glucuronide 

-1 sulfate 

[118] 

[119] 

[120] 

[121] 

Picéide 50 

50 

100 

300 

0,9 

2,7 

3,3 

7,2 

100 

20 

20 

30 

 

-resvératrol 

-resvératrol-glucuronide 

-picéide-glucuronide 

[122] 

[123] 

δ-viniférine 70 0,9 100 -glucuronides 

-sulfates 

[124] 

Acide 

Cajaninstilbène 

10 1,3 68  [125] 

DFS 10 1,2 30-120 -dé-méthylation 

-oxidation 

-défluorination 

-isomérisation 

[126] 

Désoxyrhapontigénin 10 

50 

1,3 

12,6 

60 

60 

 [127] 

D’après les données présentées dans ce tableau, il semblerait que les stilbènes subissent 

bien une forte glucuronidation et sulfatation. La concentration plasmatique, qui varie selon la 

molécule et la dose administrée, atteint sa valeur maximale entre 15 et 720 minutes après 

administration. Parmi les monomères, il semblerait que le ptérostilbène soit le stilbène retrouvé 

en plus grande concentration dans le plasma après administration orale. 

 

Les analyses des tissus après administration des stilbènes chez l’animal permettent 

d’apprécier la biodistribution des composés, autrement dit de déterminer les organes qui 

semblent accumuler le composé ou ses métabolites. Ainsi, Vitrac et al., ont mis en évidence en 

2003 la distribution du resvératrol chez la souris après administration orale du resvératrol 

marqué au carbone 14. Après 1h30, le composé et/ou ses métabolites (mesure de radioactivité) 

s’accumulai(en)t dans le duodénum, le foie, les reins puis le colon. Les analyses 3 h après 

administration révèlent la présence de radioactivité également dans la rate, le cerveau et les 

testicules [128]. La biodistribution du resvératrol a également été démontrée chez le rat, après 

administration de la molécule pure ou d’un extrait. En effet, après administration d’un extrait 

de Polygonum cuspidatum contenant du resvératrol, celui-ci a été retrouvé dans l’estomac 

principalement, suivi de l’intestin, mais également dans les poumons, la rate et le cœur. 

L’analyse des métabolites après administration orale de cet extrait a montré une accumulation 

des formes glucuronidées dans le sang, le foie, les poumons et les reins [129,130]. En revanche, 

une autre étude sur rat a montré que bien que les glucuronides soient majoritaires après 

administration orale du resvératrol, c’est la forme aglycone qui était retrouvée majoritairement 

après 18 h dans le foie, les poumons, les reins et le cœur [131]. Le resvératrol a été retrouvé 

également dans la lymphe de porc [104] ou le thymus de souris [132], montrant ainsi la capacité 

du composé à rejoindre la circulation lymphatique. Enfin, des études chez le rat et le porc ont 

montré l’accumulation des métabolites (glucuronidés, sulfatés et issus du métabolisme du 

microbiote) dans les tissus adipeux [104,133]. L’élimination du resvératrol par les intestins a 
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également été confirmée, en dosant le resvératrol marqué au H3 dans les fécès [134]. Chez 

l’homme, les formes glucuronidées du resvératrol ont par ailleurs été retrouvées dans le tissu 

prostatique [135]. 

 

Concernant les autres stilbènes, peu d’études concernant leur distribution tissulaire ont 

été publiées à ce jour. Le ptérostilbène a été dosé dans les tissus de rats et de souris après 

administration orale. Chez le rat, ce sont les métabolites sulfatés qui sont majoritaires, et qui 

atteignent 208 nmol/g de tissu dans le foie, 2 heures après administration de 20 mg/kg pc de la 

molécule. Dans cette étude, des traces de métabolites glucuronidés ont également été retrouvées 

dans le foie ; en revanche, c’est la molécule non métabolisée qui était majoritaire dans le 

cerveau [121]. La forme native a également été mesurée dans l’estomac, les reins, le foie, les 

intestins et les testicules chez la souris [136]. Enfin, le picéide, monomère glycosidé du 

resvératrol, a également été administré et retrouvé de manière remarquable dans les ovaires et 

l’utérus, sous sa forme native, et également sous forme de resvératrol et de resvératrol 

glucuronidé [137].  

 

Ces études permettent dans un premier temps de mettre en lumière la grande variabilité 

dans le métabolisme des stilbènes, qui peut être inter-individu, inter-sexe, dose-dépendante et 

organe-dépendant. Dans un second temps, les données de biodistribution soulignent 

l’importante accumulation de formes natives et métabolisées dans les organes centraux de la 

digestion et du métabolisme (intestin, estomac, foie) mais, plus étonnamment encore, dans des 

tissus périphériques tels que les muscles squelettiques ou tissus adipeux, ou encore dans le 

système lymphatique et le cerveau.  

 

4. L’ε-viniférine et son métabolisme 

 

L’état de l’art des études in vitro et in vivo concernant l’absorption et le métabolisme de 

l’ε-viniférine est détaillée dans la revue scientifique In the shadow of resveratrol: biological 

activities of epsilon-viniferin, soumis au Journal of Physiology and Biochemistry (Springer) 

(page 35), acceptée avec révisions mineures en octobre 2021. 

 

4.1 Les études in vitro sur l’absorption et le métabolisme 

 

Les études in vitro concernant l’absorption et le métabolisme de l’ε-viniférine sont peu 

nombreuses. En 2015, Willenberg et al., ont étudié l’absorption de l’ε-viniférine en utilisant la 

lignée cellulaire Caco-2 [138]. Contrairement au resvératrol, l’ε-viniférine ne passe pas la 

monocouche de cellules Caco-2, et n’est pas détectée dans au niveau basal après une application 

au niveau apical. Les auteurs ont calculé que seulement 16% d’ε-viniférine sont retrouvés dans 

ou à la surface des cellules. Concernant l’absence de métabolisme, les auteurs suggèrent que 

l’ε-viniférine n’est pas un substrat pour les enzymes de phase II se trouvant dans cette lignée 

[138]. Cette très faible absorption de l’ε-viniférine dans le modèle cellulaire Caco-2 est 

confirmée par Calvo-Castro et al., en 2018, qui calculent une perméabilité transmembranaire 

très faible du composé [139].  
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Concernant le métabolisme de ce dimère, Courtois et al. (2017), ont produit les 

métabolites glucuronidés et sulfatés de l’ε-viniférine par hémisynthèse au sein du 

laboratoire [140]. Dans ces réactions, le groupement glucuronide ou sulfate est ajouté à une 

molécule d’ε-viniférine. Les produits des deux réactions d’hémisynthèse contiennent alors 

chacun 4 isoformes, qui sont ensuite séparés par des techniques de chromatographie comme la 

chromatographie liquide à haute performance (HPLC) semi-préparative et dont la structure a 

été identifiée par RMN du proton (Figure 11). 

 

 
 

Figure 11. Structure des 4 métabolites glucuronidés et des 4 métabolites sulfatés de l’ε-viniférine [145] 

 

Certains de ces métabolites avaient par ailleurs été observés par Willenberg et ses 

collaborateurs [141]. En effet, ils avaient mis en évidence une forte glucuronidation de l’ε-

viniférine de 85% et 56% en utilisant des microsomes de rat et d’humain, respectivement.  

 

Au laboratoire en 2017, l’utilisation de fractions hépatiques de rat et d’humain, ainsi 

que des substrats nécessaires à la glucuronidation et la sulfatation (UDP-glucuronic acid, 

UDPGA et 3'-Phosphoadénosine 5'-phosphosulfate, PAPS), a permis l’identification des 4 

isoformes de viniférine-glucuronide et de viniférine-sulfate [140]. Les réactions sont 

schématisées en Figure 12. 
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Figure 12. Réactions de glucuronidation et de sulfatation de l’ε-viniférine 

UDP : Uridine 5'-diphosphate, UDP-GT : UDP-glucuronosyl-transférase ; PAPS : 3'-phosphoadénosine 5'-

phosphosulfate ; PAP : 3'-phosphoadénosine 5'-phosphate. Un seul isomère est représenté pour les deux 

réactions (en R2). 

 

L’utilisation de ces fractions hépatiques a permis de mettre en évidence des variabilités 

inter-espèce, et notamment la prépondérance de la glucuronidation chez le rat, à la différence 

des fractions humaines, ces dernières produisant également des sulfates de manière 

conséquente [140].  
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4.2 Les études pharmacocinétiques de l’ε-viniférine chez l’animal 

 

A ce jour et à notre connaissance, il n’existe que quatre études disponibles dans la 

littérature qui mesurent l’ε-viniférine dans le plasma d’animaux après administration. 

 

La première a été publiée en 2017 par Kim et al. Dans cette étude, les auteurs ont 

administré de l’ε-viniférine par voie intraveineuse (IV), intra-péritonéale (IP) et orale, à des 

concentrations de 2,5, 5 et 10 mg/kg de poids corporel (pc) pour les deux premières voies, et 

10 et 40 mg/kg pc pour la voie orale à des souris [142]. Après administration orale, l’ε-viniférine 

atteint sa concentration plasmatique maximale très rapidement (au bout de 15 minutes) pour 

une valeur de 42 ± 11.9 ng/mL. Cette équipe a calculé la biodisponibilité de l’ε-viniférine en se 

basant sur les concentrations plasmatiques retrouvées après administration intraveineuse, et 

l’ont évaluée à 0.771%. Les auteurs justifient cette très faible biodisponibilité par une faible 

absorption mais également potentiellement un fort métabolisme, qui n’a pas été étudié dans ce 

contexte [142]. 

 

En 2018, au laboratoire, Courtois et al., ont réalisé une étude in vivo après administration 

IP de 50 mg/kg pc d’ε-viniférine [143]. Ils ont quantifié grâce à l’analyse en chromatographie 

liquide à ultra-haute performance (UPLC) couplée à un spectromètre de masse (MS) les 

métabolites glucuronidés et sulfatés du composé. En sacrifiant les animaux à différents temps, 

ils ont étudié l’évolution plasmatique mais également tissulaire des concentrations de la forme 

native et de ses métabolites. Les principaux résultats de cette étude sont présentés en Figure 13. 

Ces travaux démontrent pour la première fois le métabolisme in vivo de l’ε-viniférine. En effet, 

une forte glucuronidation apparait 1 heure après administration (pour une Cmax de 8,20 

nmol/mL) ainsi qu’une faible sulfatation (0,38 nmol/mL). Concernant la distribution tissulaire, 

les formes glucuronidées sont très largement présentes dans le foie. On retrouve dans les reins 

une majorité de formes natives, ce qui est en accord avec la fonction excrétoire de cet organe.  

Enfin, et de façon plus étonnante, la forme native est majoritaire dans les tissus adipeux bruns 

(intra-scapulaire) et blancs (épididymaire et rétro-péritonéal).  

 

Cette étude de Courtois et al., met pour la première fois en évidence le métabolisme de 

l’ε-viniférine chez le rat, et principalement sa glucuronidation [143]. Cette forte 

glucuronidation a également été observée dans une autre étude chez le rat, au niveau du foie et 

du plasma, trois heures après le sacrifice d’animaux ayant reçu quotidiennement une dose orale 

de 252 mg/kg pc d’ε-viniférine (dans des extraits de Vitis Vinifera contenant également du 

resvératrol et de la vitisine B), venant confirmer le fort métabolisme de ce composé [144].  

 

Enfin, Caillaud et al. (2019), ont détecté des traces de la molécule aglycone dans le 

cerveau de souris souffrant de la maladie d’Alzheimer sans pouvoir la quantifier, après 

administration IP de 10 mg/kg pc d’ε-viniférine. Ces travaux suggèrent alors le passage de ce 

composé à travers la barrière hémato-encéphalique [145]. 
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Figure 13. Évolution dans le temps des concentrations plasmatiques et tissulaires de l’ε-viniférine et ses 

métabolites glucurono- et sulfo-conjugués après administration intra-péritonéale de 50 mg/kg pc d’ε-viniférine 

chez le rat. Plasma : nmol/mL équivalent ε-viniférine, tissu : nmol/g équivalent ε-viniférine. D’après Courtois et 

al., 2018 [143] 

 

Les stilbènes sont des composés faiblement absorbés et largement métabolisés au sein 

de l’organisme. De ce fait, de nombreuses études visent à encapsuler ces composés, pour 

potentiellement améliorer leurs paramètres pharmacocinétiques in vivo.  
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Chapitre 3. Activités biologiques de l’ε-viniférine 
 

1. Revue scientifique sur les propriétés biologiques de l’ε-viniférine 

 

Le resvératrol a été largement étudié ces dernières années pour ses propriétés 

biologiques. Plusieurs revues font l’état de l’avancée des travaux concernant ce 

monomère [107,146–148]. Par ailleurs, d’autres stilbènes attirent l’attention des chercheurs, 

comme le ptérostilbène, l’hydroxypterostilbène [146] ou le picéatannol [149–151] par exemple. 

Concernant les dimères du resvératrol, les études sont moins nombreuses. La seule revue 

scientifique à notre connaissance concernant l’ε-viniférine est celle de Medrano-Padial et al., 

2021 [152]. Cette revue fait l’état de l’art des études de cytotoxicité sur modèless cellulaire de 

l’ε-viniférine, du picéatannol et du ptérostilbène, montrant ainsi les potentielles propriétés anti-

cancéreuses de l’ε-viniférine [152]. Cependant, l’ε-viniférine a également été étudiée pour 

d’autres activités biologiques et a fait l’objet de nombreuses publications scientifiques. 

La synthèse des publications scientifiques relevant des activités biologiques de l’ε-

viniférine a fait l’objet d’une revue scientifique récemment acceptée avec révisions mineures 

au Journal of Physiology and Biochemistry et présentée en page 35. Ce dimère du resvératrol a 

fait l’objet de travaux in vitro et in vivo qui ont permis de mettre en évidence des propriétés vis-

à-vis de pathologies telles que le cancer, les troubles vasculaires, l’obésité et la 

neurodégénérescence comme le montre la Figure 14. Toutes ses propriétés biologiques sont 

étroitement liées aux activités antioxydantes et anti-inflammatoires de l’ε-viniférine.  

 

 
Figure 14. Vue d’ensemble des propriétés biologiques de l’ε-viniférine 

Dans le cadre de ces travaux de thèse, des expériences ont été réalisées sur 

l’inflammation dans des macrophages et l’accumulation de lipides dans des hépatocytes. Ces 

deux processus étant liés aux maladies du foie gras (NAFLD) et ses complications, la partie 2 

de ce chapitre vise à résumer les principaux mécanismes impliqués dans la NAFLD et les 

propriétés biologiques des stilbènes dans cette pathologie. 
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Abstract 

 

Stilbenes are secondary metabolites belonging to the polyphenol family. Those compounds are derived from the 

glycosylation, prenylation, methoxylation, hydroxylation or also oligomerization of the well-known trans-

resveratrol. One of them, trans-epsilon-viniferin (ε-viniferin) is a trans-resveratrol dimer that arouses the interest 

of researchers in the field of human health. The biosynthesis of this molecule in various plant species, particularly 

high in the Vitaceae family, explains its presence in some red wines, which represent the main source of ε-viniferin 

in the human diet. Although bioavailability studies have shown poor absorption and high metabolism of this 

stilbene, multiple studies demonstrated its biological properties. The ε-viniferin exhibits strong activities against 

inflammatory and oxidative stress. Moreover, various studies have reported great activity of this compound in a 

wide range of disorders and diseases, such as cancer, obesity and its associated disorders, but also in vascular 

diseases and neurodegeneration, for which the pathophysiology is closely related to the state of oxidation and 

inflammation. This review provides a state of art of the main activities of ε-viniferin demonstrated in vitro and in 

vivo, highlighting that this resveratrol dimer could be a promising candidate for future functional foods or 

supplement foods used for the management of many chronic diseases of concern in terms of public health. 

 

Key Points: 

ε-Viniferin is a stilbene present in red wine. 

ε-Viniferin has anti-inflammatory and antioxidant activities. 

ε-Viniferin could be of interest for human health. 

 

Keywords:  

ε-viniferin, resveratrol dimer, bioavailability, biological activities  



 

 

 

1. Introduction 

 

Polyphenols are the most abundant secondary metabolites widely dispersed throughout the plant kingdom. As 

other classes of polyphenols (phenolic acid and flavonoids), the stilbenes family initially derived from the general 

phenylpropanoid pathway, but their synthesis depends on the stilbene synthase activity which is a pivotal enzyme 

for their biosynthesis. Their general structures present a C6-C2-C6 backbone with two aromatic rings linked by an 

ethylene bridge. The main representative of this family is the well-known resveratrol. Apart from resveratrol, the 

other stilbenes are derived from glycosylation, prenylation, methoxylation, hydroxylation, or oligomerization of 

two to eight resveratrol units which generate around a hundred compounds (https://mib-polyphenol.eu/). In the 

plant kingdom, these compounds are produced in response to aggressive attacks by pathogens, herbivores or to 

protect themselves against UV-light damages. Moreover, several studies highlighted their involvement in the 

inhibition of bacterial or fungal growth. Their biological role seems therefore to be the protection of the plants 

which can synthesize them, and such compounds are classified as phytoalexins. These observations led to more 

and more research efforts to use stilbenes as bioactive compounds for pest control, either by spraying stilbenes 

solution on plants cuticle or by stimulating their production by the plants using elicitors. Stilbenes are also 

considered as allelochemicals that can inhibit the growth of the neighbouring plants [1].  

Besides their usefulness in the plant kingdom, stilbenes, as also many others polyphenols, are implicated in various 

benefits for human health. Indeed, a huge number of studies reported their anti-inflammatory, anti-oxidant 

properties which are involved in their reported cardioprotective, anti-diabetic, anti-cancer, neuroprotective and 

anti-aging activities [2, 3]. Most of the studies were performed using stilbene monomers, resveratrol, pterostilbene, 

piceatannol as some examples, however, for about fifteen years, several studies have mentioned the potential 

benefits of oligomers. Among these compounds, ε-viniferin, which is a major representative among resveratrol 

dimers (Figure 1), is of increasing interest due to its biological activities described in more than one hundred 

scientific publications. In this review, a brief presentation of ε-viniferin following by a description of its anti-

oxidant and anti-inflammatory effects in addition to its potential beneficial effects as a cardioprotective, 

neuroprotective, anti-cancerous and anti-obesity agent will be highlighted and discussed. 

 

 

 

Figure 1. Structure of the trans-ε-viniferin. MM: 454.5 Da 

 

 



 

 

 

2. A brief overview about ε-viniferin. 

 

ε-Viniferin has been firstly discovered by Langcake & Pryce in 1977 from grapevine leaves [4]. Its induction was 

highlighted in grapevine leaves in response to ultraviolet irradiation [5]. This compound is considered the main 

biogenic precursor of the resveratrol oligomers [6]. The biosynthesis of ε-viniferin could arise from the oxidative 

cyclization of resveratrol [4, 5]. ε-Viniferin presents two stereochemical centers, at positions 7a and 8a on the 

dihydrofuran ring, allowing for four potential stereoisomers, i.e. (±)-trans-ε-viniferin and (±)-cis-ε-viniferin. The 

regioselective hemisynthesis of (±)-trans-ε-viniferin was described from biomimetic oxidation of resveratrol [6]. 

The exposition of trans-ε-viniferin to UV irradiation induces a rapid isomerization leading to the formation of the 

cis-isomer [4].  

It should be kept in mind that several studies dealing with biological activities of ε-viniferin did not always specify 

the stereoisomers they used which can lead to some ambiguity. Indeed, there is little information on the isomeric 

forms of viniferin whether it is of commercial origin or isolated by laboratories. Therefore, it can be assumed that 

most studies used (±) -trans-ε-viniferin. Another potential confusion could reside in the naming of several stilbenes 

containing the term "viniferin", because behind this generic name several compounds are hidden. Indeed, δ-, ε-, 

and ω-viniferin are resveratrol dimers, α-viniferin is a resveratrol trimer, and r2-, and r-viniferin are tetramers. 

Unless specified in the following text of this review, the term ε-viniferin will be used regardless of the chemical 

structure of the dimer. 

The presence of ε-viniferin has been highlighted in several plants. Indeed, it was reported that families such as 

Vitaceae [7–10], Dipterocarpaceae (Dryobalanops aromatic, [11]), Paeoniaceae (Paeonia suffruticosa, [12], 

Iridaceae[13], Gnetaceae [14–16], Gabaceae [17], or Cyperaceae [18, 19] produce stilbene compounds and among 

them ε-viniferin. Furthermore, ε-viniferin could be produced using cell suspension cultures of Vitis species [20]. 

In grapevine, ε-viniferin is considered as one of the main phytoalexins deriving from resveratrol [21, 22]. Even if 

it has been observed in leaves and berries [10], the woody parts are considered as the main natural sources of ε-

viniferin [7]. Recent results suggest that wild Vitis species present higher ε-viniferin content in berries [8] and 

woody parts [9] than the cultivated one V. vinifera. In diet, there are several sources of stilbenes consumption 

which are represented by red wine and grape berries for the main part, whereas other berries such as bilberries, 

blueberries, cranberries, lingonberries, mulberries and strawberries represent a minor part [23]. For ε-viniferin, the 

main dietary source is undoubtedly red wine and the highest concentrations observed were around 1 mg/L [10, 

24].  

 

3. Bioavailability and metabolism 

 

Bioavailability is the measurement of the rate and the extent of an ingested compound that reaches the systemic 

circulation and is available at the site of action. Although the study of the biological activities of stilbenes is of 

growing interest, the bibliographic data show that in general, stilbenes are poorly bioavailable. The study of 

bioavailability that also includes the biotransformation of ε-viniferin is necessary to be able to correlate these data 

with the biological activities measured in vivo. El Khawand et al., recently reviewed the bioavailability and 

pharmacokinetic parameters of stilbene monomers and oligomers structurally related to resveratrol [23]. Among 



 

 

 

the oligomeric forms of stilbenes, the absorption and metabolism of ε-viniferin and an isomer, δ-viniferin, have 

been described. 

In vivo bioavailability and distribution studies 

Three studies to date have measured ε-viniferin concentrations in the plasma of rodents in different experimental 

conditions. Kim et al., in 2017, compared the effect of increasing doses with different modes of administration in 

mice [25]. The intravenous route was used, concomitantly with intraperitoneal (2.5, 5 and 10 mg/kg bw) and oral 

(10 and 40 mg/kg bw) one, in order to calculate bioavailability by a classical determination of the area under the 

curve (AUC) ratio. Depending of the dose used, after intraperitoneal administration, the bioavailability reaches 

93.3, 86.3% and 91.9% with maximum concentrations (Cmax) at 729 ± 190, 1110 ± 121 and 1580 ± 303 ng/ml for 

2.5, 5 and 10 mg/kg of ε-viniferin, respectively [25]. The bioavailability after gavage of 10 mg/kg could not be 

calculated due to plasma concentration values under the limit of quantitation of the analytical method used. After 

oral administration of 40 mg/kg bw, they determined a maximum concentration of 42 ± 11.9 ng/ml of ε-viniferin 

and calculated a bioavailability of 0.771%. This very low oral bioavailability suggests a very low intestinal 

absorption of the ε-viniferin and/or could be also justified by a strong intestinal and/or hepatic metabolism. Indeed, 

a time-to-maximum value (Tmax) of 15 min was determined for ε-viniferin that highlights a rapid absorption. In 

this work, plasma metabolites of ε-viniferin have not been analyzed.  

A strong metabolism of ε-viniferin was demonstrated by Courtois et al. (2018), after intraperitoneal administration 

of ε-viniferin in rats (50 mg/kg bw). Indeed, these authors quantified the phase II metabolites (glucuronide and 

sulfate forms) by LC-HRMS. ε-Viniferin reached a maximum plasma concentration (Cmax) of 6.8 nmol/ml after 

an hour (Tmax). Cmax of ε-viniferin-glucuronides and viniferin-sulfates reached 8.20 and 0.38 nmol/ml (ε-viniferin 

equivalent) respectively with the same Tmax as the native form, i.e; about one hour [26].  

In this study, they also investigated the biodistribution of ε-viniferin and its metabolites in the liver, kidneys, as 

well as in brown adipose tissue (intrascapular deposit) and two intra-abdominal white adipose tissues 

(retroperitoneal and epididymal deposits). In the liver, the main organ of phase II metabolism, glucuronides forms 

are 4 times more present than the native form (58.17 nmol/g equivalent ε-viniferin versus 13.41 nmol/g ε-

viniferin). On the other hand, the sulfate forms are in lesser quantities. In contrast, ε-viniferin in its native form 

has a maximum concentration 3 to 4 times greater in the kidneys than the glucuronides forms, which might be 

explained by the elimination of the most hydrophobic form. Finally, less than 0.001% of the administered dose 

was detected in the urine collected 24 h after IP administration (ε-viniferin and its metabolites), against 9.7% in 

the feces (24h); suggesting that urinary elimination of conjugated ε-viniferin metabolites was not the main route. 

Regarding adipose tissues, interesting results showed an accumulation of the native form in epididymal and 

retroperitoneal ones, 47.78 and 48.32 nmol/g of tissue respectively, with a relatively slow elimination rate (AUC 

0-∞ > 100 nmol/g/h) compared to liver (20.70 nmol/g/h) and kidneys (17.53 nmol/g/h) [26]. As an example, the 

time for which half of the molecule is eliminated is 1.5 to 3 times greater in white adipose tissues than in the liver. 

Moreover, Medrano-Padial et al. (2021), quantified ε-viniferin and its glucuronide forms in liver and plasma after 

three daily oral administrations of stilbenes extract containing 70% of ε-viniferin (252 mg/kg bw). Three hours 

after sacrifice, the concentration of glucuronide forms of ε-viniferin is almost twice the one of ε-viniferin in the 

liver (37.9 ng/g and 19.4 ng/g for glucuronides and ε-viniferin, respectively). In plasma, mean glucuronides forms 

concentration is 0.9 ng/mL versus 1.9 ng/mL for ε-viniferin [27]. The stilbenes extract also contained 18% of 

resveratrol (64.8 mg/kg bw). Resveratrol and its metabolites are found in higher amount than ε-viniferin and its 



 

 

 

corresponding metabolites, confirming a better bioavailability of the monomer. Interestingly, ε-viniferin was also 

detected in mice brain after intraperitoneal injection of 10 mg/kg/week for three months, even if the concentrations 

found were under the limit of quantification of the analytical method used [28]. The detection of ε-viniferin in 

brain suggests its passage through the blood-brain barrier and could explain its in vivo neuroprotective activities. 

The bioavailability of an isomer of ε-viniferin, δ-viniferin, has also been studied in vivo in rats. This molecule 

differs from ε-viniferin by the position of the ethylene bridge on 2-phenylbenzofuran moiety. Liu and coworkers 

(2014) administered 10 mg/kg bw intravenously, as well as orally at 20, 40 and 80 mg/kg bw before collecting 

blood samples at different times [29]. For oral administration, the Cmax increased in a dose-dependent manner (414 

± 21, 779 ± 25 and 1406 ± 69 ng/mL for 20, 40 and 80 mg/kg bw, respectively), with the same Tmax at 45 min after 

administration). Compared with the intravenous route, δ-viniferin is eliminated more slowly after oral 

administration: T1/2 of 29.9 ± 11.1 h after oral administration of 80 mg/kg bw against T1/2 of 4.3 ± 1.3 h after 

intravenous administration of 10 mg/kg bw. In this study, metabolites of the molecule were not analyzed, while 

Mao et al (2016) used β-glucuronidase and sulfatase in order to distinguish the native δ-viniferin from its 

metabolites [30]. They administered 70 mg/kg bw of δ-viniferin orally to one group of rats, and 1.37 mg/kg 

intravenously to another group. As Liu et al., (2014) they demonstrated a slower elimination of the molecule after 

oral administration. They demonstrated a strong metabolism of δ-viniferin: 7 times more glucuronides and 1.8 

times more sulfates production, and assessed the bioavailability of this dimer at 2.3%. 

 

In vitro absorption and metabolism (biotransformation) studies 

The capacity of ε-viniferin to pass through the intestinal barrier was studied in vitro on Caco-2 cells, human 

colorectal adenocarcinoma cells, used as an in vitro model of absorption, due to its similarities to the intestinal 

epithelium. Willenberg et al. (2015) compared the absorption of ε-viniferin to the one of resveratrol [31]. Caco2 

cells were seeded in an insert system, and after the whole differentiation process, the molecules were added in the 

apical part. Unlike resveratrol, ε-viniferin was not detected in the basolateral part after exposure of the cells to 20 

μM for each molecule (until 6 hours after exposure). On the other hand, ε-viniferin but not its metabolites are 

found in the cell lysate. These results indicate that 16% of ε-viniferin was found in or on the cell surface. The 

authors suggested that ε-viniferin was not a substrate for the glucuronosyltransferases and sulfotransferases 

expressed by Caco-2 cells, which could explain the observed absence of metabolized forms [31]. Calvo-Castro et 

al. (2018), also tested the transepithelial permeability of ε-viniferin on Caco-2 cells in order to compare the 

absorption of a mixture of resveratrol and ε-viniferin (from grape vine shoots, Vineatrol®) in micellar 

solubilization or not [32]. After exposure of the cells, for 1 hour with 25 μM of ε-viniferin, they determined a very 

low transepithelial permeability of ε-viniferin (6.4 x 10-7 cm/s) and efflux of less than 0.3%, results corroborating 

with those of Willenberg et al (2015). 

In addition, Willenberg et al., measured the glucuronidation of ε-viniferin in contact with human and rat liver 

microsomes using uridine 5’-diphosphoglucuronic acid (UDPGA). For a ε-viniferin concentration of 10 μM, 

approximately 85% of the substrate was glucuronidated with the rat microsomes, against 56% with the human 

ones. Although less than resveratrol, ε-viniferin undergoes extensive metabolism upon contact with liver fraction 

[33]. Courtois et al. (2017), calculated kinetic parameters of ε-viniferin, using human and rat hepatic fractions for 

different substrate concentrations [34]. Four glucuronide forms and 4 sulfate forms were quantified. Their 

conformation (positioning of the glucuronide and sulfate groups) was identified by NMR after productions by 



 

 

 

hemisynthesis. They demonstrated a predominance of two glucuronide metabolites with one glucuronic acid 

moiety on the R2 or R3 ring in humans, and one glucuronide metabolite with one glucuronic acid moiety on the 

R2 ring in rat. Only two sulfated isomers are produced in human liver fraction with one sulfate moiety on the R2 

or R4 ring, while all 4 sulfate metabolites are present with the use of rat liver fractions (Figure 2). Calculations of 

Vmax/Km indicate a glucuronidation 7 times greater than sulfation in rats, and almost equal in humans. This study 

demonstrated the strong metabolism of ε-viniferin in glucuronides and sulfates forms via hepatic cells [34]. In 

addition, it shed light on the inter-species differences. In vitro studies of absorption on cell lines as well as 

metabolism using hepatic fractions corroborate with studies of in vivo ε-viniferin bioavailability. 

This resveratrol dimer showed very low bioavailability, which can be explained by both low intestinal absorption 

and high metabolism, especially phase II metabolism, namely glucuronidation and sulfation.  

 

 

Figure 2. Structure of the metabolites of ε-viniferin. R1, R2, R3 and R4 correspond to the position of OGlu or 

OS2O (Glu= glucuronic acid). 

 

 

 

4. Antioxidant and anti-inflammatory activities 

 

Oxidative stress and inflammation are two closely related mechanisms that are associated with the development 

of many diseases. Oxidative stress results in the imbalance between reactive oxygen species (ROS) production and 

the ability of a biological system to repair the molecular and cellular damages as well as to naturally scavenge 

ROS. 

In the cells, ROS can be naturally produced during the electron transport chain (inner the mitochondrial membrane) 

necessary for cellular respiration namely the production of ATP from O2. ROS can also be produced by 

endoplasmic reticulum enzymes or by the dihydronicotinamide-adenine dinucleotide phosphate (NAD(P)H) 

oxidase enzyme. Several external factors can be involved in ROS production, such as smoking, obesity or 

alcoholism among others. ROS generally have an unpaired electron and are therefore very reactive. The excess 

ROS causes oxidative damages to various biomolecules such as nucleic acids, amino acids, proteins and lipids. 

However, to control the level of ROS, biological systems use enzymatic and non-enzymatic antioxidant 

mechanisms that allow ROS to be inactivated. Indeed, many enzymes are involved in detoxification processes by 

neutralizing free radicals. Superoxide dismutase (SOD) regulates superoxide radical levels and the catalase (CAT) 

enables the dismutation of hydrogen peroxide into oxygen and water. Moreover, glutathione (GSH) reduces 

hydrogen peroxide, a reaction catalysed by glutathione peroxidase (GPx). This glutathione can also chelate the 



 

 

 

Cu2+ ion, thus preventing ROS production. On the other hand, the antioxidant system consists of compounds able 

to neutralize ROS and thus protecting the other molecules from oxidation. Thus, oxidative stress that occurs due 

to the imbalance between ROS production and detoxification, is involved in the acceleration of the normal cellular 

aging process, but also in the development of numerous diseases like neurodegenerative and cardiovascular 

diseases, cancers. 

Viniferin has also been the subject of some researches, summarized in table 1. ε-Viniferin would therefore have 

in vitro radical scavenging activity reducing free radicals such as ABTS•+, O2•-, DPPH•, ROO• [21, 35–38]. The 

lipid peroxidation of rat liver microsomes and the degradation of 2-deoxyribose induced by hydroxyl free radical 

generated by the Fenton reaction were both inhibited by ε-viniferin, more efficiently than its monomer [39]. Privat 

et al. (2002), also measured the antioxidant capacity of ε-viniferin, and highlighted a decrease in ß-carotene 

oxidation caused by LOO• from linoleic acid degradation as well as antioxidant activity against O2
- [37]. Yin et 

al. (2017), formulated hypotheses concerning the mechanism of antioxidant activity of ε-viniferin, such as a 

cycloaddition on the double bond of phenol moieties hydroxyl groups [40]. 

Moreover, ε-viniferin has demonstrated antioxidant activities on cell models. It improves cell viability on HeLa 

and PC12 cells after cell damage caused by H2O2-induced oxidative stress and ß-amyloid peptide, respectively 

[21, 41]. On hepatocyte carcinoma cell line (HepG2), ε-viniferin incubation leads to decrease SOD gene expression 

which is involved in the cellular oxidative stress [42], and also decreases glutathione peroxidase 1 (Gpx1) and 

ROS detoxification by catalases, suggesting its antioxidant activity in 2,2'-azo bis(2-amidinopropane) (ABAP)-

induced free radicals increase in these cells [43]. ε-Viniferin down-regulates genes involved in apoptosis caused 

by oxidative stress [35, 42]. More recently, Medrano-Padial et al. (2021), showed a decrease in ROS levels and an 

increase in glutathione levels involved in ROS neutralization in HepG2 and Caco-2 cells after induction of 

oxidative stress by pre-incubation with H2O2 [44]. The radical scavenging activity as well as the down-regulation 

of oxidative stress marker genes demonstrate the strong antioxidant activity of ε-viniferin and suggest its potential 

beneficial effects in many pathologies for which oxidative stress and ROS production are involved. 



 

 

 

Table 1: Antioxidant activities of ε-viniferin (+: induction, -: inhibition, ↓: decrease, ↑: increase) 

Model Dose Effects Reference 

Electron Paramagnetic Resonance, spin 

trapping of O2
- generated by K2O 

Coupled oxidation β-carotene and linoleic 

acid 

mM range 

 

40 µM 

↓ O2•- formation (IC50 = 0.14 ± 0.02 mM) 

 

- β-carotene oxidation 39.1%  

[37] 

2-Deoxyribose assay 

Rat liver microsome 

0.1-10 µM 

0.1-10 µM 

- 2-deoxyribose degradation (IC50 = 0.17 µM) 

- lipid peroxidation induced by H2O2 

[45] 

ABTS 0-200 µM ABTS•+ radical (IC50 = 141 µM) [36] 

Chang Liver cells 0, 50, 100 µM Improve cell viability after oxidative damage induced by 

H2O2  

[41] 

HepG2 cells 80 µM ↓ lipid peroxidation level induced by H2O2 (6 h 

incubation) 

↓ SOD enzyme activity (24 h incubation) 

↑ GSH level (3 h, 6 h, 24 h incubation) 

[42] 

DPPH µM range DPPH• reduction (IC50 = 76.7 ± 0.55 µM) [46] 

ORAC 

PC12 cells 

 Protects oxidation from ROO• (IC50 = 98.7 ± 11.6 mmol 

TE/g) 

Cytotoxicity > 10 µM 

[47] 

HepG2 cells  

 

 

 

 

10-200 µg/mL 

i.e 

22 – 440 µM 

Prevent ABAP-induced ROS formation (EC50 75.74 ± 

µg/ml) 

↓ SOD gene expression 

↓ GPx1 gene expression 

↓ catalase involved in ROS detoxification  

↓ genes of oxidative stress apoptosis pathways: TIMP1, 

TIMP2, CASP8, CASP9, FADD, FAS 

[43] 

ABTS 

CUPRAC 

ORAC-FL 

 -ABTS•+ radical (10.24 ± 1.88 mmol TE/g)  

Cu2+ reducing power (4.12 ± 0.12 mmol TE/g) 

Protect oxidation from ROO• (21.85 ± 0.44 mmol TE/g) 

[38] 

Caco-2 cells  

 

HepG2 cells  

EC50, EC50/2, 

EC50/4 

↓ ROS levels (14.14 µg/mL, 24h and 8.92 µg/mL, 48h) 

↑ GSH level 

↓ ROS levels  

↑ GSH level 

[48] 



 

 

 

 

Inflammation is a natural organism response to cell and tissue damages or pathogens involving the immune system. 

Different cell types are involved in the inflammation process, already present in the infection area such as 

macrophages, mastocytes and dendritic cells (able of phagocytosis), or white blood cells recruited from the 

systemic circulation. In the infection site, recognition of infection-pathogen-associated molecular patterns 

(PAMPs) or danger-associated molecular patterns (DAMPS) by pattern recognition receptors (PRRs) of local 

sentinel cells triggers the release of chemical inflammation mediators. The mains ones are histamine (vasodilator 

released by mastocytes), prostaglandins (as prostaglandin-E2, PGE2) and different cytokines which allow the 

recruitment of immunes cells from the blood. The triggering of several important signalling pathways is through 

the recognition of cytokines like interleukins and Tumor-Necrosis-Factor-α (TNF-α) by their receptors. They can 

activate nuclear factor kappa-B (NF-κB), a major inflammatory transcription factor regulating pro-inflammatory 

cytokines productions, and mitogen-activated protein kinase (MAPK) for example [49]. Cytokines can also 

activate the expression of inducible nitric oxide synthase (iNOS) leading to nitric oxide (NO) production, a pro-

inflammatory mediator when it is over-produced [50]. 

The search for natural anti-inflammatory molecules is increasing with intending to prevent chronic and low-grade 

inflammation. ε-Viniferin has anti-inflammatory properties. It has shown in vitro activities on enzyme assays by 

slightly inhibiting the activity of cyclooxygenase 2 (COX-2) enzyme, allowing the production of prostaglandin, a 

pro-inflammation mediator [51]. This inhibition activity has also been highlighted on human monocytes cell lines 

and murine macrophages [51, 52]. On human chondrocytes and murine macrophages, ε-viniferin decreased the 

levels of PGE2 [52, 53]. Moreover, it decreases NO production after inflammation induction by 

lipopolysaccharides (LPS) on macrophages and microglial cells [54, 55]. Moreover, Kurundkar et al. (2019), 

highlighted the central role of a mitochondrial deacetylase, sirtuin 3 (SIRT3), in the inflammatory process after 

acute lung injury. They showed that ε-viniferin decreases the expression of genes involved in inflammation 

mediation through the activity of SIRT3 in macrophages isolated from mice [56] as it is listed in table 2. ε-

Viniferin has also an effect on mitochondrial respiration. By upregulating mitochondrial transcription factor A 

(TFAM), it prevents the mitochondrial reprogramming, proton leakage and decline in dioxygen consumption rate. 

The same authors performed an in vivo experiment, where they administrated by intraperitoneal route 120 mg/kg 

bw of ε-viniferin on mice before inducing acute lung injury using lipopolysaccharides (LPS). ε-Viniferin prevents 

SIRT3 expression decrease caused by LPS exposure. At the tissue level, it reduces neutrophil flux involved in 

immune response and reduces the accumulation of debris in alveolar space. Finally, ε-viniferin decreases the 

production of inflammatory cytokines listed in table 2.  

Oxidative stress resulting from over overproduction of ROS and prolonged inflammation are two biological 

processes involved in the pathogenesis of chronic diseases, cancers or neurodegenerative diseases. In addition to 

having common biomarkers, they are both closely linked; ROS, by activating inflammasome, induce pro-

inflammatory cytokines. Moreover, oxidized protein or peroxidized lipids caused by oxidative stress can become 

pro-inflammatory molecules [57, 58]. ε-Viniferin has shown antioxidant, antioxidative stress and anti-

inflammatory properties; thus, becoming an interesting candidate in maintaining the balance of these processes 

consequently in the prevention of related diseases. 

 



 

 

 

Table 2: Anti-inflammatory activities of ε-viniferin (+: induction, -: inhibition, ↓: decrease, ↑: increase) 

Model Dose Effects Reference 

Enzymatic assay 

 

100 µg/mL - COX-1 (99%)  

- COX-2 (47%) 

[59] 

Mice with acute liver injury 10 mg/kg bw, 

intraperitoneal 

↓ hepatocellular necrosis  

↓ AST activity 

↓ ALT activity 

[60] 

Human chondrocytes 100 µM ↓ PGE2 effects [53] 

LPS-activated BV2 microglia 5 µM, 10 µM ↓ NO production (IC50 = 8.6 ± 0.5 µM) [55] 

Enzymatic assay 

 

Primary human monocytes 

Up to 100 µM 

 

Up to 1 µM 

↓ Ovine Cox-1 activity (IC50 = 1.6 µM) 

↓ Human Cox-2 activity (IC50 = 11 µM) 

↓ COX2 activity (inhibition < 50%) 

[51] 

Murine macrophages 0.2, 1, 3, 10, 30 µM ↓ COX2 mRNA level 

↓ PGE2 level 

↓ NO production 

NF-kappaB transitivity 

[54] 

Mice peritoneal macrophages SIRT3 

+/+ 

 

 

 

 

 

 

Mouse with endotoxin-induced acute 

lung injury 

1 µM 

 

 

 

 

 

 

 

120 mg/kg bw, three 

times, ip 

↑ SIRT3 expression  

↓TNF-α production induced by LPS 

↓ NLRP3 expression  

↓ ATP-linked OCR decline 

↓ maximal OCR decline  

↓ OCR reserve capacity decline (OCR) 

↓ OCR proton leak increase  

↑ TFAM expression 

↓ neutrophil flux 

↓ debris in alveolar spaces 

↓ protein amounts in bronchoalveolar lavage 

Prevent reduction SIRT3 expression 

↓ TNFα and IL-6 

↓ MIP2 

↓ HMGB1 release 

↓ DAMPs accumulation 

↓ NLRP3 and IL-1β expression 

[56] 

 



 

 

 

5. Vascular functions 

 

According to the World Health Organization (WHO), the leading causes of death worldwide are represented by 

ischemic heart disease and stroke, two pathologies that involve the cardiovascular system and represent four out 

of five cardiovascular diseases. Other cardiovascular pathologies exist such as hypertension, atherosclerosis, or 

thrombosis that are also leading causes of death. Overall, WHO estimates that around 30% of the worldwide deaths 

are due to cardiovascular diseases. In the vasculature, the endothelium is located in the innermost part of blood 

vessels in direct contact with the bloodstream. This monolayer plays a crucial and active role in maintaining 

vascular homeostasis. In most of the cardiovascular diseases, the physiopathological process involves an 

endothelial dysfunction that represents the earliest change in the development of the disease. NO is a major 

vasculo-protective factor derived from the endothelium [61]. NO is produced upon the stimulation of receptors by 

their respective ligands such as acetylcholine or bradykinin or by shear stress, and derived from the conversion of 

L-arginine into L-citrulline, which is catalyzed by the endothelial nitric oxide synthase (eNOS). This vasculo-

protective factor produced by the endothelium decreases vascular tone through the stimulation of soluble guanylate 

cyclase and thus regulates blood pressure, but also could inhibit vascular smooth muscle cells proliferation and 

migration, and also could inhibit platelet aggregation. In many cardiovascular diseases, a decrease in the 

production or bioactivity of NO is often observed and represents a key event in the pathogenesis of many 

cardiovascular disorders. Inflammation and oxidative stress are two physiological processes that are closely related 

and play a central role in endothelial dysfunctions [62] 

In line with the well-documented effect of polyphenols on the vasculature function and integrity, Mi et al. (2007) 

demonstrated a relaxing effect of ε-viniferin on pre-contracted rat thoracic aorta (IC50 = 18.5 µM). From the same 

study, the authors also tested several other stilbenes and found that the relaxation induced by piceatannol, a 

resveratrol monomer, is endothelium-dependent and blunted by L-NAME, a NOS inhibitor. These results 

suggested that the effect of ε-viniferin, piceatannol and probably the other stilbenes involved, at least in part, an 

endothelium-dependent NO signaling pathway[63]. 

By using vascular smooth muscle cells, another study showed that ε-viniferin presented anti-proliferative effects 

as well as inhibition of platelet-derived growth factors-induced cell migration probably through a mechanism that 

involves induction of iNOS and production of NO associated to the inhibition of ROS formation [64]. The authors 

also demonstrated that ε-viniferin could induce the expression of heme oxygenase-1 (HO-1), a well-known 

antioxidant enzyme, through activation of the Nrf2 transcription factor pathway. The inhibition of HO-1 could 

prevent vascular muscle cells proliferation. Those results again highlight the involvement of the NO signaling 

pathway in the antiproliferative and in the inhibition of migration observed effects of ε-viniferin on vascular 

smooth muscle cells [64]. 

It has also been documented that ε-viniferin can inhibit arginase which limits L-arginine availability for NO 

production [65]. Activation of NO production by ε-viniferin is also due to eNOS phosphorylation on Ser1177 

residue [66], which can increase phosphorylated eNOS/eNOS ratio and consequently improve healing in 

endothelial cells [67]. In these endothelial cells, it has also been shown that ε-viniferin reduces ROS production 

induced by H2O2 and upregulates catalase and GPx activities, both enzymes involved in antioxidant cell activities 

[67].  



 

 

 

On the other part, blood pressure homeostasis is also controlled by vasoconstrictor agents such as endothelin 

produced by endothelial cells or by the renin-angiotensin-aldosterone system (RAAS). Located in the kidneys, this 

system produces among others angiotensin II, a potent vasoconstrictor peptide. Angiotensin II increases arterial 

blood pressure, through the stimulation of aldosterone and vasopressin secretion, tubular reabsorption of NaCl, or 

direct vasoconstriction of arterioles. Angiotensin II is derived from angiotensin I, an inactive decapeptide protein, 

and this reaction is catalyzed by the angiotensin-converting enzyme (ACE). Synthetic ACE inhibitor drugs 

currently used to control hypertension have many side effects. ε-Viniferin was shown to inhibit more than 50% of 

ACE activity and presented an even more powerful inhibitory activity than resveratrol. Nevertheless, this 

resveratrol dimer was shown to be less effective than the tetramers hopeaphenol and vitisin A. The measurement 

of docking energies suggests a link between ε-viniferin and de C-ter of ACE [68]. 

All the effects of ε-viniferin on vascular functions are resumed in table 3. Many of these effects are mediated by 

its anti-oxidant properties and also through its activities on the production of the vasodilator NO and the inhibition 

of the production of vasoconstrictor (ACE). ε-Viniferin likewise showed in vivo activity on spontaneously 

hypertensive rats by reducing their systolic blood pressure [69]. 



 

 

  

Table 3: Activities of ε-viniferin in vascular functions (+: induction, -: inhibition, ↓: decrease, ↑: increase) 

 

Model Dose Effects Reference 

VSMC from Sprague-Dawley 

rats thoracic aorta 

1-10 µM Relaxation of phenylephrine-induced contraction of aorta 

(IC50 = 18.5 ± 1 µM) 

[63] 

VSMC from Sprague-Dawley 

rats thoracic aorta 

10, 20, 30 µM ↓ VSMC number in absence of PDGF 

- anti-proliferative effect in presence of NO-synthase inhibitor 

(L-NAME) 

↑ iNOS protein level 

↓ ROS level 

+ HO-1 expression Nrf2 dependent 

+ accumulation Nrf2 ERK and p38 dependent 

[64] 

Spontaneously hypertensive 

Wistar-Kyoto rats 

VEC from porcine pulmonary 

arteries 

5 mg/kg bw, 3 

weeks 

 

10, 20, 30 µM 

↓ systolic blood pressure 

↓ cardiac mass index 

+ healing 

+ eNOS phosphorylation 

↓ ROS 

↑ catalase and GPx activities 

[70] 

In vitro ACE inhibitory activity 

Molegro Virtue Docker 

8 µM - ACE > 50% 

Correlation with C-ter of ACE: -190.4 kj/mol 

[68] 

Enzymatic assay 10-100 µM - arginase (>30% at 10 µM, >50% at 100 µM, IC50 = 27.8 µM) [65] 

HUVEC cells, endothelial cells 

from human umbilical vein 

1-50 µM - VEGF-induced VEGFR-2 phosphorylation (IC50 = 18.8 µM) 

- VEGF-induced PLCϒ1 phosphorylation 

↑ VEGF-induced akt phosphorylation 

↑ peNOS/eNOS ratio 

[67] 

VEC from porcine aorta cells 5-10 µM + cell migration into artificial wound through NO production 

(+ 200% at 10 µM) 

+ Ser1177 eNOS phosphorylation 

↑ SIRT1 and HO-1 expression 

↓ cell viability induced by H2O2 

↑ catalase protein levels 

[66] 



 

 

 

6. Obesity and related diseases 

 

According to the WHO, obesity is defined as an abnormal or excessive accumulation of fat that presents a health 

risk. Patients with a body mass index over 30 are considered obese. Obesity is a major risk factor for numerous 

chronic diseases, including cardiovascular diseases, metabolic diseases, some types of cancer, or musculoskeletal 

disorders.  

Obesity is characterized at the cellular level by an increase in the number (hyperplasia) and the size (hypertrophy) 

of adipocytes in adipose tissues. There are two classes of adipose tissues, namely the white adipose tissue (WAT) 

that accumulates circulating triglycerides in the post-prandial period and releases them by lipolysis during the 

period of fasting; and the brown adipose tissue (BAT) that oxidizes lipids with the production of heat and 

participates to the overall thermogenesis. Both adipose tissues mainly contain adipocytes, but also other cell types 

like endothelial cells and blood cells from the vascular system, macrophages from the immune system and 

fibroblasts. Excess of adipogenesis is accompanied by an infiltration of macrophages and the production of pro-

inflammatory cytokines either by adipocytes or by immune cells. This low-grade inflammation could contribute 

to the development of obesity-related diseases for which inflammation is present in their pathophysiological 

processes.  

Several authors have evaluated the biological effects of ε-viniferin on the 3T3-L1 pre-adipocyte cell line (Table 

4). When they are confluent, these cells are able to differentiate into mature adipocytes under the action of insulin, 

isobutylmethylxanthine and dexamethasone [71] and are commonly used to study the effects of drugs on the 

adipogenesis process at the cellular and molecular levels. When added during the differentiation process, ε-

viniferin decreased lipid accumulation in intracellular lipid droplets [72–74], and was more potent than resveratrol 

[72]. Indeed, resveratrol decreased lipid accumulation from a dose of 50 µM, while ε-viniferin was active from a 

dose of 25 µM. Authors also showed that, in mature adipocytes, exposure to ε-viniferin for 24 hours resulted in a 

significant decrease in monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) expression, a key chemokine involved in 

macrophages recruitment. During the differentiation process, ε-viniferin also increases adiponectin, adipose 

triglyceride lipase (ATGL), phosphorylated AMP-activated protein kinase (p-AMPK), sirtuin 1 (SIRT1) and 

fibroblast growth factor 21 (FGF21) protein expression, all of them involved in lipid metabolism and in the 

decrease of fatty acid synthase protein expression [74]. 



 

 

 

 

Table 4: Activities of ε-viniferin against obesity and related diseases (+: induction, -: inhibition, ↓: decrease, ↑: increase) 

 

Model Dose Effects Reference 

Mice with CCl4-induced 

liver lesion 

30 mg/kg (intraperitoneal) + protection from liver centrilobular necrosis 

(decrease of 62%) 

↓ 60% alanine transaminase 

[75] 

Enzymatic assay 100 µM - lipoxygenase: 98.2 ± 3.2 % (IC50 = 6.7 ± 1.9 µM) [76] 

Enzymatic assay  - HMG-CoA: IC50 = 32.6 ± 30.9 µM [77] 

Porcine small intestines 0.3 mmol/L ↓ increase of ΔIsc induced by glucose in ileum 

↓ Sodium-dependant-D-glucose uptake on brush 

border membrane vesicles (ileum and jejunum) 

[78] 

3T3-L1 cell line 

During differentiation 

 

 

Differentiated 3T3-L1 

Mice + HFD 

25, 50 µM 

 

 

 

50 µM 

0.2%, 4 weeks 

 

↓ relative triglycerides (36% and 72.3% at 25 µM and 

50 µM, respectively) 

↓ PPARgamma mRNA (50 µM) 

↓ MCP-1 mRNA (25 and 50 µM) 

↓ MCP-1 mRNA 

↓ body weight gain 

↓ white adipose tissue weight 

↓ liver triglycerides 

↓ leptin and insulin plasma levels 

↓ TNFα, MCP-1 and leptin mRNA 

[79] 

Rat intestinal mucosa 10-4 and 10-5 mol/L ↑ Isc rat cecal mucosal preparation (EC50= 4.81 10-5 

mol/L), attenuation with (COX)-1 receptor and 

selective EP4 prostaglandin receptor 

↑ FITC-conjugated dextran permeability 

↓ Gt 

↓ mucosal sensitivity to short-chain fatty acids 

[80] 

Enzymatic assay 

3T3-L1 cell line 

Mice 

 

2.5, 5, 10 µM, 8 days treatment 

10 mg/kg (day 1 to day 38), 25 

mg/kg (day 38 to day 58) 

gavage + HFD 

- HMG-CoA reductase activity (IC50 = 96 µM) 

↓ lipid accumulation 

↓ body weight gain 

↓ mesenteric fat weight ratio 

↓ Glc, T-CHO LDL blood levels 

[73] 



 

 

 

3T3-L1 cell line 5, 10, 15 µM 

15 µM 

↓ lipid accumulation and triglycerol level 

↑ adiponectin protein expression 

↓ PPARϒ and FAS protein expression 

↑ ATGL protein expression 

↑ p-AMPK protein expression 

↑ SIRT1 protein expression 

↑ FGF21 protein expression 

↓ lipid accumulation blocked with SIRT1 inhibitor 

[74] 

Enzymatic assay 

 

 

Molecular Docking 3A4A 

(isomaltase) 

 

Molecular Docking 3AJ7 

(isomaltase) 

 

 

- α-glucosidase (IC50 = 23.98 ± 1.00 µM) 

- α-amylase (IC50 = 793.64 ± 0.18 µM) 

- antiglycation activity (IC50 = 125.92 ± 0.53 µM) 

Docking score: -20.6144 kcal/mol, interactions 

between OH and Asp307 

Docking score: -23.6175 kcal/mol, interaction 

between phenol ring and His280 

[81] 

Enzymatic assay 

Molecular docking 

10 mM - 90% inhibition of pancreatic alpha-amylase 

Involvement of hydroxyl groups 

[82] 

Rat with high fat/sucrose 

diet and induction of diabete 

 

 

 

 

 

 

Molecular docking 

 

Molecular dynamics study 

30 or 60 mg/kg bw, 8 weeks ↓ FBG level 

↓ blood glucose level 

↓ triglycerides serum level 

↓ TC serum level 

↓ LDL-C serum level 

↑ pAMPK level in liver 

↓ hepatic steatosis and inflammation degrees in liver 

↓ AST serum level 

↓ ALT, CR and BUN 

Binding with α- and β-unit of AMPK 

Hydrophobic binding and van der Waals binding 

Activation of AMPK by conformational changes with 

ε-viniferin binding 

[83] 



 

 

 

In vivo, ε-viniferin also showed anti-adipogenic properties on mice fed with a high fat diet (HFD). In the study 

from Ohara et al., mice fed for 4 weeks with 0.2 % ε-viniferin incorporated in the food, showed an increase of 

body mass gain lower than those of mice in the control group. In addition, white adipose tissues (subcutaneous, 

epididymal, mesenteric and retroperitoneal tissues) from treated mice were significantly lighter in comparison with 

the control group one, despite no difference in livers, kidneys and spleens weights. Animals from groups that 

received ε-viniferin presented also a significant decrease in triglycerides accumulation in the liver, and a decrease 

in leptin and insulin plasma concentrations. Finally, in white adipose tissue, TNF-α and MCP-1 relative mRNA 

expressions were lower in mice from ε-viniferin treated mice [79]. Another study confirmed those results in which 

authors showed that daily oral ε-viniferin administration to mice contributed to a decrease in body weight gain 

[73]. Unlike the former results obtained by Ohara et al. (2015), Lu et al. (2017) observed that the decrease was 

restricted to mesenteric white adipose tissue whereas ε-viniferin did not exert any effect in white epididymal and 

perirenal white adipose tissue weights. Blood analysis highlighted a decrease in glucose (Glc), low-density 

lipoprotein (LDL) and total cholesterol (T-CHO) levels (Lu et al., 2017). In addition, ε-viniferin exerted inhibitory 

activities against HMG-CoA and thus may also have hypercholesterolemia regulatory activities [77, 84]. The 

lowering effect in lipid accumulation in adipocytes, the decrease of white adipose tissue weight and the inhibitory 

activity against HMG-CoA reductase highlight that ε-viniferin seems to have anti-adipogenic activities which 

promote the management of certain metabolic disorders. 

Finally, as obesity can lead to insulin resistance that could lead to type II diabetes, the inhibition of enzymes 

involved in the absorption of glucose allows the reduction of glycemia; ε-viniferin could therefore have potential 

anti-diabetic activities. ε-Viniferin could inhibit in vitro the activity of α-amylase (IC50 = 793.64 ± 0.18 µM) and 

α-glucosidase (IC50 = 23.98 ± 1.00 µM), both enzymes involved in carbohydrates catabolism [81]. Additionally, 

ε-viniferin decreased ex vivo the sodium-dependent-D-glucose uptake in porcine ileum and jejunum [78]. Liu et 

al., (2020) have shown in vivo improvement of hyperglycemia and hyperlipidemia of ε-viniferin [83]. They 

induced type II diabete on rat with a high fat/sucrose diet and streptozotocin. After 8 weeks of oral administration 

of ε-viniferin (30 or 60 mg/kg bw), it was observed a decrease in fasting blood glucose (FBG), triglycerides, total 

cholesterol and LDL-cholesterol levels in comparison with the control group. In addition, ε-viniferin seems to 

protect kidneys and liver function by decreasing hepatic steatosis and inflammation and decreasing key markers 

of these functions: blood alanine aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransaminase (AST) for hepatic 

function, and blood creatinine (CR) as well as blood urea nitrogen (BUN) for kidney function. Finally, they 

highlighted an increase in pAMPK levels and suggested interactions between ε-viniferin and AMPK by molecular 

docking study [83]. The effect of this molecule in glucose and lipid metabolism as well as its beneficial 

physiological improvement in in vivo obese animals make ε-viniferin a promising candidate in the fight against 

obesity and related diseases.  

 

7. Cancer 

 

Cancer is a large group of diseases that can affect any organ or tissue of the body and is characterized by abnormal 

and uncontrolled cell growth. According to WHO, cancer is the second leading cause of death that accounts for 

approximately 9.6 million deaths in 2018. The global burden of cancer estimates one out of six deaths is due to 

cancer. Significant efforts should be made in the field of cancer prevention and treatment. Therefore, studies and 



 

 

 

developments of new active compounds, alone or in addition to already used therapies, for the prevention or 

treatment of cancer are of great interest.  

The effect of ε-viniferin on cancer prevention and treatments has been studied in many cellular models (Table 5). 

Since 2002, more than twenty cancer cell lines have been used: hematologic, nervous, breast, skin, stomach, 

colonic, liver, lung and bladder cells lines. Studies have shown that ε-viniferin reduces cell growth in these cancer 

cell lines and in about half of the cases, the IC50 observed are less than 50 µM. In addition, a comparison of the 

activities of ε-viniferin with those of resveratrol showed that the dimer is more active than resveratrol in a third of 

cases. 

In some studies, ε-viniferin mechanisms of action on cytotoxic and anti-proliferative activities have been 

investigated, and most of them are linked to apoptosis. This form of programmed cell death is essential for the 

development and tissue homeostasis of organisms. Apoptosis can be initiated through two major mechanisms, the 

intrinsic (mitochondria-mediated) and the extrinsic (death receptor) pathways. In the intrinsic one, the majority of 

pro-apoptotic stimuli are associated with the permeabilization of the outer mitochondrial membrane. This process 

is regulated by a balance of pro- and anti-apoptotic members of the B-cell lymphoma 2 family (Bcl-2) and leads 

to cytochrome C release into the cytosol. This apoptotic factor allows the activation of caspases, proteases 

responsible for the apoptotic phenotype [85]. ε-Viniferin has been shown to induce apoptotic cell death in several 

cancer cell lines, including leukemic [86], myeloma-derived, glioma [87], skin malignant melanoma cancer [88] 

and hepatocellular carcinoma cell lines [89, 90]. It has been demonstrated that ε-viniferin induces apoptosis via 

the disruption of normal mitochondrial transmembrane potential and the activation of proapoptotic proteases. 

Indeed, the activation of caspase 3 was observed in leukemic cells [86] and hepatocellular carcinoma cells [42]. 

Barjot et al., (2007) demonstrated that caspase-8 activation by ε-viniferin mediates an important part of the 

cytotoxic effect of this compound on the U266 myeloma cell line [87]. In C6 glioma cells, the activation of caspase-

8, -9, -3 was also demonstrated [91]. 

The anti-proliferative effect could be also associated with disruption of the cell cycle. The ability of ε-viniferin to 

induce cell cycle arrest has been investigated. Barjot et al., (2007) observed that ε-viniferin treatment led to an 

accumulation of U266 myeloma cells in G2-M phases and a reduction of cells in G0/G1 phases [87]. Moreover, it 

was demonstrated that ε-viniferin arrests the cell cycle of melanoma cells in S phase and decreases the percentage 

of cells in G1 phase by inducing an increase in a key regulator protein that controls the cell cycle progression 

through S phase, such as cyclins E1 [88]. 

Besides ε-viniferin, other oligomers of resveratrol have been studied for their anti-cancer activities in vitro. The 

highlighted cytotoxic activities were very different depending on the cell lines used and the structures of the 

oligomers. Ito et al., (2003) studied the effects of 18 oligomers (from dimers to octamers) on 5 human tumor cell 

lines [92]. Among them, the seven compounds that displayed marked cytotoxicity effects are mainly oligomers 

with more than four basic resveratrol units. Other authors did not observe such a tendency and have shown that 

the number of resveratrol units doesn’t influence the cytotoxic activity [93–95]. In addition, even though large 

molecules are the most active, we can assume that their efficacy might be limited by their potential low 

bioavailability in in vivo studies. Unfortunately, by opposite to resveratrol, no in vivo experiment was performed 

to study the potential beneficial effect of ε-viniferin on cancer promotion, progression or treatment.  

In several studies, ε-viniferin itself was not used alone but within a plant extract or a combination of compounds. 

Those studies have shown that those mixtures or combinations are sometimes more active than the molecule alone, 



 

 

 

thus indicating possible synergistic effects. As an example, Vineatrol®, showed more efficient antiproliferative 

effects than resveratrol or ε-viniferin alone in leukemic and hepatoma cells [86, 96]. Likewise, the combination of 

ε-viniferin with anti-cancer drugs, such as vincristine or cis-platin, was investigated. Özdemir et al., (2014) showed 

that ε-viniferin promotes the sensitivity of cells against vincristine treatment on HepG2 cells [89]. The same author 

also demonstrated a strong apoptotic effect of the combination of cis-platin and ε-viniferin. So, the ε-viniferin 

could be used in a combined treatment strategy with multiple anti-cancer drugs to decrease drug resistance and to 

reduce the dose of anti-cancer drugs and thus to limit their side effects. 

Very interesting results were obtained by Nivelle et al. (2018) who observed slight toxicity for ε-viniferin on 

normal cells (normal fibroblasts) compared to cancer cell lines (melanoma cancer cells) [88]. Moreover, in HH4 

non-transformed hepatocytes, much higher concentrations of the stilbene dimer were needed to induce toxicity 

than in hepatocellular carcinoma cell lines, HepG2 and Hep3B [97]. 

Finally, most of the studies have shown that ε-viniferin is able to decrease cancer cell growth, induce apoptosis 

and modify the cell cycle. Moreover, the harmlessness of stilbenes on normal cells compared to cancer cell lines 

is very promising for a potential use of these compounds in cancer management.



 

 

 

 

Table 5: Anticancer activities of ε-viniferin (+: induction, -: inhibition, ↓: decrease, ↑: increase) 

 

Model Doses/IC50 Effects Reference 

C6 mouse glioma cancer cells 
Hela human cervix adenocarcinoma cells, 

MCF-7, human breast adenocarcinoma cells 
HepG2 human hepatocellular carcinoma cells 

HT-29 human colon adenocarcinoma cells 

IC50 = 18.4 µM 
IC50 = 20.4 µM 
IC50 = 44.8 µM 
IC50 = 74.3 µM 
IC50 = 88.4 µM 

Cytotoxic activity 

 

 

[98] 

WSU-CLL, an EBV-negative cell line derived 

from a B-CLL patient resistant to fludarabine 

treatment 
 

 

ESKOL cells were derived from a patient with 

hairy cell leukemia (HCL) 

IC50 > = 60 µM 
 

 

 

 

IC50 = about 50 µM 

Antiproliferative activity 
Apoptosis induction 

Dissipation of the transmembrane 

mitochondrial potential 

Activation of caspase 3 

Antiproliferative activity 
Apoptosis induction 

[86] 

HL60, leukemia cancer cells IC50 = 44.2 µM Cytotoxic activity [92] 

HL60, leukemia cancer cells IC50 = 33 µM 
 

Cytotoxic activity 

DNA fragmentation 
[99] 

P-388 murine leukemia cells IC50 = 18.1 µM Cytotoxic activity [93] 

U937 histocytic lymphoma-derived 

promonocytic cells 
K562 chronic myelogenous leukemia-derived 

myeloid cells 
RPMI-8226 myeloma-derived cells 

Jurkat acute T cell leukemia-derived lymphoid 

cells 
U266 myeloma-derived cells 

IC50 = 20.4 µM 
IC50 = 39.3 µM 
IC50 = 45.7 µM 
IC50 = 83.5 µM 
IC50 = 30.8 µM 

Antiproliferative activity 
 

 

 

Antiproliferative activity 
Accumulation of cells in the G2/M phase 

↑ apoptosis 

↑ caspase-8 activation 

Disruption of mitochondrial membrane 

potential 

[87] 
 

 

 

 

HepG2 human hepatoma cells IC50 = 58,4 µM Cytotoxic activity [96] 

SW480 human colon carcinoma cell 30, 60 and 100 µM Very slight antiproliferative activity [100] 

MCF-7 human breast cancer cells 
HT-29 colon carcinoma cells 

IC50 = 99 µM 
IC50 = 143 µM 

Antiproliferative activity [101] 



 

 

 

 

U87-MG CNS glioma cells 
U373-MG CNS glioma cells 

IC50 = 59 µM 
IC50 = 17 µM 

tamoxifen-resistant MCF-7 breast cells 10 µM ↓ VEGF production [102] 

HL-60 human promyelocytic leukemia cells 
HeLa human cervical cells 

MCF-7 human breast adenocarcinoma cancer 

cell lines 

IC50 = 9.0 µM 
IC50 = 17.1 µM 
IC50 > 30 µM 

Cytotoxic activity 

 

[94] 

A431 human epidermoid carcinoma cell line 
Enzymatic activity 

≥ 27 μg/mL 

45 μg/mL 

Antiproliferative effects 

- catalytic activity of topoisomerase II 

[103] 
 

Enzymatic activity IC50 = 4.1 µM ↓ tyrosinase activity [104] 

HepG2 human hepatoma cells 
 

 

IC50 = 98.3 µM 
 

Cytotoxic activity 

Morphological changes (increased lipid 

production in the cell and irregularities in the 

structure of chromatin) 

Apoptosis induction 

[89] 

A549 human lung adenocarcinoma epithelial 
MCF-7 human adenocarcinoma breast cancer 

cell line 

IC50 = 99.12 µM 
IC50 = 89.70 µM 

Cytotoxic activity [95] 

HepG2 human hepatoma cells 
 

98.3 µM Depolarization of mitochondrial transmembrane 

potential 

DNA Fragmentation 

↑ caspase-3 activity 

[90] 

HT-144 human skin malignant melanoma cancer 

cells 
SKMEL-28 human skin malignant melanoma 

cancer cells 
HDF human normal fibroblasts 

IC50 = 82.31 µM 
IC50 = 86.62 µM 
IC50 = 91.94 µM 

Cell viability inhibition [105] 

HT-144 human skin malignant melanoma cancer 

cells 
 

 

 

 

IC50 = 60 µM 
 

 

 

 

 

- cell viability 

↑ necrosis 

↑ mitochondrial O2
− 

Accumulation of the cells in the S phase and a 

decrease in G1 phase (treatment for 72h) 

↑ cyclin A and E1 expressions 

[88] 



 

 

 

 

 

SKMEL-28 human skin malignant melanoma 

cancer cells 
 

 

 

 

 

 

HDF human normal fibroblasts 

 

IC50 = 85 µM 
 

 

 

 

Cell viability inhibition 

↑ necrosis 

Proapoptotic effect 

↑ mitochondrial O2
− 

Accumulation of the cells in the S phase and a 

decrease in G1 phase (treatment for 72h) 

↑ cyclin A expression (treatment for 24h) 

Slight disruption of the cell cycle progression 

C6 glioma cells 95, 130 µM Antiproliferative activity 
Depolarization of mitochondrial transmembrane 

potential 

↑ apoptotic index 

DNA Fragmentation 

↑ caspase -3, -8, -9 activities 

[91] 

MRC-5 normal lung fibroblasts 
AGS gastric adenocarcinoma cells 

SK-MES-1 lung cancer cells 
J82 bladder carcinoma cells 

IC50 = 49.9 µM 
IC50 = 42.6 µM 
IC50 = 78.8 µM 
IC50 = 56.7 µM 

Antiproliferative activity [38] 
 

HepG2 human hepatoma cell line 
Hep3B human hepatoma cell line 

HH4 non-transformed Human hepatocyte cell 

line 

IC50 = 140.0 µM 
IC50 = 108.1 µM 
IC50 > 200 µM 

Cytotoxic activity 

 

 

[97] 
 



 

 

 

 

8. Neurodegenerative diseases 

 

The nervous system is an essential part of the body's communication system. This extremely complex system is 

vulnerable to various diseases and traumas related to neuronal degeneration (Alzheimer's disease, Huntington's 

chorea or Parkinson's disease), immune system dysfunction (multiple sclerosis), obstruction of an artery (stroke), 

trauma or tumors that can lead to anatomical and functional brain damages. The major pathological mechanisms 

of brain diseases include abnormal protein aggregation, oxidative stress, inflammation, and apoptosis. Since 2006, 

studies, mainly using in vitro models, were performed to demonstrate the effect of ε-viniferin on these mechanisms. 

Oxidative stress has been implicated in the progression of various neurodegenerative diseases. Several authors 

have thus studied the effect of ε-viniferin on ROS generation and oxidative stress [12, 98–101], and more 

particularly on SIRT3, which regulates the damages caused by oxidative stress and restores mitochondrial 

functions, such as maintaining basal ATP levels, regulating apoptosis and energy homeostasis. Fu et al., (2012) 

showed that ε-viniferin was the most potent compound, among 22 stilbenes, which exhibited consistent 

cytoprotection in different cell models of Huntington disease. In striatal cells expressing mutant Htt (huntingtin 

protein), the addition of ε-viniferin prevented mitochondrial dysfunction, promoted mitochondrial biogenesis and 

enhanced anti-oxidant activity via an increase of SIRT3 protein and activation of AMP-activated Protein Kinase 

(AMPK)[100]. Moreover, Naia et al., (2021) studied the effect of ε-viniferin on mitochondrial morphology and 

movement in primary striatal neurons. They showed that the induction of SIRT3 expression by ε-viniferin 

reestablishes mitochondrial neuritic elongation and trafficking in neurons [102]. In another study using SH-SY5Y 

cells treated with rotenone as a cellular model of Parkinson's disease, ε-viniferin promoted the deacetylation of 

FOXO3 mediated by SIRT3. This SIRT3/FOXO3 activation reduces oxidative stress, and maintains mitochondrial 

homeostasis, thus resulting in inhibition of rotenone-induced cell apoptosis [101]. In these three studies, SIRT3 is 

required for the neuroprotective effect of ε-viniferin. 

Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative disease, whose main characteristics are accumulation and 

aggregation of extracellular amyloid-β peptide (Aβ). The biological effects of ε-viniferin on this pathology have 

been the subject of numerous studies in vitro (Table 6). The effects of ε-viniferin and other resveratrol derivatives 

(monomers and oligomers) have been evaluated on Aβ aggregation using an in vitro assay based on UV–visible 

measurements and the Aβ(25-35) peptide fragment [103–105]. ε-Viniferin presented a weak inhibition of Aβ fibril 

formation (27%) compared to other dimers (between 39% and 93%) and ε-viniferin glucoside (93%), while Vion 

et al., (2018) showed that ε-viniferin is able to induce disaggregation of aggregated full-length Aβ42 peptide [106]. 

Moreover, ε-viniferin reduced the Aβ(25-35)-induced [Ca2+]i increase and ROS generation and, as a result, 

attenuated neuronal apoptotic death in primary cultures of rat cortical neurons [98]. It also reversed Aβ(25-35)-

induced death of rat pheochromocytoma cells [21]. However, ε-viniferin had a moderate effect on the secretion of 

endogenous Aβ42 from SH-SY5Y cells and no effect on the viability of human neuroblastoma cells treated with 

Aβ42 [107]. 

Models of neurons and astrocytes co-culture [106] or neurons and microglial cells co-culture [108] were used to 

evaluate the effects of ε-viniferin on Alzheimer's or Parkinson's diseases, respectively. In both studies, a decrease 

in the production of inflammatory factors was observed. Sergi et al., (2021) have also shown that ε-viniferin 

protected neuronal dopaminergic cells from 6-OHDA-induced cytotoxicity and apoptosis [108]. Caillaud et al., 

(2019) evaluated, in transgenic APPswePS1dE9 mice, the effects of ε-viniferin (10 mg/kg bw) weekly 



 

 

 

 

intraperitoneal injection from 3 to 6 months of age. The dimer reduced size and density of amyloid deposits in the 

brain and decreased the first activation of cellular inflammatory actors, like astrocytes and microglia [28]. 

Finally, it can be summarized that the neuroprotective activities elicited by ε-viniferin could be explained by the 

prevention of oxidative stress, inflammation, apoptosis and abnormal protein aggregation. 



 

 

 

 

Table 6: Neuroprotective activities of ε-viniferin (+: induction, -: inhibition, ↓: decrease, ↑: increase) 

 

Models Doses/IC50 Effects References 

25–35 Aβ aggregation in vitro 10 µM ↓ amyloid fibril formation (27%) [111–113] 

Primary cortical neuron cultures 0.3, 1, 3 µM ↓ Aβ (25-35)-induced neuronal death 

↓ Aβ (25-35)-induced neuronal apoptotic death 

- Aβ (25-35)-induced intracellular [Ca2+] elevation 

↓ Aβ (25-35)-induced ROS generation 

[106] 

Primary cortical neuron cultures 0,5, 1, 5 µM ↓ glutamate-induced neuronal death  

Blocked the glutamate-induced decrease of BcL-2 and 

increase of BAX expression 

- glutamate-induced intracellular [Ca2+] elevation 

↓ glutamate-induced ROS generation 

[107] 

Immortalized striatal precursor cells 

mutant Htt 
PC12 cells mutant Htt 
Neuroblastoma N2a cells mutant Htt 
Primary cortical neurons mutant Htt 
Immortalized striatal precursor cells 

mutant Htt 
 

10 nM-1 µM 

 

 

 

1 µM 

+ protection against mutant Htt-induced cell toxicity 

 

 

 

↓ intracellular accumulation of ROS 

↑ loss of mitochondrial potential 
↑ intracellular NAD+/ NADH ratio 
↑ number of mitochondrial DNA copies 

↓ PGC-1α depletion 

↑ SIRT3-dependent AMPK Activation 
↑ levels of SIRT3 protein and its deacetylase activity  

[108] 

GABAA receptor subtypes expressed in 

Xenopus laevis oocytes 
1-300 µM Negative modulation the GABA-induced current at all three 

subtypes 

[117] 

ORAC 
PC12 cells 

10 µM Hight antioxidant activity 

↓ Aβ (25-35)-induced neuronal death 

[21] 

SH-SY5Y cells 10, 20 µM Moderately ↓ Aβ42 production 

Moderately ↑ the expressions of TACE, IDE and ECE1 

[115] 



 

 

 

 

Murine primary co-culture of cortical 

and hippocampal neurons and 

astrocytes 

1 µM + disaggregation of previously aggregated Aβ42 peptide 

↓ release of TNFα and IL-6 by cells treated with Aβ42 and 

IL-1β 

[114] 

Transgenic APPswePS1dE9 mice a weekly IP at 10 

mg/kg from 3 

until 6 months of 

age 

↓ the amyloid fibrillary deposits in cortex and hippocampus 

↓ GFAP signal in cortex 

↓ IBA-1 signal in cortex and hippocampus 

[28] 

Cholinesterase inhibitory assay 
 

PC12 cells  

IC50 = 24.54 µM 
IC50 = 213.63 µM 

0.1, 1, 10 µM 

-  acetylcholinesterase activity 

-  butyrylcholinesterase activity  

↑ viability of PC12 cells injured by oxygen-glucose 

deprivation/reoxygenation 

[12] 

Primary neurons isolated from 

YAC128 mice embryos  
1 µM ↑ mSIRT3 protein and mRNA level  

Prevention of mitochondria fragmentation 

↓ percentage of stationary mitochondria 

Reestablishment of mitochondrial velocity 

[110] 

Nerve growth factor (NGF)-

differentiated PC12 cells  
 

 

 

N9 microglia and neuronal PC12 cell 

co-culture system 

10 nM 

 

 

 

 

10 nM 

 

↓ 6-OHDA-induced cytotoxicity 

↓ 6-OHDA-induced DNA fragmentation 

↓ number of 6-OHDA-induced apoptotic cells 

↓ cleavage of 6-OHDA-induced caspase-3 and PARP-1 

↓ cytotoxicity promoted by LPS-activated N9 microglia cells  

↓ release of TNFα and IL-1α by cells treated with LPS 

[116] 

SH-SY5Y human neuroblastoma cells 
 

 

 

 

 

 

50 nM-10 µM 

1 µM 
↑ viability of SH-SY5Y cells against rotenone-induced 

neurotoxicity 

↓ rotenone-induced mitochondrial depolarization 

↓ rotenone-induced intracellular accumulation of ROS 

↑ ATP production in rotenone-treated SH-SY5Y cells 

↓ rotenone-induced apoptosis 

+ SIRT3-mediated FOXO3 deacetylation and nuclear 

localization 

+ the expression of mitochondrial homeostasis-related 

proteins 

[109] 



 

 

 

 

9. Conclusion 

 

Stilbenes represent a large family of natural products that are formed from the glycosylation, prenylation, 

methoxylation, hydroxylation, or oligomerization of resveratrol, the well-known and highly studied stilbene. Those 

compounds are mainly produced by Vitis genus and endowed with several biological activities. Among them, ε-

viniferin is a resveratrol dimer that was the focus of this review. The anti-oxidant as well as the anti-inflammatory 

properties of ε-viniferin were described at the central part of many of the studies during the last fifteen years. 

Sometimes its biological properties are even greater than those of resveratrol itself. In line with this, we have listed 

here the results showing the beneficial properties of ε-viniferin in in vivo or in vitro models of cancers, obesity, 

obesity-related disorders, cardiovascular or neurodegenerative diseases. In this way, we highlight that this 

molecule acts on different mechanisms that are specific or common to several diseases (Figure 3). In order to 

consolidate these results, it is now essential to carry out in vivo studies which are still too rare. This low number 

of animal experiments could be explained by the high cost of purchasing a large quantity of this compound. 

Therefore, laboratories that have the skills and technologies to isolate and purify ε-viniferin in large quantity have 

an advantage over others to perform such in vivo studies. 

Even though the beneficial activities of ε-viniferin are indisputable, some concerns remain regarding its 

extrapolation to clinical trials. Indeed, a concern deals with the poor bioavailability and the extensive metabolism 

by phase-II metabolizing enzymes of ε-viniferin, which could contribute to lower the concentrations of the native 

compounds in Human. The beneficial effects after in vivo administration, for anti-obesity activities for instance, 

now raise the question of the potential activities of ε-viniferin metabolites. To identify these metabolites, and to 

confirm and describe their effects, many researches are needed. However, the metabolites of ε-viniferin are not 

commercially available and have so far only been obtained by hemi-synthesis [34]. 

It is also interesting to note that several authors have used a plant extract instead of ε-viniferin alone and found an 

effective activity of the extract. This raises the question of the synergistic action between compounds that are 

contained in the extract and maybe the synergy between ε-viniferin and many other polyphenols. The identification 

of this potential synergistic activity deserves further investigations that will be very complex to study especially 

because of the complexity of the plant extracts. In addition, it has been shown that this dimer, when used in 

combination with drugs, plays an important role in improving chemotherapeutic potential.   

It was also shown that ε-viniferin possesses some antibacterial activities against gram (+) or gram (-) bacteria such 

as Streptococcus and Staphylococcus, or Pseudomonas and Escherichia genus, respectively [109–113]. ε-Viniferin 

exerts its activities by reducing bacterial cell growth, and by inhibiting biofilm formation. Its inhibitory activities 

are of particular interest in Staphylococcus aureus resistance to methicillin, and could make ε-viniferin a new 

candidate to enlarge and substitute the classical therapeutic arsenal of antibiotics. Moreover, ε-viniferin could be 

advantageous as a food additive for the management of food contamination for its promising activity similar to 

classical conservatives used in the food industry. In some studies, ε-viniferin was found to be more effective than 

other stilbenes such as resveratrol or ampelopsin [109]. 

Finally, an interesting review resumed some toxicological evaluations of piceatannol, pterostilbene and ε-viniferin 

[114], and especially their cytotoxic, genotoxic and mutagenic effects. The authors stated that although the toxicity 

of all of those stilbenes was extensively studied in normal or cancer cell lines, the toxicological evaluation 

according to EFSA guidelines for a new ingredient or food supplement allowed for a placing in human food was 



 

 

 

 

not performed [115]. Moreover, no in vivo toxicological study with ε-viniferin alone exists for the moment. 

Therefore, like others, we consider this is a point to improve to guarantee a harmlessness use of this stilbene. 

Indeed, we believe ε-viniferin belongs to the new promising natural compounds that could be used to perform 

functional foods or supplement foods for the control and prevention of oxidative stress- and low-grade 

inflammation-triggered diseases.  
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2. La stéatose hépatique non-alcoolique 

 

2.1 Présentation générale des NAFLD 

 

Les stéatoses hépatiques représentent un large spectre de différentes pathologies du foie. 

Par définition, la stéatose hépatique est l’accumulation anormale de lipides (supérieur à 5% de 

sa masse totale). La forme la moins grave des NAFLD est la stéatose hépatique dite pure, c’est-

à-dire qu’elle ne provoque pas d’inflammation. Dans ce cas-là, il n’y a pas de symptômes, si ce 

n’est de l’inconfort au niveau de l’abdomen et une fatigue générale. Lorsque le foie subit une 

inflammation, notamment liée aux macrophages du foie, ou cellules de Kupffer, la NAFLD 

devient alors une stéatohépatite (non-alcoholic steato hepatitis, NASH), alors à l’origine de 

pathologies plus graves, comme les fibroses, les cirrhoses ou les cancers du foies (carcinome 

hépatocellulaire) [153,154].  

 

La prévalence des stéatoses hépatiques est difficile à déterminer en raison des différentes 

méthodes de diagnostic, les plus utilisées étant les échographies et le dosage plasmatique des 

transaminases. La proportion de patients atteints est estimée à 30 % dans la population 

américaine (devenant la deuxième cause de transplantation hépatique de ce pays), et varie de 

20 à 30% en Europe [155], la moyenne étant estimée à 24%. Dans une méta-analyse regroupant 

plusieurs dizaines d’études et impliquant plus de 8 millions de patients, Younossi et al. (2016), 

ont indiqué l’existence d’une prévalence plus importante chez les sujets atteints d’obésité, 

d’hypertension, d’hyperlipidémie, de diabète de type II et du syndrome métabolique [156]. La 

pandémie d’obésité actuelle tend à augmenter dans les prochaines années le nombre de patients 

atteints de stéatoses hépatiques. 

 

L’accumulation de TG dans le foie est un phénomène faisant intervenir plusieurs 

processus : l’absorption des acides gras par les hépatocytes, la β-oxydation des acides gras, la 

lipogenèse de novo, l’assemblage des TG et leur sécrétion dans le sang, dont les principaux 

mécanismes sont schématisés en figure 16. Un déséquilibre de la balance entre ces phénomènes 

d’acquisition ou d’élimination des acides gras entraînera une accumulation anormale de TG et 

le développement d’une stéatose.  

 

  2.2 Mécanismes impliqués dans les NAFLD 

 

Environ 60% des acides gras libres circulant dans le sang qui vont rejoindre le foie sont 

issus de la lipolyse des tissus adipeux blancs. Ces tissus adipeux sont constitués entre autres 

d’adipocytes matures. Ces cellules stockent les lipides sous forme de TG dans les gouttelettes 

lipidiques. En condition de jeun et sous l’action de l’épinéphrine notamment, les cellules vont 

libérer les TG sous forme d’acide gras libre et de glycérol, faisant intervenir les enzymes 

adipose tissue triglyceride lipase (ATGL), l’enzyme hormone sentitive lipase (HSL), après sa 

phosphorylation par une protéine kinase et la monoglyceride lipase (MGL). Les acides gras 

(hydrophobes) libres vont alors se lier à l’albumine pour circuler dans le sang et rejoindront 

alors le foie où ils seront absorbés. 
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2.2.1 Absorption des acides gras  

 

Plusieurs transporteurs membranaires permettent l’internalisation des acides gras 

libres : les fatty acid transporter protein (FATP), les cavéolines, les fatty acid translocase 

(FAT) et les cluster differenciation 36 (CD36). Les FATP et les CD36 sont des protéines 

surexprimées chez les sujets obèses et régulées par le Peroxisome Proliferator-activated 

Receptor gamma (PPARγ), qui facilitent la diffusion des acides gras à longues chaîne. Une 

augmentation de l’acide ribonucléique messager (ARNm) et des protéines CD36 a d’ailleurs 

été mise en évidence sur un modèle de souris obèses [157]. Concernant les FATP, les isoformes 

1 et 5 sont les isoformes majoritairement exprimées dans les hépatocytes.  

Une fois à l’intérieur des cellules, dans le milieu cytoplasmique, les acides gras 

hydrophobes vont se lier aux protéines cytosoliques de liaisons aux lipides (FABP) dont les 

isoformes 1 et 5 sont les plus exprimées dans le foie. Les FABP vont alors permettre d’apporter 

les acides gras nécessaires à la β-oxidation qui a lieu dans la membrane interne des 

mitochondries.  

 

2.2.2 La β-oxydation mitochondriale 

 

La β-oxydation a pour but de réduire les acides gras en acétyl-CoA en raccourcissant 

les chaines notamment, pour pouvoir produire de l’énergie. C’est donc une réaction de 

dégradation. La première étape pour les acides gras est de rejoindre l’intérieur de la 

mitochondrie depuis le cytoplasme (Figure 15). Ils vont dans un premier temps être transformés 

sous l’action de l’acyl-CoA synthase en acyl-CoA. Cette réaction est appelée réaction 

d’activation, car la co-enzyme permet de mieux solubiliser les longues chaînes carbonées et 

leur donner une certaine réactivité. Le groupement acyl va alors s’attacher à la carnitine, sous 

l’action de l’enzyme transmembranaire CPT1a (pour carnitine palmitoyl transferase 1a). 

L’acyl-carnitine va alors pouvoir traverser la membrane externe de la mitochondrie et rejoindre 

la membrane interne, transporté par une translocase. A ce niveau, le groupement acyl est restitué 

à une co-enzyme A, catalysé par CPT2. 

Une fois dans la matrice interne de la mitochondrie, l’acyl-CoA subit la β-oxydation qui 

est constituée de 4 étapes consécutives : 

- une déshydrogénation, catalysée par l’acyl-CoA déshydrogénase, donnera un déhydro-acyl-

CoA, cette réaction implique une réduction de la flavine adénine dinucléotide (FAD) en 

FADH2 ; 

- une hydratation de la double liaison C2-C3 donnera un β-hydroxy-acyl-CoA ; 

- une déshydrogénation, cette réaction entraîne également la production d’équivalent réducteur 

en produisant la nicotinamide adénine dinucléotide réduite (NADH, H+) depuis le NAD+ ;  

- une rupture de la liaison α-β qui libère de l’acétyl-CoA, et un acyl-CoA avec (n-2) carbones. 

  

L’acyl-CoA, désormais plus court de deux carbones, servira de substrat pour subir une 

nouvelle fois une β-oxydation. Un cycle des 4 réactions de la β-oxydation entraîne par 

conséquent la production d’un acétyl-CoA, d’un NADH, H+, et d’un FADH2. L’acétyl-CoA, 

lui, pourra être utilisé par le cycle de Krebs pour produire de l’énergie sous forme d’ATP. De 

ce fait, un dysfonctionnement au niveau de l’apport des acides gras et leurs transformations 
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dans la mitochondrie ou de l’oxydation de ces acides gras entrainera une accumulation des TG 

dans les cellules hépatocytaires, à l’origine du développement des stéatoses. A l’opposé de la 

β-oxydation, la lipogenèse de novo a pour but de produire des acides gras à partir d’acétyl CoA. 

Ces acides gras seront utilisés avec le glycérol pour la synthèse des TG. 

 

 
Figure 15. Mécanismes principaux de la β-oxydation mitochondriale 

 

2.2.3 Lipogenèse de novo  

 

La lipogenèse de novo est la formation d’acides gras depuis le glucose issu de 

l’alimentation. Ce glucose est transformé en pyruvate qui est alors utilisé par le cycle de Krebs, 

dans la mitochondrie, pour produire du citrate. Le citrate va alors se transformer en acétyl-CoA 

sous l’action de la citrate lyase dans le cytoplasme.  

L’acétyl-CoA cytoplasmique va être carboxylé par l’acétyl-CoA carboxylase (ACC) 

pour donner du malonyl-CoA, transformé ensuite en palmitate sous l’action de la fatty acid 

synthase (FAS). Les acides gras ainsi formés vont ensuite subir des désaturations, élongation 

et/ou estérification, puis vont s’assembler en diacylglycérols (DG) puis TG sous l’action de 

l’enzyme diacylglycérol O-acyltransférase (DAGT). La lipogénèse de novo est régulée par 

deux facteurs de transcription clé : le sterol regulatory element-binding protein 1c (SREBP1c), 

activé par l’insuline, et le carbohydrate regulatory element-binding protein (ChREBP) activé 

par les carbohydrates [158]. Les TG formés vont être stockés dans la cellule (dans des 

gouttelettes lipidiques) ou exportés en dehors de la cellule par sécrétion, sous forme de VLDL 

(very light density lipoproteins) afin d’être éliminés ou distribués. Une hyperactivité de la 

lipogenèse entraînera par conséquent une surproduction de TG et le développement d’une 

hypertriglycéridémie et d’une stéatose [159].  
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Figure 16. Principaux mécanismes impliqués dans l’accumulation des triglycérides dans les cellules du foie. 

L’accumulation de triglycéride est régie par quatre processus ; l’absorption des acides gras libres, leur β-oxydation, 

la lipogenèse de novo et la sécrétion des triglycérides.  

 

2.2.4 La sécrétion des triglycérides 

 

Les TG vont s’associer avec un cholestérol ester et une apolipopretein B 100 (apoB100). 

Cette protéine produite par le foie, va subir une translocation dans le réticulum endoplasmique, 

avant d’avoir une maturation dans l’appareil de Golgi et d’être externalisée par exocytose. 

L’assemblage TG et cholestérol (formant alors le corps lipidique) avec apoB100 et des 

phospholipides hydrophiles va former des VLDL, qui vont alors permettre la circulation des 

TG dans le sang.  

 

Ces 4 mécanismes sont responsables de la balance absorption/élimination de TG par le 

foie. Un déséquilibre de cette balance va donc provoquer le développement de stéatose 

hépatique. Ce stade relativement bénin de la maladie peut malheureusement évoluer vers des 

formes plus graves, comme la NASH [153], puis la cirrhose et le cancer du foie [160].  En effet, 

une surexposition du foie aux acides gras, venus de l’alimentation ou de la lipolyse adipocytaire, 

va entraîner une hyperactivité de la β-oxydation. Cette β-oxydation, qui a lieu dans la 

mitochondrie, va alimenter d’une part le cycle de Krebs avec l’acétyl-CoA et d’autre part, la 

production d’électrons à haut potentiel (NADH et FADH2) va alimenter la chaîne respiratoire 

située dans la membrane interne de la mitochondrie. Par ailleurs, cette alimentation entraîne 

une fuite d’électron dans la chaîne respiratoire, entraînant, à terme, un stress oxydatif, 

normalement contrôlé par des protéines telle que uncoupling protein 2 (UCP2) dans l’espace 
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mitochondrial [161]. Ce stress oxydatif va provoquer l’activation des cellules immunitaires du 

foie et donc l’inflammation. C’est cette inflammation, qui est à l’origine des complications des 

stéatoses hépatiques dites pures [160]. L’inflammation et le stress oxydant sont donc deux 

mécanismes étroitement liés au développement des stéatoses hépatiques, et sont également eux-

mêmes liés à l’obésité et la résistance à l’insuline. Ces associations de dysfonctionnement 

forment ce que l’on appelle le syndrome métabolique. 

 

2.3 Intérêt des stilbènes  

 

Plusieurs études in vitro et in vivo ont été menées dans le but de déterminer l’impact des 

stilbènes sur le développement des NAFLD. 

 

De nombreuses études ont montré que le resvératrol présente des activités anti-

stéatosiques intéressantes [162]. Il a en effet été testé sur la lignée cellulaire hépatique HepG2. 

Cette lignée cellulaire d’hépatocytes peut mimer la stéatose hépatique en accumulant des 

triglycérides après exposition à des acides gras, comme le palmitate. Dans ces conditions 

modèles, le resvératrol a montré une diminution de l’accumulation des TG. De plus, il a été 

montré que l’exposition de ces cellules au resvératrol entraînait une diminution de l’activité de 

ACC (notamment par l’augmentation de sa phosphorylation), FAS et une diminution des ARN 

messagers de SREBP1c et FAS. Ces études mécanistiques suggèrent que le resvératrol aurait 

un rôle protecteur dans le développement de la stéatose hépatique, et notamment en agissant 

sur la lipogenèse de novo [163–165]. In vivo, le resvératrol a été testé sur ses capacités à limiter 

le développement de la stéatose hépatique induite par une alimentation riche en graisse et en 

sucre. D’après les études, le resvératrol diminuerait la taille et le nombre des gouttelettes 

lipidiques présentes dans le foie et induite par le régime hypercalorique, diminuerait la masse 

du foie et l’accumulation de TG. Les mécanismes d’actions ont également été mis en évidence 

dans plusieurs études. Il semblerait que le resvératrol augmente le nombre de mitochondries 

dans les cellules du foie, diminue le stress oxydatif, et augmente l’expression de gènes 

impliqués dans la β-oxydation [166]. Là encore, l’implication du resvératrol dans la voie de la 

lipogenèse de novo a été mis en évidence [163,167–169].  

 

D’autres monomères du resvératrol ont également été étudiés sur leur capacité à réduire 

l’accumulation de lipides dans les cellules du foie. Dans une étude sur souris nourries avec un 

régime hypercalorique, il a été montré que l’apport par l’alimentation de 0,25% et 0,5% 

d’oxyresvératrol durant 8 semaines entrainait une diminution de la stéatose hépatique. Dans 

cette étude, les auteurs ont également montré une diminution de l’expression SREBP, FAS et 

CEBPα, et une augmentation de l’activation de l’adénosine monophosphate protéine kinase 

(AMPK) [170]. Plus tard, une seconde étude a confirmé les propriétés de diminution des TG de 

ce composé, et notamment son action sur la lipogenèse de novo [171]. Sur la lignée cellulaire 

HepG2 [172], le picéatannol a montré des propriétés de diminution de TG en diminuant la 

lipogenèse de novo (diminution des ARNm de SREBP1 et ACC), en diminuant le transport des 

acides gras (diminution de l’ARNm de CD36) et en favorisant la β-oxydation (augmentation 

des ARNm de PPARα et CPT1a [172]. Sur une autre lignée cellulaire, les AML-12, le 

ptérostilbène a montré des propriété de diminution des TG en diminuant l’expression de la 
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protéine FAS, et en augmentant celle de CTP1a [173]. In vivo, il a été montré que ce monomère 

agissait aussi bien sur la lipogenèse de novo que sur l’assemblage et la sécrétion de TG, la β-

oxydation, le stress oxydant et l’inflammation liés au développement de la stéatose [174–176].  

 

En prenant en considération le métabolisme des stilbènes et plus précisément la présence 

de métabolites sulfo-conjugués et glucurono-conjugués dans l’organisme ainsi que les activités 

in vivo des stilbènes, de récents travaux se sont intéressés aux activités anti-stéatosiques de ces 

métabolites [167,177,178]. En effet, il est intéressant de déterminer si les métabolites, les 

formes natives, ou les deux, sont à l’origine des activités biologiques in vivo. 

 

Récemment, une équipe a étudié les propriétés in vitro des métabolites de stilbènes sur 

hépatocytes. A 1 µM, les métabolites glucuronidés et sulfatés du ptérostilbène montrent une 

diminution de l’accumulation des TG sur la lignée cellulaire hépatocytaire AML-12 après 

induction de l’accumulation de TG par le palmitate. Après analyse par Western Blot (WB) de 

l’expression de protéine d’intérêt, il s’est avéré que les métabolites diminuaient l’activité 

protéique de FAS, et de CTP1a de manière significative, contribuant ainsi à l’activité de 

diminution des TG du ptérostilbène observé in vivo dans d’autres études [173]. Les métabolites 

du resvératrol ont également été étudiés sur ce modèle cellulaire [179]. Les deux isomères 

glucuronidés du resvératrol, le resvératrol3-O-sulfate ainsi que le dihydroresvératrol ont montré 

un effet positif et significatif sur la diminution de l’accumulation de TG, notamment en 

diminuant l’activité des protéines FAS, CTP1a et FATP2 [179].  

 

Les monomères du stilbènes ont montré des effets de diminution des TG in vitro et in 

vivo sur des modèles de stéatose hépatiques, après exposition des cellules aux acides gras, ou 

après un régime hypercalorique chez l’animal. D’après les études mécanistiques, ils auraient 

notamment des effets sur l’expression des protéines impliquées dans la lipogenèse de novo ainsi 

que dans la β-oxydation. Enfin, leurs propriétés anti-inflammatoires et antioxydantes 

démontrées depuis longtemps dans d’autres études viendraient théoriquement compléter leurs 

propriétés anti-stéatosiques en protégeant l’organisme du développement de la NASH.  

 

A l’heure actuelle et à notre connaissance, aucun dimère pur n’a été testé sur ces modèles 

de stéatose hépatique. Par ailleurs, comme cela a été expliqué dans le chapitre 2, les stilbènes 

subissent un fort métabolisme hépatique, notamment une glucuronidation et une sulfatation. 

Ainsi, bien que le fort métabolisme des stilbènes contribue à la diminution de la 

biodisponibilité, le métabolisme de ces composés ne serait pas sans intérêt d’un point de vue 

santé [180].  
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Chapitre 4. Encapsulation des stilbènes 

 

Comme nous l’avons vu à la fin du chapitre 1, les stilbènes sont des polyphénols qui 

peuvent entrer dans la composition de compléments alimentaires. Les stilbènes (ou mélange de 

stilbènes) pourront être incorporés dans des tablettes ou des capsules. Cependant, leur utilisation 

peut rencontrer certaines limites. En effet, dans les processus de fabrication et de stockage 

d’extraits ou de molécules pures, l’exposition à la lumière directe peut engendrer des 

isomérisations [181,182]. De plus, la faible solubilité en milieu aqueux (0.03 g/L pour le 

resvératrol) ainsi que les propriétés astringentes rendent difficiles l’incorporation de ces 

molécules dans les aliments comme les boissons par exemple. D’un point de vue nutritionnel, 

les environnements physico-chimiques et biologiques des différentes étapes du système digestif 

contribuent à diminuer la stabilité des molécules par des réactions d’oxydation, d’isomérisation 

ou encore de métabolisme. Enfin, nous avons vu que les études pharmacocinétiques des 

stilbènes montrent une très faible biodisponibilité de ces composés. 

 

L’encapsulation des polyphénols fait l’objet de nombreuses recherches ces dernières 

années. Selon le moteur de recherches de données bibliographiques PubMed du National Center 

for Biotechnology Information (NCBI), plus de soixante-dix revues concernent l’encapsulation 

des polyphénols et le nombre de publications scientifiques contenant « resveratrol » et 

« encapsulation » a plus que doublé ces dix dernières années. Ainsi, dans le domaine 

nutraceutique, l’encapsulation des stilbènes pourrait être un moyen de limiter leur dégradation, 

mais également d’améliorer leur stabilité dans le tractus gastro-intestinal, leur absorption et par 

conséquent leur biodisponibilité. 

 

Ce chapitre vise dans un premier temps à fournir un aperçu général des principaux 

systèmes d’encapsulation existants, avant de résumer les études de l’impact de ces 

encapsulations sur la stabilité, la biodisponibilité ou encore les activités biologiques des 

stilbènes. Une attention particulière sera portée à l’encapsulation dans les liposomes 

multilamellaires de type oignons, qui est la technique utilisée dans le cadre de ces travaux de 

thèse. 

 

1. Différents systèmes d’encapsulation  

 

Il existe de nombreuses méthodes d’encapsulation de composés bioactifs, répertoriées 

dans plusieurs revues scientifiques. Dans ce paragraphe, différentes techniques d’encapsulation 

utilisées notamment pour les polyphénols seront brièvement expliquées, alors que la technique 

des liposomes sera détaillée.  
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1.1 Différentes techniques d’encapsulation 

 

Les inclusions. L’inclusion est une technique d’encapsulation moléculaire. Dans ce cas, une 

molécule dite « hôte » (ou un complexe moléculaire) va piéger le composé d’intérêt par des 

forces physiques (liaisons hydrogènes, forces de van der Waals). La plus connue et utilisée des 

molécules permettant l’encapsulation de composés est la cyclodextrine dite « molécule-cage ». 

Dans le cas du resvératrol, les deux molécules forment un complexe molaire 1:1, et cette 

association est spontanée [183]. Il existe également l’inclusion dans des levures [184]  et dans 

des protéines telles que la β-lactoglobuline [185] ou le sérum albumine bovin [186].  

 

Le Freeze-Drying. Plus connu en français sous le nom de lyophilisation ou dessiccation, c’est 

une technique très simple et largement utilisée pour l’encapsulation. La co-solubilisation du 

solvant avec la matrice (comme les maltodextrines par exemple), puis la solubilisation ou la 

suspension du composé à encapsuler permet, après lyophilisation, la formation d’un complexe 

molécule/matériau d’encapsulation. 

 

Le Spray-Drying. Le séchage par atomisation, ou spray-drying, est une autre technique 

physique d’encapsulation de composés d’intérêts. Ici, le mélange de la matrice (maltodextrine, 

gommes, etc) et du composé à encapsuler est introduit dans un pulvérisateur pour être séché à 

haute température afin de former des grains de petite taille.  

 

Les émulsions. L’émulsion est une technique d’encapsulation couramment utilisée dans les 

domaines pharmaceutiques et nutraceutiques. Les émulsions peuvent être simples ou doubles, 

directes ou inverses en fonction du caractère hydrophile ou hydrophobe de la molécule à 

encapsuler [187]. De façon générale, il s’agit du mélange de deux liquides non miscibles avec 

ajout potentiel d’un tensioactif. Le mélange de ces deux phases va engendrer la formation de 

gouttelettes, lipidiques ou aqueuses, de tailles variables (pouvant aller de quelques nanomètres 

à plusieurs micromètres). L’émulsion la plus basique est l’émulsion simple et directe ; l’ajout 

d’une phase huileuse dans un milieu aqueux (Oil-in-water single emulsion) en présence d’une 

molécule tensio-active, moyennant un apport d’énergie, va entrainer la formation de gouttes 

lipidiques, où les têtes polaires des tensio-actifs seront arrangées de telle sorte à être en contact 

de la phase aqueuse, quand les chaines hydrocarbonées apolaires seront dirigées à l’intérieur 

des gouttelettes.  

Cette configuration est utilisée pour l’encapsulation de composés hydrophobes qui 

seront alors piégés dans les chaines aliphatiques des lipides. A l’opposé, une émulsion inverse 

est composée de gouttelettes aqueuses dans un milieu huileux (Water-in-oil single emulsion), 

permettant ainsi l’encapsulation de composés hydrophiles. Lorsque les lipides utilisés pour la 

formation de ces émulsions sont à l’état solide, totalement ou partiellement, on parle alors de 

nanoparticules lipidiques solides. 

Les émulsions doubles peuvent elles aussi être directes ou inverses. Qu’elles soient 

directes (Water-in-oil-in-water double emulsion) ou inverses (Oil-in-water-in-oil double 

emulsion), la nature des phases (aqueuse ou huileuse) peut être différente. L’un des grands 

avantages des émulsions doubles est la possibilité de co-encapsuler des composés hydrophiles 

et lipophiles. Ainsi, Aditya et al. (2015), ont encapsulé la curcumine et la catéchine, qui sont 
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respectivement hydrophobe et hydrophile [188]. Plusieurs techniques existent pour produire 

des émulsions, les plus répandues étant l’homogénéisation et le solvent removal.  

 

Les nanoparticules polymériques. Très utilisées notamment dans le domaine médical, les 

nanoparticules polymériques existent sous deux formes. Lorsque la molécule encapsulée est 

contenue dans la matrice, elle-même formant une sphère inférieure à 1 µm, on parle de nano-

sphère. Si la molécule encapsulée est piégée à l’intérieur d’une vésicule sphérique présentant 

une paroi et un cœur solide ou liquide, on parle de nano-capsule. Le choix du polymère à utiliser 

pour l’encapsulation de composés dépend de la nature de ce composé mais également de la 

biocompatibilité du polymère [189]. Souvent fabriqués à partir poly(lactide-co-glycolide) 

(PLGA) ou poly-éthylène glycol (PEG), les nanoparticules ont l’avantage d’avoir une efficacité 

d’encapsulation très importante [190], pouvant varier selon le processus de fabrication [191]. 

 

1.2 L’encapsulation dans des liposomes 

 

Les liposomes sont des vésicules constituées en général de bicouches phospholipidiques 

entourant un cœur aqueux (Figure 17). La formation des bicouches phospholipidiques pour la 

fabrication des liposomes sera expliquée dans la section B.1.  

L’un des avantages des liposomes est qu’ils peuvent encapsuler des composés 

hydrophiles, hydrophobes mais également amphiphiles. En effet, le cœur aqueux permet 

l’encapsulation de composés hydrophiles, quand l’intérieur des bicouches phospholipidiques, 

constitué de chaînes hydrocarbonées, saturées ou non, peut contenir des composés 

hydrophobes. Les molécules amphiphiles se positionneront alors à l’interface des deux parties. 

  

 
Figure 17. Encapsulation des molécules dans les liposomes. Les molécules hydrophiles vont s’insérer dans le 

cœur aqueux des liposomes. Les molécules lipophiles vont interagir avec les chaînes aliphatiques des bicouches 

phospholipidiques. Enfin, les composés amphiphiles pourront s’insérer à l’interface des bicouches 

phospholipidiques. 

 

Classification des liposomes 

Il existe différentes façons de classer les liposomes : selon leur morphologie, leur 

composition, leur processus de fabrication ou encore selon leur application. Nous en 

présenterons ici deux. 
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Selon leur application. 

En 1998, Gert Storm et Daan J.A. Crommelin ont classé les liposomes en 4 grandes 

catégories [192] selon leur application :  

-les liposomes conventionnels, sont uniquement constitués de phospholipides, neutres ou 

chargés négativement. Leurs propriétés physico-chimiques varient selon leur charge, leur taille, 

et la nature des phospholipides utilisés, notamment la longueur des chaines hydrocarbonées 

ainsi que leur nombre d’insaturations [193] ; 

-les liposomes à longue circulation (stealth liposomes) sont recouverts d’un polymère qui 

permet d’augmenter la durée de vie des liposomes dans la circulation systémique. Le plus 

couramment utilisé est le (PEG), un polymère hydrophile qui se fixe à la surface des liposomes. 

-les liposomes cationiques sont composés de phospholipides cationiques, c’est-à-dire chargés 

positivement. Ces liposomes sont utilisés notamment pour la délivrance de matériel génétique ; 

-les immunoliposomes sont utilisés pour les applications pharmaceutiques. Ces objets ont à leur 

surface des anticorps ou des fragments d’anticorps pouvant directement être reconnus par leur 

cible.  

Dans le domaine de la nutraceutique, les trois premières classes de liposomes énumérées 

ci-dessus peuvent être utilisées.  

 

Selon leur morphologie. 

La morphologie fait référence à la taille des liposomes et au nombre de couches 

phospholipidiques qu’ils contiennent [183], comme indiqué dans la Figure 18. Ainsi, pour les 

objets ne contenant qu’une seule bicouche phospholipidique, on retrouve les Small Unilamellar 

Vesicles (SUV), dont la taille est inférieure à 80 nm, les Large Unilamellar Vesicles, de 200 nm 

à 400 nm et les Giant Unilamellar Vesicles (GUV, généralement supérieurs à 1 µM). Lorsque 

les objets sont composés de plusieurs bicouches phospholipidiques, ils prennent alors la 

dénomination de Multivesicular Vesicle (MVV) ou Oligolamellar Vesicle lorsque plusieurs 

vésicules sont piégées à l’intérieur d’une vésicule plus grande (l’objet est alors supérieur à 1 

µm de diamètre), ou de Multilamellar Vesicles (MLV) lorsque les bicouches phospholipidiques 

sont concentriques. 

 

 
Figure 18. Représentation schématique des différents types de liposomes [194] 
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2. Préparation et caractérisation des liposomes 

 

2.1 Protocoles de formation des liposomes 

 

La matière première : les phospholipides 

 

Le choix des phospholipides utilisés pour la fabrication de liposomes est déterminant 

pour la taille des couches phospholipidiques, la charge de surface des objets produits, la rigidité 

et la fluidité des bicouches [195]. Ces molécules amphiphiles sont classées en deux grandes 

catégories : les glycérophospholipides, où le groupement alcool est un glycéride, et les 

sphingophospholipides contenant de la sphingosine. Ces groupements sont liés d’une part à un 

groupement phosphate (et constituent alors la partie hydrophile) et d’autre part à deux acides 

gras (partie lipophiles). Dans la fabrication des liposomes, les phosphoglycérides les plus 

couramment utilisés sont les phosphatidylcholines (qui représentent à titre d’exemple 70% des 

phospholipides de l’organisme).  

La phosphatidylcholine, appelée également lécithine, est également utilisée comme 

émulsifiant dans l’industrie agro-alimentaire (code numérique E322). Ces phospholipides ont 

un groupement choline mais peuvent varier dans la nature des acides gras. On retrouve le plus 

généralement le 1,2-dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC), le 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-

glycero-3-phosphocholine (POPC), le 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DMPC), 

le Distearoylphosphatidylcholine (DSPC), le 1,2-Dilauroyl-sn-glycero-3-phosphorylcholine 

(DLPC) et le 1,2-Dipalmitoylphosphatidylcholine (DOPC), se différenciant les uns des autres 

par la longueur des chaines acyles (nombre de carbones), le nombre d’instaurations (double 

liaisons) et la configuration (cis- ou trans-) [195–197].  

 

Formation naturelle des bicouches phospholipidiques 

 

Les phospholipides seuls étant très peu solubles dans l’eau, ils vont de ce fait 

s’assembler naturellement en bicouches phospholipidiques ; les queues lipophiles vont 

s’assembler pour se protéger du contact de l’eau et ainsi, les têtes hydrophiles seront en contact 

avec le milieu aqueux. Une fois les bicouches formées, les queues hydrophobes des bords du 

disque phospholipidique sont encore en contact avec le milieu aqueux, et y ont une énergie 

associée : le disque va donc automatiquement se refermer en vésicule sphérique : c’est la 

formation de liposome. A partir de là, des forces hydrodynamiques peuvent entrainer la 

fragmentation de la bicouche phospholipidique et la formation de liposomes de plus petite taille. 

Dans la plupart des cas, les disques phospholipidiques sont « empilés » parallèlement, et 

entraîne alors la formation de vésicules multilamellaires [198]. 

Il existe plusieurs méthodes de fabrication des liposomes, entraînant la formation 

d’objets de différentes tailles et différents degrés de lamellarité. Une fois les vésicules formées, 

ces deux caractéristiques peuvent être modifiées par différentes techniques physico-chimiques.  
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Hydratation sur couche mince (méthode de Bangham) 

 

L’hydratation sur couche mince, appelée thin film hydration, est la technique la plus 

répandue de fabrication des liposomes et sera utilisée dans ces travaux. Les phospholipides et 

autres composés hydrophobes sont dissous dans un solvant organique, généralement du 

chloroforme, du méthanol ou un mélange de ces deux solvants. Les solvants sont ensuite 

éliminés (flux d’azote ou lyophilisation) [199]. A ce stade, on peut alors parler de proliposomes. 

En effet, le stockage des liposomes hydratés ayant un impact négatif sur leur stabilité, le 

développement de proliposomes permet un stockage à plus long terme des futurs liposomes. La 

méthode d’hydratation (d’apport de la phase aqueuse qui permettra la formation des vésicules 

à partir des proliposomes) est une étape déterminante dans la fabrication des liposomes 

puisqu’elle va avoir un impact sur la taille et la lamellarité des objets : 

-une hydratation dite « douce », ou natural swelling, du film phospholipidique durant quelques 

jours entraînera un gonflement naturel des disques et la formation de GUV mais également de 

MLV [198] ; 

-une hydratation avec application de forces de cisaillement entraînement la formation de 

MLV [200] ; 

-une hydratation avec flux hydrodynamique entraînera également la formation de MLV de 

tailles hétérogènes [198]. 

 

Électroformation 

  

Les empilements de bicouches phospholipidiques formés après évaporation des solvants 

seront déposés sur des électrodes et vont subir un champ électrique, généralement une 

alternance de courant direct / courant alternatif, ce qui entraînera la formation de GUV et MLV. 

Plusieurs paramètres viendront impacter la taille et le degré de lamellarité des objets formés, 

comme la température, le voltage, et la charge des phospholipides utilisés [201]. 

 

Formation des objets par injection de solvant organique 

 

Cette technique a l’avantage d’être rapide et ne nécessite que très peu d’étapes. Les 

phospholipides et autres composants hydrophobes sont dissous dans un solvant organique, 

comme l’éther, le méthanol ou l’éthanol. Après quoi, ils sont injectés dans un grand volume 

aqueux [199]. Les phospholipides au contact de la phase aqueuse vont alors former des 

vésicules pour limiter le contact des queux hydrophobes avec le milieu aqueux [202,203].  

 

L’évaporation en phase inverse 

 

La fabrication de liposomes par la technique d’évaporation en phase inverse est utilisée 

pour l’encapsulation de composés hydrophiles. Après l’étape d’évaporation des solvants, les 

phospholipides sont re-dissous dans un autre solvant organique comme l’éther diéthylique. 

L’incorporation de la phase aqueuse et l’apport d’énergie, par ultra-sons par exemple, va alors 

provoquer la formation de micelles inversées ou d’émulsions eau-dans-l’huile [204]. Le solvant 

est alors évaporé lentement sous pression réduite pour générer les liposomes. 
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L’utilisation de détergents 

 

L’utilisation de détergents, appelés également tensio-actifs, permet l’encapsulation de 

molécules hydrophobes. Les tensio-actifs sont des molécules amphiphiles de nature synthétique 

(comme le Triton par exemple) qui ont la capacité de dissoudre à forte concentration les 

phospholipides. Les phospholipides sont tout d’abord dissous dans un milieu aqueux à l’aide 

de ces tensio-actifs : les deux entités vont alors former des micelles « mixtes ». Les tensio-actifs 

sont ensuite éliminés par différentes techniques (dialyse, séparation sur colonne, etc). A mesure 

que les tensioactifs sont éliminés, les micelles vont proportionnellement s’enrichir en 

phospholipides et naturellement former des liposomes [205]. 

 

Les fluides supercritiques  

 

L’état supercritique de la matière a été mis en évidence en 1822 par Charles Cagniard 

de La Tour, et est un état qui se situe entre le liquide et le gaz. La matière est considérée comme 

étant à l’état supercritique lorsqu’elle subit une température et une pression supérieures à sa 

température et sa pression critiques. Le fluide supercritique le plus communément utilisé est le 

CO2 supercritique (scCO2). Il peut être utilisé pour deux objectifs distincts : pour solubiliser le 

soluté ou pour le faire précipiter (on appelle alors le scCO2 l’anti-solvant) [206].  

Dans la première méthode, le fluide est utilisé comme solvant ; une fois mélangé aux 

phospholipides, les changements de pressions et de température seront opérés afin de transiter 

l’état du fluide en état supercritique : les phospholipides vont alors s’arranger en 

bicouches [207]. La méthode de l’anti-solvant (supercritical anti-solvent) consiste à pulvériser 

du CO2 dans le mélange phospholipide / phase organique et de faire varier la pression et la 

température. En atteignant son état supercritique, le scCO2 va extraire les phospholipides tout 

en éliminant le solvant organique. Les phospholipides ainsi extraits dans la phase supercritique 

vont saturer cette phase et précipiter. Une hydratation permettra alors la formation des 

liposomes [206–208].  

 

Techniques de modification de taille et de lamellarité des objets formés 

 

L’utilisation des fluides supercritiques dans la fabrication de liposomes permet d’obtenir 

une homogénéité recherchée dans la taille et la lamellarité des objets, mais la plupart des autres 

techniques ne le permettent pas. De ce fait, plusieurs techniques ont été développées dans le but 

de réduire ou augmenter la taille des objets, et de jouer sur le nombre de bicouches 

phospholipidiques qu’ils contiennent.  

En suspension dans une solution aqueuse, les liposomes vont naturellement et 

progressivement augmenter de diamètre en fusionnant : c’est la coalescence. Par ailleurs, 

d’autres techniques permettent de faire varier la taille des objets : la sonication, par exemple, 

va faire diminuer les diamètres des liposomes. Cette technique a également un impact sur la 

lamellarité des objets : les liposomes en suspension vont s’entrechoquer, ce qui peut entraîner 

une déstabilisation des bicouches. La sonication est ainsi couramment utilisée pour passer 

d’objets multi-lamellaires à des objets unilamellaires. La méthode 
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d’hydratation / déshydratation ainsi que la méthode de congélation / décongélation (freeze-

thaw) va également déstabiliser l’intégrité des bicouches et permettre la réorganisation des 

phospholipides.  

Finalement, la technique la plus efficace est l’extrusion : la solution de liposome passe 

au travers d’un filtre composé d’une membrane (généralement en polycarbonate). La pression 

appliquée durant cette filtration et la taille des pores de la membrane sont des facteurs 

contrôlables qui permettent alors d’obtenir des objets avec une distribution de taille étroite 

[193,209].  

 

2.2 Caractérisations physico-chimiques des liposomes 

 

L’analyse des caractéristiques physico-chimiques des liposomes formés est cruciale 

pour pouvoir catégoriser ces objets et s’assurer de leur homogénéité et de la validité des 

procédés de fabrication. Quatre grandes caractéristiques sont généralement déterminées lors de 

la fabrication de liposomes : la morphologie, la taille et distribution de taille des objets, la 

charge de surface (ou potentiel Zeta), ainsi que le taux d’encapsulation.  

La morphologie désigne dans ce cas la forme des objets ainsi que leur degré de 

lamellarité. Elle se vérifie par des outils microscopiques, comme la microscopie optique qui 

permet de voir des objets supérieurs à environ 0,3 µm, et qui, sous lumière polarisée, permet de 

s’assurer du caractère multi-lamellaire des liposomes grâce à leur biréfringence. Il existe 

également la microscopie à électronique à balayage qui demande une préparation d’échantillon 

plus complexe (comme la cryogénisation dans le cas du Cryo-TEM) mais permet de visualiser 

le degré de lamellarité. Le caractère multilamellaire des objets peut également se vérifier par 

RMN du phosphore [193,199].  

La taille et la distribution de taille des objets est également une donnée importante dans 

la fabrication des liposomes, notamment pour leur application : une augmentation de la taille 

des liposomes entrainera une augmentation de la clairance liposomiale par exemple. Il existe, 

ici encore, plusieurs méthodes pour mesurer ce paramètre : la mesure du changement de 

d’impédance électrique proportionnel au volume des objets (Compteur Coulter), la 

granulométrie, et enfin la spectroscopie de corrélation de photon, ou encore la diffusion 

dynamique de la lumière (Dynamic Light Scattering, DLS). Cette technique se base sur la 

mesure des mouvements browniens que font naturellement les particules au contact du fluide 

dans lequel elles sont suspendues. Cette technique a l’avantage de pouvoir être utilisée pour des 

objets inférieurs à 1 µm; en revanche, elle n’est pas adaptée pour les populations 

polydisperses [195,198].  

La charge de surface, ou potentiel Zeta, est un paramètre important à mesurer puisqu’il 

va apporter des informations cruciales sur le comportement des liposomes vis-à-vis de leur 

capacité à s’agréger notamment. Cette charge de surface est due aux interactions 

électrostatiques qui existent entre les liposomes et l’environnement proche de ces objets. Il varie 

selon la nature des phospholipides, la nature du milieu dans lequel les objets sont suspendus et 

de la molécule encapsulée, et influe sur la stabilité des objets. Ainsi, les liposomes à charge 

neutre auront une faible stabilité et une tendance à l’agrégation, contrairement aux objets 

chargés qui se repousseront. La valeur de la charge aura également des conséquences sur les 

interactions des liposomes avec les cellules : un liposome chargé négativement aura tendance à 
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subir des endocytoses quand un liposome chargé positivement va interagir par fusion avec les 

cellules. Cette charge de surface est mesurée par une sonde de champ électrique ou par mesure 

de la mobilité électrophorétique (laser Doppler) et est exprimée en millivolts [193,198,210].  

Enfin, le denier paramètre important est le taux d’encapsulation des objets formés. Il est 

question ici de déterminer quel est le pourcentage de molécules bioactives introduites qui ont 

été effectivement encapsulées. 

 

Le calcul de ce taux d’encapsulation correspond au rapport entre la concentration en 

composés encapsulés sur la concentration en composés totale, multiplié par un facteur 100 : 

 

Taux d’encapsulation (%)=
[molécule encapsulée]

[total introduit]
x 100 

 

La difficulté dans le calcul du taux d’encapsulation réside dans la détermination de la 

concentration en molécules effectivement encapsulées. Cela nécessite de séparer les liposomes 

contenant la molécule du milieu de suspension contenant les molécules non-encapsulées, et il 

existe principalement 3 méthodes pour y parvenir [210,211] : 

- la dialyse, bien qu’étant une technique nécessitant du temps, permet de séparer par diffusion 

au travers d’une membrane poreuse spécifiquement choisie les molécules non-encapsulées, et 

a été de nombreuses fois utilisée pour séparer le resvératrol non encapsulé du resvératrol 

encapsulé dans les liposomes [212–214] par exemple ; 

- la centrifugation (pour des objets supérieurs à 1 µm [215,216]) et l’ultra-centrifugation 

permettent de faire précipiter les liposomes ; 

- la filtration sur gel sépare les liposomes des molécules non-encapsulées en jouant sur les 

caractéristiques du gel et des éluants [217–219]. 

Le calcul du taux d’encapsulation permet également de déterminer d’autres paramètres 

des liposomes produits, comme la stabilité de stockage. En effet, un suivi de l’évolution du taux 

d’encapsulation dans le temps d’une suspension de liposomes permettra de déterminer la 

cinétique de fuite des molécules encapsulées.  

 

2.3 Les liposomes multilamellaires de type oignon 

 

2.3.1 Généralités 

 

La fabrication et la caractérisation des liposomes multilamellaires de type oignon est 

relativement récente, puisque c’est l’équipe de Didier Roux (France) qui a développé la 

première technique de fabrication de ces objets et publié en 1993 [220]. Les liposomes 

multilamellaires de type oignon sont également appelés vésicules multilamellaires de type 

oignon ou encore sphérulites®. A la différence des MLVs classiques, l’enchainement des 

couches phospholipidiques concentriques se poursuit jusqu’au cœur des objets, diminuant ainsi 

la taille du cœur aqueux. Le développement de ces nouveaux objets (nanoscopiques ou 

microscopiques) a fait suite à l’étude du comportement des phases lamellaires lyotropiques sous 

l’action des forces de cisaillement [221]. En effet, l’application de forces de cisaillement (shear 

stress) sur une phase lamellaire constituée de phospholipides entraîne la formation de sphères 
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phospholipidiques concentriques. Les sphérulites ont ensuite été développés par une start up de 

la Région de Bordeaux (Capsulis) dans le but de développer des actifs encapsulés pour une 

application dans les domaines vétérinaires et cosmétiques [222]. Depuis cette date, plusieurs 

publications ont visé à étudier l’impact des conditions de fabrication sur leurs caractéristiques. 

 

2.3.2 Fabrication 

 

Les grandes étapes de fabrication des sphérulites® que nous avons utilisées au cours de 

ces travaux sont proches de celles des liposomes classiques : dissolution des phospholipides 

avec tensioactifs, évaporation des solvants utilisés, phase d’hydratation (Figure 19). La 

principale différence est l’application d’une force de frottement pour la production d’objets 

multilamellaires. De ce fait, plusieurs facteurs influenceront les caractéristiques physico-

chimiques des objets formés. 

 

 
Figure 19. Principales étapes de fabrication des liposomes multilamellaires de type oignons pour encapsuler une 

molécule hydrophobe à l’échelle moléculaire (A) ou microscopique (B). Cas de l’application des forces de 

frottement par cisaillement. Après co-solubilisation des différents composants et évaporation des solvants, 

l’apport d’eau va entraîner la formation de liposomes multi-vésiculaires qui, après application de forces de 

frottement, vont former des liposomes multilamellaires de type oignon. 

 

Dans un premier temps, la nature des composants utilisés aura des conséquences sur la 

taille et la charge des objets. La lécithine de soja ou d’œuf est généralement utilisée, avec ajout 

éventuel d’un tensioactif [222]. Le choix des phospholipides et tensioactifs utilisés est crucial : 

le ratio tensio-actif / phospholipide aura des conséquences sur la taille des objets [223], comme 

la récemment démontré Touti et al. (2020), ainsi que sur le taux d’encapsulation [224]. La 

fabrication de sphérulites® recouvert de polyéthylène glycol peut augmenter leur 

stabilité [225], et la nature des phospholipides influence la charge [223]. Enfin, plusieurs 

paramètres peuvent faire varier l’élasticité des objets, qui est une caractéristique clé notamment 

pour un développement d’objets à application cutanée [223,226].  
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Dans un second temps, les protocoles utilisés seront déterminants dans les caractères 

physico-chimiques des liposomes formés. Ainsi, l’étape d’hydratation est cruciale : la variation 

du de la quantité de phase aqueuse ajoutée lors de la phase de cisaillement a un impact sur la 

taille des objets formés [223]. Enfin, le temps d’hydratation est important dans la mesure où 

l’eau va diffuser lentement dans les phases lipidiques [222]. Une fois l’hydratation réalisée, la 

force, la vitesse et la durée des forces de cisaillement auront des conséquences sur la 

polydispersité, la taille et le taux d’encapsulation des objets [227]. Ces forces de cisaillement 

sont généralement réalisées à l’aide d’un dispositif fait maison de type cellule Couette (les 

phases lamellaires sont ici insérées entre deux cylindres, l’un statique et l’autre en rotation) ou 

d’une spatule [200,223]. 

 

2.3.3 Caractérisation et avantages des sphérulites 

 

La caractérisation de la taille, de la charge et du taux d’encapsulation des sphérulites 

nécessite les mêmes outils et techniques que pour les liposomes classiques [200]. La principale 

différence réside dans la caractérisation des propriétés morphologiques des objets, à savoir les 

caractères multilamellaire et concentrique.  

En lumière polarisée, l’empilement des bicouches phospholipidiques de façon 

concentrique ainsi que leur biréfringence ont la propriété de former des croix de Malte visibles 

au microscope [200,228] (Figure 20, A). Pour confirmer la multi-lamellarité, la diffraction par 

rayons X peut également être utilisée [228]. Afin de s’assurer que cet empilement concentrique 

atteigne le cœur des objets, la cryo-miscoscopie électronique peut être utilisée (Figure 20, B).   

 

 
Figure 20. Observation des sphérulites en miscroscopie à lumière polarisée (A) et Cryo-TEM (B). 

 (C. Faure, données personnelles avec permission) 

 

Les liposomes multi-lamellaires de type oignons présentent de nombreux avantages, 

notamment en nutraceutique, en plus des avantages de l’encapsulation de manière générale 

(amélioration de la stabilité, de la biodisponibilité, etc.). La présence de bicouches 

phospholipidiques permet l’encapsulation de composés hydrophiles, hydrophobes, amphiphiles 

mais également la co-encapsulation de composés initialement incompatibles, permettant la 

délivrance simultanée de deux molécules potentiellement synergiques. Le nombre de bicouches 

phospholipidiques (jusqu’au cœur des objets dans le cas des sphérulites®) permet d’augmenter 
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considérablement le taux d’encapsulation des composés. Enfin, la fabrication des liposomes 

multi-lamellaires est relativement simple pour une application à l’échelle industrielle. 

 

2.3.4 Encapsulation dans les sphérulites® 

 

L’enchaînement des bicouches phospholipidiques constituées de molécules amphiphiles 

comme expliqué précédemment permet l’encapsulation de composés hydrophiles et 

hydrophobes. Dans le cadre d’encapsulation de composés hydrophobes, l’avantage des 

sphérulites est l’augmentation du taux d’encapsulation de ces composés. En effet, 

l’augmentation du nombre de bicouches phospholipidiques augmente le ratio 

phospholipides / eau des objets, permettant ainsi l’encapsulation d’un plus grand nombre de 

composés hydrophobes.  

 

Il est par conséquent possible d’encapsuler une grande diversité de composés. Freund et 

al. (2000), ont ainsi encapsulé la protéine A (issu de Staphylococcus aureus) dans des 

sphérulites composées de lécithine, cholestérol et polyoxyéthylène. Les objets formés avaient 

alors un diamètre de 300 nm et présentaient une forte stabilité dans un modèle in vitro de milieu 

gastro-intestinal, à l’exception de la bile [227]. En fabriquant des sphérulites® radioactifs et en 

les administrant par voie intraveineuse et orale à des rats, ils ont également montré 

l’accumulation des objets dans le foie et la rate notamment, avec une stabilité bien supérieure 

à celle des liposomes unilamellaires [229]. 

 

Quelques années plus tard, Mignet et al. (2013) ont encapsulé des oligonucléotides dans 

deux préparations différentes de sphérulites et ont pu atteindre un taux d’encapsulation de 80% 

pour les objets fabriqués à partir de lécithine, d’eau, d’oléate macrogol et de dioleoyl-

phosphatidylethanolamine. Les sphérulites ainsi formées étaient monodisperses et avaient un 

diamètre moyen de 300 nm. L’encapsulation d’oligonucléotides a montré jusqu’à 100% de 

transfection de ces molécules sur des lignées cellulaires [230]. La technique de fabrication des 

sphérulites a également été utilisée pour l’encapsulation de la glucose oxydase [231] et de 

photosensibilisateurs [215]. La technique d’encapsulation dans les oignons également été 

appliquée à l’encapsulation de nanoparticules magnétiques [232]. 

 

Enfin, l’encapsulation dans les sphérulites de molécules naturelles est d’un grand intérêt 

pour permettre l’augmentation de leur stabilité, et de leur biodisponibilité. En préparant des 

sphérulites contenant de la rutine et de la naringénine, Kerduro et al. (2014), ont obtenu un taux 

d’encapsulation de 80% (la rutine et la naringénine étaient encapsulées et adsorbées par les 

sphérulites, respectivement) et ont démontré l’effet protecteur de cette encapsulation sur la 

dégradation de la rutine [233].  

 

L’ε-viniférine quant à elle, a également été incorporée dans des liposomes 

multilamellaires de type oignons contenant de la lécithine, du Tween80 et de l’eau. Les objets 

ainsi formés avaient un diamètre de 322 nm suivant une répartition monodisperse, un potentiel 

Zeta de -46 ± 2 mV et un taux d’encapsulation de 58 ± 3%. Dans cette étude, il a également été 
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montré que l’encapsulation de ce dimère du resvératrol augmentait sa solubilité dans l’eau, et 

diminuait sa photosensibilité, augmentant ainsi sa stabilité [200]. 

 

 

 3. L’encapsulation des stilbènes 

 

Plusieurs revues disponibles sur les bases de données scientifiques résument l’intérêt de 

l’encapsulation des polyphénols sur la stabilité, la biodisponibilité et les activités biologiques 

de ces composés [234]. Dans cette partie seront résumées de manière non exhaustive les 

principales conséquences de l’encapsulation du resvératrol selon des études in vitro (études 

physico-chimiques ou sur modèles cellulaires) et vivo sur modèle animal [183].  

 

3.1 Intérêts de l’encapsulation montrés à l’aide d’expérimentations in vitro 

 

Les conséquences de l’encapsulation du resvératrol mesurées in vitro peuvent se 

distinguer en trois parties : 

 

- les propriétés physico-chimiques. En effet, l’encapsulation du resvératrol permet 

d’augmenter sa solubilité en milieu aqueux [235,236] ou bien encore de limiter son 

isomérisation [213,237]. 

 

- la stabilité et la bioaccessibilité du resvératrol. La diminution de l’isomérisation et 

donc de la photodégradation du resvératrol permet d’augmenter sa bioaccessibilité. Concernant 

le dimère qui fait l’objet de ces travaux de thèse, l’encapsulation de l’ε-viniférine dans des 

liposomes multilamellaires de type oignons a récemment été développée, et cela a permis de 

mettre en évidence une augmentation de la photostabilité de ce composé [200]. Parallèlement, 

certaines études tendent à mesurer la stabilité des objets produits au contact de milieux modèles 

mimant les conditions physico-chimiques du tractus gastro-intestinal. Ainsi, après avoir 

encapsulé le resvératrol dans des nanoparticules lipidiques solides, Neves et al. (2013), ont 

montré que les objets formés étaient stables en milieux modèle gastrique (pH 1.2) et 

commençaient à se dégrader (fuite du resvératrol) en milieu modèle intestinal (pH 7.4) [190]. 

Certaines études ont utilisé des modèles cellulaires afin de mesurer l’absorption du resvératrol 

et sa potentielle internalisation cellulaire après encapsulation. L’encapsulation dans des 

liposomes permet par exemple d’augmenter la concentration cellulaire en resvératrol des 3T3-

L1, une lignée cellulaire de pré-adipocytes [237], et l’encapsulation dans des nanoparticules de 

PLGA engendre une augmentation de la concentration intracellulaire des HepG2, des cellules 

issues du tissu hépatique [238]. Enfin, la culture de cellules Caco2 (entérocytes), permet de 

mesurer le passage baso-latéral de composés à travers ces cellules : Sessa et al. (2014), ont ainsi 

montré une augmentation de la rapidité de passage à travers une monocouche de cellules Caco2 

du resvératrol encapsulé par émulsion [239]. 

 

- les propriétés biologiques. En effet, la comparaison des propriétés biologiques du 

resvératrol sous sa forme libre et sa forme encapsulée permet également de mettre en évidence 

les conséquences de l’encapsulation. L’encapsulation du resvératrol en comparaison à sa forme 
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libre augmenterait ses propriétés de diminution d’accumulation des lipides sur cellules 

HepG265, ou encore augmenterait le phénomène de brunissement des cellules 3T3-L1 [237] 

(propriétés anti-adipogéniques). De plus, l’encapsulation du resvératrol a également montré un 

intérêt certain dans l’inhibition de la croissance cellulaire de lignées tumorales, comme HeLa, 

HepG262 ou encore HCPC-I63, montrant ainsi que l’encapsulation permettait d’augmenter les 

propriétés biologiques du resvératrol en le rendant plus accessible aux cibles. Concernant les 

liposomes multi-lamellaires de type oignons, il a récemment été démontré que l’encapsulation 

de l’ε-viniférine diminuait la toxicité de cette molécule sur la lignée cellulaire Caco-2 [200].  

 

3.2 Intérêts de l’encapsulation montrés à l’aide d’expérimentations in vivo 

 

Les études in vivo qui tendent à mesurer les effets de l’encapsulation du resvératrol sont 

peu nombreuses. Un tableau non exhaustif résume les différentes études sur modèles animaux 

(tableau 5). La plupart de ces études visent à comparer les paramètres pharmacocinétiques après 

administration de la molécule sous sa forme encapsulée et sous sa forme libre. Parmi les 

différences redondantes, l’encapsulation a pour effet : 

 

- l’augmentation de la concentration plasmatique maximale : après administration orale, 

le resvératrol est retrouvé en plus forte concentration lorsque celui-ci a été administré sous sa 

forme encapsulée (ce qui a également été rapporté pour d’autres composés comme la curcumine 

[245,246] ou la quercétine [247]). C’est le cas par exemple dans l’étude de Yen et al. (2017), 

qui ont mesuré un Cmax deux fois plus élevé dans le plasma des rats après administration d’une 

émulsion contenant du resvératrol [248]. On retrouve également cette tendance dans d’autres 

études, après encapsulation du resvératrol dans des liposomes [218], des nanoparticules [249] 

ou encore après coacervation [250]. 

 

- l’augmentation du temps durant lequel la concentration plasmatique atteint son 

maximal : le Tmax est en effet augmenté dans la plupart des études utilisant l’administration par 

voie orale [251]. 

 

- l’augmentation du temps de résidence moyen de la molécule dans la circulation 

systémique (MRT) [251]. 

De plus, le resvératrol tend également à s’accumuler davantage dans les tissus après 

administration sous forme encapsulée. Ainsi, Narayanan et al. (2009), ont montré une 

concentration en resvératrol supérieure dans le tissu prostatique après administration de la 

forme encapsulée [252]. Après administration par voie intrapéritonéale, le resvératrol tend à 

s’accumuler davantage dans le cerveau, le foie et les reins quand il a été administré encapsulé 

dans des nanocapsules [253], et s’accumule également de manière plus importante dans un tissu 

tumoral [218]. 

 

L’augmentation des concentrations plasmatiques maximales après administration par 

voie orale indique une amélioration de la biodisponibilité du resvératrol [248] et de ses activités 

biologiques. Narayana et al. (2009), ont ainsi montré que l’encapsulation du resvératrol dans 

des liposomes permettait la diminution d’adénocarcinome prostatique après administration par 
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voie orale, et ce de manière plus significative que lorsque le resvératrol n’est pas 

encapsulé [252]. L’encapsulation de cette molécule permet également une diminution de 

l’inflammation [249], une augmentation de ses propriétés anti-fatigue chez le rat [248] ou 

encore une diminution des lésions intestinales qu’elle provoque [253]. 

Les études in vivo concernant l’encapsulation du resvératrol et ses conséquences 

témoignent de l’intérêt certain de cette technique d’administration pour améliorer la 

biodisponibilité de ce composé et par extrapolation, des composés de la famille des stilbènes 

ayant une très faible biodisponibilité. En plus de protéger le composé de sa dégradation, 

l’encapsulation permettrait d’augmenter l’absorption intestinale, et ainsi augmenter la 

concentration du composé dans l’organisme, et par conséquent son activité biologique. Bien 

que ces études aient été menées exclusivement sur les rongeurs, des études cliniques de phase 

I ou de phase II affirment que les bénéfices de l’encapsulation du resvératrol se retrouvent chez 

l’homme, que ce soit sur les paramètres pharmacocinétiques [139] ou sur les propriétés 

biologiques [254]



 

 

 

 

 

  
Tableau 5. Encapsulation du resvératrol et études in vivo 

Objet/Méthode de 

fabrication 

Composition Caractérisation Animal / Dose / 

Administration 

Effets Référence 

Liposome Lécithine Non renseigné Souris 

50 mg/kg  

Gavage 

Augmentation de la concentration en Rsv dans le sérum et le 

tissu prostatique 

Diminution de l’adénocarcinome prostatique 

[252] 

Nanocapsule avec corps 

lipidique 

poly(ε-

caprolactone), 

triglycérides 

caprique/capryli

que et sorbitan 

monostéarate 

241 ± 7 nm 

-14.1 ± 2.3 mV 

99.89 ± 1.3% EE 

Rat  

5 mg/kg 

intrapéritonéal (14j) 

 

Gavage 

Augmentation par 2 de la concentration dans le cerveau, le 

foie et les reins 

 

 

Lésions intestinales moindres  

[253] 

Emulsion (radioactif)  Amylose de 

maïs, sodium 

caséinate et 

glucose 

Distribution  

bi-modale  

Rat 

0.23mg 

gavage 

Augmantation de la radioactivité dans le sang et le foie 

Augmentation de la stabilité dans le petit intestin 

[134] 

Liposome, évaporation-

diffusion 

Lécithine, acide 

stéarique  

134 ± 7.6 nm 

-34.3 ± 2.5 mV 

88.9 ±3.1% EE 

Rat 

20mg/kg 

gavage 

Augmentation Tmax, Cmax, AUC 0-∞ et MRT augmentés [251] 

Liposomes 

multilamellaires, méthode 

pro-liposomes 

DSPC avec ou 

sans cholestérol 

108.4 nm 

97.22% ± 2.31% 

Rat 

50 mg/kg 

gavage 

Augmentation Tmax et AUC0-6h Cmax forme native, ratio 

formes native / glucuronidée, 

[255] 

Nanoparticules, 

évaporation de solvant puis 

spray-drying 

Zéine (protéine), 

lysine, sodium 

ascorbate 

307 ±3 nm 

-51.1 ± 1.55 mV 

82.1 ± 4.12 

Rat 

15 mg/kg 

gavage  

ou intraveineux 

Comparaison à encapsulation conventionnelle : augmentation 

AUC et Cmax 

Diminution de la concentration en TNF-α plasmatique après 

induction de l’inflammation 

[250] 



 

 

 

 

 

Liposome, thin film 

hydration puis sonication 

Lécithine, 

cholesterol avec 

ou sans D-α-

tocopheryl 

polyethylene 

glycol 1000 

succinate 

De 64.5 ± 5.56 à 

238.9 ±35.04 nm 

De 0.03 ± 0.02 à 

-2.1 ±0.76 mV 

Rat 

2 mg/kg 

intraveineux 

Augmentation AUC ( x 29), T1/2, MRT 

Augmentation de l’accumulation de resvératrol dans le 

cerveau (x 10) 

[256] 

Liposome (co-

encapsulation Paclitaxel), 

thin film hydration 

Lécithine, 

DSPE-

mPEG200 

50 nm 

92 ± 3% 

Souris MCF-7/Adr 

(résistantes) 

20 mg/kg 

intraveineux 

Augmentation de l’accumulation de resv »ratrol dans la 

tumeur 

Augmentation par 10 de l’AUC plasmatique 

[218] 

Emulsion huile dans eau Capryol 90, 

Cremophor EL, 

Tween20 

Entre 18.9 et 

44.8 nm 

Rat 

50 mg/kg 

gavage 

Augmentation par 2 du Cmax et de l’AUC, biodisponibilité 3 

fois supérieure 

Amélioration des propriétés anti-fatigue (durée de nage) 

[248] 

Co-acervation et spray-

drying 

Caséine 200 nm 

-19 ±1 mV 

68% EE 

Rat 

15 mg/kg 

gavage 

Augmentation Cmax et Tmax [250] 

Nano-particules, diffusion 

de solvant 

PLGA, N-

oleoyl-d-

galactosamine et 

Tween 80 

108.4 nm 

97.22% ± 2.31% 

Rat 

40 mg/kg, gavage 

Augmentation Cmax et biodisponibilité relative [257] 
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En se basant sur les données bibliographiques et les précédentes études menées au sein 

du laboratoire, les objectifs principaux de ce travail de thèse avaient pour buts : 

 

- l’encapsulation de l’ε-viniférine dans des liposomes multilamellaires ; 

- la production par hémisynthèse des métabolites glucuronidés de l’ε-viniférine ; 

- l’étude de l’impact de l’encapsulation sur les paramètres pharmacocinétiques, le 

métabolisme et la distribution tissulaire de l’ε-viniférine après administration orale 

chez le rat ; 

- la détermination des activités biologiques des métabolites glucuronidés sur modèles 

cellulaires. 

 

L’organisation générale des différents volumes de cette thèse est représentée en Figure 21. 

 

 
 

Figure 21. Organisation générale de la thèse 
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Dans un premier temps, l’encapsulation de l’ε-viniférine, s’est réalisée en collaboration 

avec le centre de Chimie et Biologie des Membranes et des Nano-Objets, et avait plusieurs 

objectifs : 

 - améliorer le taux d’encapsulation de l’ε-viniférine ; 

 - mesurer le taux d’encapsulation de façon simple et rapide ; 

 - tester la stabilité des objets formés. 

 

Ensuite, l’ε-viniférine ainsi encapsulée a permis de réaliser une expérimentation chez 

l’animal. Cette expérience in vivo représente le cœur du deuxième volume de cette thèse. Dans 

ce volume, l’objectif principal était divisé en plusieurs parties : 

- optimiser les paramètres de production des métabolites glucuronidés par 

hémisynthèse ; 

 - produire à moyenne échelle les métabolites glucuronidés et les purifier ; 

 - valider la méthode d’extraction de l’ε-viniférine et d’un glucuronides sur plasma ; 

 - réaliser l’étude in vivo chez le rat et déterminer les paramètres pharmacocinétiques ; 

 - doser l’ε-viniférine et ses métabolites glucuronidés dans les tissus suivants : le foie,  

les reins et 4 tissus adipeux. 

 

Dans le troisième et dernier volume, il était question de mesurer les potentielles 

propriétés biologiques des métabolites glucuronidés de l’ε-viniférine grâce à leur production en 

hémisynthèse. Cette partie est divisée en trois axes principaux : 

 

- étudier l’impact des glucuronides sur l’accumulation de triglycérides dans un 

modèle in vitro de stéatose hépatique ; 

 - mesurer les activités anti-inflammatoires de ces métabolites sur des macrophages ; 

- déterminer les potentielles biotransformations des composés testés au contact des 

lignées cellulaires. 

 

Dans un contexte de valorisation d’extraits végétaux pour la santé humaine, ces 

expériences visent à mieux comprendre le devenir de l’ε-viniférine dans l’organisme et émettre 

des hypothèses quant aux molécules responsables de ses activités biologiques. 
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Introduction 

 
Il a été démontré dans plusieurs articles scientifiques que l’encapsulation de composés 

dans des liposomes améliorait certains paramètres pharmacocinétiques de ces composés après 

administration chez l’animal et augmentait la biodisponibilité de ces 

molécules [186,242,250,253]. De plus, comme cela a été mentionné dans l’introduction 

générale, l’utilisation MLLs permet d’encapsuler un plus grand nombre de molécules que des 

liposomes unilamellaires et a l’avantage de pouvoir encapsuler des molécules hydrophiles, 

lipophiles et amphiphiles [198,200,224,227]. C’est pour ces raisons que l’encapsulation de l’ε-

viniférine dans les MLLs nous a semblé une piste intéressante dans le but d’améliorer la 

biodisponibilité de ce stilbène.  

Cette encapsulation a déjà été réalisée au laboratoire, en collaboration avec le CBMN 

de Bordeaux. L’encapsulation de l’ε-viniférine par la méthode de l’hydratation sur couche 

mince et après application de forces de frottement amène à la formation de MLLs de type 

oignons [200]. 

Cependant, après fabrication des MLLs, plusieurs paramètres sont nécessaires à 

déterminer : la taille, la charge de surface, la morphologie (lamellarité) et le taux 

d’encapsulation. Pour mesurer ce dernier, les principaux protocoles conventionnels sont 

couteux, en termes de temps et/ou d’équipement, et ne semblent donc pas adaptés à toutes les 

expériences. De ce fait, le développement d’une méthode rapide et peu couteuse semble être 

nécessaire. 

Enfin, la stabilité des MLLs peut être déterminées dans différentes matrices in 

vitro [254]. Il existe par exemple des milieux modèles mimant les conditions gastriques et 

intestinales, ou encore des fractions subcellulaires permettant de mimer les conditions 

physiologiques, et ainsi de déterminer les conséquences de l’encapsulation sur la stabilité et les 

potentielles biotransformations de la molécule [140].  

 

 

Objectifs 

 
Dans cette partie, nous avons souhaité améliorer la production des MLLs et déterminer 

leur stabilité. Ce travail a nécessité plusieurs étapes.  

Dans un premier temps, le protocole d’encapsulation de l’ε-viniférine a été optimisé 

en vue d’améliorer son taux d’encapsulation [200].  

Après avoir caractérisé les liposomes formés en termes de taille, morphologie et charge, 

le développement d’une nouvelle méthode de séparation de l’ε-viniférine non-encapsulée 

des MLLs a été réalisé. 

Enfin, la stabilité des MLLs a été déterminée dans différentes conditions : en suspension 

aqueuse et au contact de matrices biologiques telles que des fractions hépatiques de rats et 

d’humains (métabolisme in vitro).
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1. Amélioration de la fabrication des MLLs et mesure du taux 

d’encapsulation de l’ε-viniférine  

 

L’encapsulation de l’ε-viniférine dans les liposomes multilamellaires a été réalisée au 

laboratoire par la méthode classique de préparation des MLLs de type oignons à savoir le 

cisaillement d’une phase lamellaire [200]. Cette technique, a permis d’atteindre un taux 

d’encapsulation de 58 ± 3%. Un des objectifs de ce volet de thèse est d’améliorer le taux 

d’encapsulation de l’ε-viniférine. Après avoir fabriqué les objets, ils ont été caractérisés dans 

le but de comparer les différentes productions de MLLs. 

 

1.1 Protocole de fabrication et de caractérisation des MLLs 

 

La fabrication de ces objets s’est déroulée selon plusieurs étapes décrites ci-dessous. 

 

La Solubilisation : la lécithine de soja utilisée (P75, de 68% à 74% de phosphatidylcholine et 

lyso-phosphatidylacholine, ainsi que 7% à 11% de phosphatidylethanolamine, Lipoid GmbH, 

Allemagne) a été préalablement solubilisée dans l’eau Milli-Q et lyophilisée, et pesée afin de 

mesurer une masse exacte qui représente entre 52,5% et 56,5% de la masse totale des liposomes, 

selon le pourcentage d’ε-viniférine incorporé souhaité. Le tensio-actif (Tween80, Sigma-

Aldrich) a également été pesé et représente 11,5% de la masse totale. Enfin, l’ε-viniférine a été 

pesée, et toujours gardée à l’abri de la lumière. Ces trois composants ont ensuite été 

individuellement solubilisés dans l’éthanol ultrapure.  

 

La co-solubilisation : dans notre cas, la molécule à encapsuler est lipophile, et doit donc être 

ajoutée au même moment que les composés lipidiques. Une fois les trois composants 

individuellement solubilisés, ils ont été réunis, l’éthanol évaporé par séchage sous flux d’azote, 

puis l’échantillon a été lyophilisé. 

 

L’hydratation : dans ces travaux, nous avons fixé le pourcentage d’eau à 38% de la masse 

totale de la préparation, puisque c’est ce pourcentage qui a permis d’obtenir le meilleur taux 

d’encapsulation [200]. La poudre constituée des phospholipides, du tensio-actif et de l’ε-

viniférine a été précisément pesée dans une fiole de cisaillement afin de calculer le volume 

exacte d’eau à ajouter pour qu’il représente 32% de la masse finale.  

 

Les cisaillements. Les forces de frottement sont appliquées par cisaillement à l’aide d’une 

spatule. Avec cet outil, la « pâte » formée des constituants a été écrasée sur les parois de la fiole 

de cisaillement. La spatule fut utilisée de façon circulaire durant 5 minutes. Une légère 

centrifugation a été appliquée durant 5 min à 2000 rpm. Ce cycle [cisaillement + centrifugation] 

a été réalisé 3 fois, avant de placer les liposomes à 4 °C durant 24 heures. Après ces 24 heures, 

3 cycles [cisaillement + centrifugation] ont été réitérés. A la fin de ce protocole, les liposomes 

multilamellaires se sont formés et se retrouvent au contact les uns des autres. L’ajout d’un excès 

d’eau a permis de les désolidariser les uns des autres (Figure 22).  
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Figure 22. Représentation des MLLs avant et après suspension dans l’eau. L’apport d’eau en excès permet de 

séparer les différents MLLs les uns des autres. 

 

 

Une fois les objets formés, ils ont été caractérisés selon différents paramètres. Trois 

analyses, à savoir, la microscopie, la DLS et le potentiel zêta permettent de déterminer la 

morphologie, le diamètre et la disparité, ainsi que la charge de surface des objets formés, 

respectivement. Ils sont détaillés ci-dessous. Un quatrième paramètre, la détermination du taux 

d’encapsulation, sera détaillé dans le paragraphe 1.3.  

 

La microscopie a été réalisée sur un appareil Olympus BX51. Les MLLs ont été analysés de 

deux façons. Une suspension à 1 mg/mL de MLLs dans l’eau Milli-Q a été réalisée pour 

observer les objets en microscopie optique. A l’état de « pâte » (Figure 22, gauche), les MLLs 

ont été observés en microscopie en lumière polarisée.  

 

La DLS, via un analyseur de tailles de particules (Appareil Vasco, Cordouan Technologies 

Ltd., Pessac, France), a été utilisé pour mesurer le diamètre des objets. Pour ce faire, une 

suspension des MLLs à 1 mg/mL d’eau Milli-Q a été réalisée. Les indices de réfractions des 

liposomes (1,45) et de l’eau (1,33) ont été préalablement renseignés dans le logiciel afin de 

déterminer le diamètre des objets grâce à l’intensité de la lumière diffusée par les particules.  

 

Le potentiel Zeta, la charge électrique de surface des objets a été mesurée à l’aide d’un 

ZetaSizer Nano Serie (Malvern, France). Une suspension à 1 mg/mL des objets a été réalisée 

dans l’eau MilliQ, puis placée dans une cellule zêta à capillaires repliés. L’indice de réfraction 

du dispersant (l’eau, 1,33) et du composant principal (lécithine, 1,45) ont été préalablement 
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enregistrés dans le logiciel pour mesurer le potentiel zêta. Trois acquisitions minima ont été 

réalisées.  

 

1.2 Amélioration de la fabrication des MLLs 

 

L’amélioration de la fabrication des MLLs s’est faite en modifiant deux étapes. 

 

Nous avons, tout d’abord, modifié l’étape d’hydratation qui se faisait initialement en un 

seul ajout de 32 % d’eau. Ainsi, après avoir pesé précisément la poudre des autres constituants, 

16% d’eau ont été ajoutés à la préparation, et des cisaillements sont appliqués durant une minute 

avant d’ajouter les 16% d’eau restants. Cet apport d’eau en deux étapes a permis de favoriser 

la formation de liposomes multilamellaires. En effet, selon l’étude de Crauste-Manciet et al. 

2013 [228], l’incorporation de l’eau de manière fractionnée augmente la formation de 

liposomes multilamellaires par comparaison aux unilamellaires. 

 

Puis, le pourcentage d’ε-viniférine introduite dans les préparations a été optimisé afin 

de déterminer le pourcentage optimal, c’est-à-dire celui qui permettrait d’encapsuler la plus 

grande quantité d’ε-viniférine sans détériorer la morphologie des objets. Trois productions ont 

été réalisées, à 3%, 6% et 9%. Après mesure du diamètre moyen en DLS, il s’est avéré que 

l’augmentation du pourcentage d’ε-viniférine incorporé engendrait une légère augmentation du 

taux d’encapsulation, mais également une augmentation du diamètre moyen des objets 

(résultats non présentés). En testant des productions à 4% de la molécule, il s’est avéré que les 

diamètres n’étaient pas significativement différents des objets préparés à partir de 3% d’ε-

viniférine. De ce fait, nous avons fixé à 4% la proportion d’ε-viniférine introduite dans les 

futures préparations.  

Chaque production a été analysée au microscope optique et sous lumière polarisée. 

Comme indiqué en Figure 23, la présence de croix de Malte causée par les phénomènes de 

biréfringence témoigne de la multi-lamellarité des objets formés. 

 

 
 

Figure 23. Image de microscopie en lumière polarisée d’une production de MLLs fabriqués à partir de 4% d’ε-

viniférine 
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Le protocole de fabrication a donc été modifié par rapport au protocole précédemment 

publié [200]. Ainsi, l’hydratation en 2 ajouts et l’augmentation du pourcentage d’ε-viniférine 

(passant de 3% à 4%) ont nettement amélioré le taux d’encapsulation qui est alors passé de 58 

± 3% à 80 ± 4%. Selon l’étude de Crauste-Manciet et al. 2013 [228], l’incorporation de l’eau 

de manière fractionnée augmente la formation de liposomes multilamellaires par comparaison 

aux unilamellaires, ce qui justifie cette amélioration du taux d’encapsulation. 

 

1.3 Séparation de l’ε-viniférine non-encapsulée par les méthodes conventionnelles 

 

La mesure du taux d’encapsulation passe obligatoirement par une étape qui permet de 

séparer les MLLs de l’ε-viniférine non encapsulée. Les méthodes conventionnelles existantes 

pour cette séparation sont : 

-la séparation sur colonne (Figure 24, A) qui repose sur le principe de la chromatographie par 

exclusion de taille ; 

-l’ultracentrifugation (Figure 24, B) qui permet de faire précipiter les liposomes et garder en 

suspension les molécules non encapsulées.  

Cependant, celles-ci présentent plusieurs inconvénients dont le principal est le temps de 

réalisation. Nous avons donc souhaité développer une nouvelle méthode plus rapide, celle-ci 

est basée sur la filtration inverse (Figure 24, C). 

.  

 
Figure 24. Différents protocoles de mesure du taux d’encapsulation d’une suspension de MLLs contenant l’ε-

viniférine encapsulée et non-encapsulée. (A) Chromatographie d’exclusion de taille, (B) ultracentrifugation et 

(C) filtration inverse. 
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Pour le développement de la méthode de séparation par filtration inverses, plusieurs 

paramètres ont été déterminés : 

-la nature des filtres utilisés pour filtrer la suspension de MLLs afin de retenir l’ε-viniférine 

non-encapsulée, et ne pas retenir les MLLs ; 

-la capacité des filtres à retenir une quantité donnée d’ε-viniférine ; 

-les spectres d’absorbances de composants des MLLs. 

 

1.4 De développement de la méthode de séparation de l’ε-viniférine non-encapsulée  

 

Les résultats du développement de la méthode de séparation de l’ε-viniférine non-

encapsulée ont fait l’objet d’un article scientifique publié dans le journal Pharmaceutics : 

 

Beaumont, P., Courtois, A., Richard, T., Krisa, S., & Faure, C. (2021). Encapsulation of ε-

viniferin into multi-lamellar liposomes: Development of a rapid, easy and cost-efficient 

separation method to determine the encapsulation efficiency. Pharmaceutics, 13(4), NA. 

https://doi.org/10.3390/pharmaceutics13040566 
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1.5 Conclusions sur la méthode de séparation par filtration 

 

Après avoir amélioré le taux d’encapsulation de l’ε-viniférine dans les MLLs (section 

1.2), nous avons développé une nouvelle méthode de mesure du taux d’encapsulation. Des 

techniques de filtration par rétention des liposomes existent déjà, mais sont difficilement 

applicables aux objets déformables, qui peuvent alors passer au travers des filtres [223]. Cette 

méthode, basée sur l’adsorption, permet alors de retenir les molécules non-encapsulées et 

d’éluer la suspension de MLLs.  

 

Cette nouvelle technique a plusieurs avantages. Premièrement, elle permet de 

s’affranchir des erreurs de mesures liées aux agrégats d’ε-viniférine non encapsulée. La 

molécule encapsulée étant lipophiles, sa fuite en milieu aqueux entraine son agrégation, pouvant 

fausser le dosage des composés encapsulés en éluant avec les MLLs dans la méthode de 

chromatographie par exclusion de taille, ou en précipitant dans la méthode 

d’ultracentrifugation. Deuxièmement, cette méthode est peu couteuse en matière, c’est-à-dire 

en MLLs nécessaires à une mesure. Dans ce contexte, seulement 2 mg de MLLs sont 

nécessaires, pour 10 mg avec la méthode de chromatographie d’exclusion de taille, et 10 mg 

minimum pour la méthode d’ultracentrifugation. Enfin, la détermination du taux 

d’encapsulation avec cette méthode est rapide. Le taux d’encapsulation est déterminé en 10 

minutes, quand il faut au minimum 1 heure pour séparer les molécules encapsulées dans les 

deux autres méthodes, en plus du temps nécessaire au dosage des solutions.  

 

Ces trois avantages, et plus particulièrement la rapidité de la nouvelle méthode, 

permettent de faire des mesures régulièrement, et ainsi réaliser des tests de stabilité des MLLs. 

Enfin, cette méthode est en théorie applicable à d’autre type de nano-objets, comme à d’autres 

molécules encapsulées, dans la mesure où les taux de rétention et de saturation des filtres utilisés 

sont préalablement déterminés.
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2. Mesure de la stabilité des MLLs dans différentes matrices 

 

2.1 Stabilité des MLLs suspendus en solution aqueuse 

 

Pour suivre la stabilité des MLLs, ceux-ci ont été caractérisés en termes de morphologie, 

taille et charge de surface, avant d’être suspendus dans l’eau Milli-Q à une concentration de 1 

mg/mL. Le taux d’encapsulation a été mesuré régulièrement durant 70 jours, en faisant subir à 

la suspension une légère centrifugation (500 rpm, 10 min) avant la mesure. 

D’après l’évolution du taux d’encapsulation dans le temps (Figure 5, de la publication 

page 104), il semblerait que les MLLs aient été relativement stables dans la mesure où après 77 

jours, 31% de l’ε-viniférine initialement encapsulée a fui des MLLs. La suspension de MLLs 

dans l’eau est relativement stable, et permet donc de pouvoir stocker les MLLs en suspension 

dans l’eau, sans craindre de dégradation. 

 

2.2 Stabilité des MLLs dans un milieu réactionnel 

 

Les MLLs contenant l’ε-viniférine ont été mis au contact de fractions hépatiques de rat 

et d’humain (fractions S9, Biopredic International, Saint-Grégoire, France) afin d’en mesurer 

le métabolisme, et de le comparer à celui l’ε-viniférine non encapsulée. 

 

2.2.1 Stabilité des objets dans le milieu réactionnel 

 

La stabilité des MLLs dans le milieu réactionnel nécessaire aux expériences de 

métabolisme in vitro a dans un premier temps été déterminée. Les évolutions de la taille et du 

taux d’encapsulation de l’ε-viniférine ont été déterminées dans un milieu de réaction nécessaire 

au métabolisme in vitro, à savoir 5 mM de MgCl2, 10 mM de dithiothréitol, 50 mM de Tris 

(pour un pH ajusté à 7,4 avec une solution d’HCl), durant 40 et 90 minutes.  

D’après les résultats d’analyse du diamètre moyen des objets (Figure 25, A) et les 

calculs du taux d’encapsulation (Figure 25, B) ; il semblerait que le milieu de suspension n’ait 

pas d’impact significatif sur la taille des MLLs. Le taux d’encapsulation ne varie pas de manière 

significative après incubation dans le milieu réactionnel. 

 
Figure 25. Stabilité des MLLs dans l’eau et le milieu réactionnel 

Comparaison du diamètre (A) et du taux d’encapsulation (B) de l’ε-viniférine dans les de MLLs après 

suspension dans l’eau, le milieu réactionnel, ou le milieu réactionnel après 40 et 90 min d’incubation à 37°C. 
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Cette suspension est donc stable en milieu réactionnel. En effet, les MLLs contenant l’ε-

viniférine ont conservé leur intégrité et leur taux d’encapsulation dans des conditions 

expérimentales relativement proches des conditions physiologiques (37°C, pH 7,4). Cette 

mesure de stabilité a permis de réaliser des tests de biotransformation de l’ε-viniférine 

encapsulée au contact d’enzymes du métabolisme en s’affranchissant de l’hypothèse de 

dégradation des MLLs causée par le milieu réactionnel.  

 

2.3 Impact de l’encapsulation de l’ε-viniférine sur son métabolisme in vitro 

 

Les expériences de glucuronidation in vitro ont été réalisées en comparant l’ε-viniférine 

libre et encapsulée. Pour s’assurer que les concentrations exposées aux fractions hépatiques 

soient les mêmes, les solutions de molécules libres et encapsulées (après passage sur filtre 

PVDF) ont été analysées en UPLC couplée à une barrette de diode et un spectromètre de masse 

(DAD-MS) avec la méthode présentée dans la publication page 105, et ajustées si besoin.  

 

L’ε-viniférine (concentration finale de 100 µM) a été mise au contact des fractions 

hépatiques de rat et d’humain (2 mg/mL), d’alaméthicine (25 µg/mL), d’UDPGA (100 µM) 

dans un volume final de 100 µL. Toutes les expériences ont été réalisées en 4 réplicats et dans 

la glace. Les réactions de glucuronidation ont été initiées en plongeant les échantillons dans un 

bain-marie à 37 °C durant 40 minutes, puis stoppées par ajout de 100 µL de méthanol glacé. 

Après centrifugation, (30 minutes, 10 000g, 4 °C) les surnageants ont été analysés en UPLC-

DAD-MS. L’analyse du chromatogramme a été réalisée à une longueur d’onde de 320 nm. Une 

condition « témoin » a été réalisée en incubant l’ε-viniférine en l’absence des fractions 

hépatiques et du cosubstrat, et représente l’ε-viniférine non métabolisée.   

 

Les 4 isomères de l’ε-viniférine glucuronidée ont été numérotés par ordre d’élution 

(Figure 26). Le profil métabolique (proportion de chacun des 4 glucuronides) ne diffère pas 

selon la forme de la molécule (libre ou encapsulée) et sont en accord avec les résultats 

précédemment obtenus au laboratoire [140]. En effet, les fractions hépatiques de rat forment 

très majoritairement de l’ε-viniférine-glucuronide-1 (nommé VG1), quand les fractions 

humaines forment de l’ε-viniférine-glucuronide 1 et 4 (VG1 et VG4). Bien que chaque 

glucuronide ait été quantifié individuellement, les aires des pics des 4 formes ont été additionnés 

pour simplifier la lecture des résultats. 
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Figure 26. Chromatogramme UPLC-DAD à 320 nm d’une réaction de glucuronidation in vitro avec des fractions 

hépatiques de rat. 

Les 4 isomères de l’ε-viniférine sont numérotés de 1 à 4 par ordre d’élution. 

 

Concernant les fractions hépatiques de rat, l’ε-viniférine est significativement moins 

métabolisée lorsque la molécule était exposée sous forme encapsulée (34,3 ± 1,1 % d’ε-

viniférine) que sous sa forme libre (25,8 ± 0,5 % d’ε-viniférine). Pour les fractions hépatiques 

humaines, la même tendance a été constatée : 72,2 ± 3,7 % d’ε-viniférine non métabolisée pour 

la molécule sous forme encapsulée, contre 49,6 ± 2,7 % pour la molécule sous forme libre. De 

plus, pour les fractions hépatiques humaines, la concentration en ε-viniférine-glucuronides 

totaux après exposition à la molécule encapsulée (37,3 ± 0,6 %) était significativement 

inférieure par comparaison à l’exposition de la molécule sous sa forme libre (46,4 ± 2,2 %). 

 

 
Figure 27. Dosage de l’ε-viniférine et total des ε-viniférine-glucuronides après expositions à des fractions 

hépatiques. 

Fractions hépatiques de rat (A) et d’humain (B) de la forme libre ou encapsulée dans les MLLs (** : 

p<0,005 ; *** : p<0,0005, test de Student). 
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L’encapsulation de l’ε-viniférine semble donc diminuer son accessibilité aux enzymes. 

En effet, l’encapsulation de l’ε-viniférine dans les MLLs permettrait de limiter sa 

glucuronidation au contact de fractions hépatiques. Ces résultats montrent que l’encapsulation 

aurait une action protectrice contre les enzymes du métabolisme dans ces conditions 

expérimentales. En effet, s’agissant de fractions hépatiques utilisées in vitro, l’extrapolation à 

l’échelle de l’organisme est difficile dans la mesure où MLLs n’ont pas subi les étapes en amont 

du métabolisme hépatique, à savoir le passage dans les différentes parties du système digestif, 

ainsi que l’absorption intestinale. Des études in vitro avec l’utilisation de milieux modèles 

gastro-intestinaux (réalisées aux CBMN) ont montré une bonne stabilité des MLLs en milieu 

modèle gastrique, et une détérioration progressive de ceux-ci en milieu intestinal, ce qui nous 

laisse penser que les MLLs n’atteignent pas les hépatocytes dans leur forme initiale.   
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Conclusions générales du volume I 
 
 

Ce premier volume de thèse était consacré à l’encapsulation de l’ε-viniférine dans les 

MLLs. Les expériences menées en collaboration avec le CBMN (Bordeaux) ont permis de 

produire et caractériser ces MLLs. 

 

❖ Nous avons amélioré le taux d’encapsulation de l’ε-viniférine en optimisant les 

paramètres de production des MLLs.  

La molécule à encapsuler étant lipophile, l’utilisation de nano-objets constitués de plusieurs 

couches phospholipidiques permet, à la différence des liposomes unilamellaires, d’obtenir un 

taux d’encapsulation élevé. L’optimisation du protocole de fabrication a permis d’améliorer ce 

taux par rapport aux précédentes études. 

 

❖ La mesure du taux d’encapsulation s’est faite par une technique originale, rapide et 

peu couteuse en matière.  

La méthode nouvellement développée, basée sur l’adsorption, permet de séparer les molécules 

non-encapsulées par filtration. De ce fait, le taux d’encapsulation a pu, grâce à cette méthode, 

être déterminé plus rapidement qu’avec les méthodes conventionnelles.  

 

❖ Les MLLs produits sont stables dans différents modèles in vitro.  

Les études in vitro réalisées dans cette partie ont permis de mesurer la stabilité des MLLs 

produits. La méthode de mesure du taux d’encapsulation a été appliquée pour suivre l’évolution 

du taux d’encapsulation des MLLs, dans un premier temps dans l’eau, puis dans une solution 

proche des conditions physiologiques.  

 

Une fois ces trois résultats obtenus, des productions à plus grandes échelles ont pu être 

entreprises dans le but de réaliser une étude in vivo sur rat, qui constitue le deuxième volume 

de cette thèse.   
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Introduction 
 

Bien qu’elle ait montré des propriétés biologiques intéressantes in vivo, l’ε-viniférine 

est un stilbène peu biodisponible, notamment du fait de sa faible absorption intestinale [255] et 

de son fort métabolisme [142]. Pour pallier à la faible biodisponibilité de certains polyphénols, 

de nombreuses études ces dernières années ont visé à déterminer l’impact de l’encapsulation de 

ces polyphénols sur leurs paramètres pharmacocinétiques après administration orale chez 

l’animal. Par exemple, comme cela a été décrit dans l’introduction de ce manuscrit, 

l’encapsulation du resvératrol peut améliorer ses paramètres pharmacocinétiques [245,247].  

L’objectif principal de ce volume est d’évaluer si l’administration d’une forme 

encapsulée d’ε-viniférine représente une piste intéressante pour améliorer ses paramètres 

pharmacocinétiques. 

Différents travaux réalisés précédemment dans notre équipe ont montré que l’ε-

viniférine subit un fort métabolisme [1]. Ce métabolisme de phase II permet d’augmenter 

d’hydrophilicité des composés pour faciliter leur élimination par l’organisme. Plus 

particulièrement, une étude réalisée chez des rats ayant reçu une administration par voie IP d’ε-

viniférine a permis d’identifier la présence des glucuronides in vivo  [256]. Cependant, dans 

cette étude, les concentrations en glucuronides sont exprimées en équivalence d’ε-viniférine. 

En effet, les métabolites glucuronidés de l’ε-viniférine ne sont pas commercialisés, ce qui rend 

leur quantification spécifique difficile. 

Plusieurs méthodes sont possibles pour obtenir des molécules issues du métabolisme. 

La production de ces composés par utilisation de fractions hépatiques ou encore la production 

par hémisynthèse. La production de métabolites glucuronidés a d’ores et déjà été réalisée pour 

plusieurs polyphénols comme l’acide caféique, la quercétine ou encore le resvératrol [257–

262]. 

 

Objectifs 

 
L’optimisation de la méthode de fabrication des MLLs (décrite dans le volume 1) a 

permis de produire à moyenne échelle de l’ε-viniférine encapsulée en quantité suffisante pour 

réaliser une étude in vivo. Nous avons donc dans ce volume deux objectifs. 

 

Le premier est l’optimisation de la production par hemisynthèse des 4 isoformes 

glucuronidés de l’ε-viniférine en améliorant les paramètres de la réaction et en optimisant la 

méthode de séparation par HPLC-semi-préparative des 4 molécules. 

 

Le second est d’évaluer l’impact de l’encapsulation de l’ε-viniférine sur ses 

paramètres pharmacocinétiques. Cet objectif sera atteint à l’aide d’une expérience 

réalisée sur des rats, qui nécessite une étape préliminaire de validation de méthode 

d’extraction et de dosage de la molécule mère (l’ε-viniférine) et de l’un de ses glucuronides 

dans le plasma. 
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1. Optimisation de la production des métabolites glucuronidés par 

hémisynthèse  

 
1.1 Stratégie, matériel et méthodes 

 

La production des 4 isoformes glucuronidées a été réalisée par hémisynthèse, c’est-à-

dire en partant de l’ε-viniférine. La réaction d’hémisynthèse s’est faite en trois étapes, 

schématisées en Figure 28 : 

- l’ε-viniférine a dans un premier temps été dissoute dans l’éthanol ultrapure, et mis au contact 

d’une solution basique (constituée ici de K2CO3 dissout dans l’eau). Le K2CO3, 

devenant 2K+ + CO3
2- au contact de l’eau, déprotone les groupements hydroxyles de l’ε-

viniférine ; 

- dans un deuxième temps, de l’ester méthylique d'acide acétobromo-α-D-glucuronique dissout 

dans l’éthanol, est ajouté à la solution. Le carbone anomérique de l’ester méthylique d'acide 

acétobromo-α-D-glucuronique portant l’atome de brome subit donc l’attaque nucléophile d’une 

des fonctions phénols déprotonées de l’ε-viniférine via un mécanisme de type SN1, libérant 

ainsi Br- dans la solution ; 

- enfin, la déprotection des fonctions hydroxyles et de la fonction acide du groupement acide 

glucuronique ajouté sur l’ε-viniférine a été réalisée in situ par le milieu alcalin. Avant le 

traitement du milieu réactionnel, le pH de celui-ci est diminué jusqu’à 5-6 par ajout d’acide 

formique. 

 
Figure 28. Étapes de la réaction de glucuronidation de l’ε-viniférine par hémisynthèse 

La réaction d’hémisynthèse sur l’ε-viniférine permet de produire 4 isoformes glucuronidés, 

nommés VG1, VG2, VG3 et VF4 et dont les structures sont schématisées en Figure 29. 
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Figure 29. Structure des différents isomères de l’ε-viniférine glucuronidée 

1.1.1 Optimisation des paramètres de la réaction d’hémisynthèse 

 

La production des glucuronides de l’ε-viniférine par hémisynthèse a été optimisée selon 

plusieurs paramètres : 

- le temps de la réaction : de 1 h à 72 h ; 

- la température : température ambiante (20 °C) et 50 °C ; 

- l’agitation : avec agitation magnétique ou non ; 

- la nature de la base : deux bases ont été testées pour leur capacité à arracher un proton des 

groupements hydroxyle de l’ε-viniférine (K2CO3, CS2CO3). 

Les différentes conditions ont été réalisées sur des quantités d’ε-viniférine inférieures à 2 mg. 

 

Une fois la base choisie, la quantité de celle-ci (en équivalence molaire d’ε-viniférine) 

et la quantité l’ester méthylique d'acide acétobromo-α-D-glucuronique ont été optimisées afin 

de déterminer les quantités optimales permettant la plus importante production de glucuronides. 

Pour ce faire, un plan expérimental à deux facteurs et trois niveaux a été réalisé, selon le design 

schématisé en Figure 30.  



 

 

Volume II - Quantification de l’ε-viniférine et ses métabolites glucuronidés dans le plasma et 

les tissus de rat après administration orale de la molécule libre et encapsulée 

 

130 

 

 
Figure 30. Design du plan factoriel à deux facteurs, utilisé pour optimiser la réaction d’hémisynthèse. 

 

Ce plan expérimental permet alors de réaliser un nombre relativement restreint 

d’expériences (9 conditions différentes, dont une réalisée en triplicat, soit 11 réactions au total) 

et, à l’aide du logiciel Statgraphic, de modéliser la surface de réponse pour déterminer les 

paramètres optimaux. Après avoir fixé les valeurs minimales et maximales des paramètres, les 

différentes conditions à tester ont été calculées et sont indiquées dans le Tableau 6.  

 

Tableau 6. Conditions des expériences réalisées pour le plan expérimental. *= point central 

Nom Coordonnées Eq. Base Eq. ester méthylique d'acide 

acétobromo-α-D-

glucuronique 

Base 

(mg) 

Ester méthylique 

d'acide acétobromo-

α-D-glucuronique  

(mg) 

A (0,0) * 12 6 3,65 5,25 

B (-1,1) 4 10 1,22 8,75 

C (-1,-1) 4 2 1,22 1,75 

D (0,-1) 12 2 3,65 1,75 

E (0,1) 12 10 3,65 8,75 

F (1,-1) 20 2 6,09 1,75 

G (-1,0) 4 6 1,22 5,25 

H (0,0) * 12 6 3,65 5,25 

I (1,0) 20 6 6,09 5,25 

J (1,1) 20 10 6,09 8,75 

K (0,0) * 12 6 3,65 5,25 

 

 

A la fin des réactions, un volume de la réaction a été acidifié avec de l’acide formique 

et injecté en UPLC-DAD-MS avec la méthode préalablement établie et présentée dans la 

publication page 105 [140].  
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Les aires des pics correspondant aux 4 isoformes de l’ε-viniférine-glucuronide à la 

longueur d’onde de 320 nm ont été intégrés et additionnés. La somme de ces aires a été utilisée 

pour calculer le rendement de production ; et corresponde à la réponse du plan d’expérience.  

 

1.1.2 Purification des métabolites par HPLC semi-préparative 

 

Une fois les paramètres de la réaction d’hémisynthèse optimisés, des productions à plus 

grande échelle (à partir de 30 mg d’ε-viniférine) ont été réalisées dans le but de purifier quelques 

milligrammes de chaque isoforme. Après avoir stoppé la réaction d’hémisynthèse, les solvants 

ont été évaporés avec un évaporateur rotatif sous vide. Le culot a été repris dans un volume 

d’eau ultrapure.  

 

Une première étape de séparation par extraction liquide/liquide avec de l’acétate 

d’éthyle (3 cycles) a été réalisée dans une ampoule à décanter. Les phases organiques ont été 

réunies, évaporées et reprises dans un petit volume de solvant (methanol:eau, 50:50, v:v) avant 

d’être injectées en HPLC-semi-préparative pour la purification des glucuronides.  

 

La séparation des 4 métabolites glucuronidés par HPLC-semi-préparative couplée à un 

détecteur UV-VIS (Prostar 325, Varian, Palo Alto, CA, USA) a été optimisée, afin d’augmenter 

la quantité injectée et ainsi de diminuer le nombre d’injections nécessaires pour purifier la 

totalité de la production. Le choix des solvants a été l’un des paramètres d’optimisation. Le 

solvant A était de l’eau et plusieurs solvants B ont été testés : le méthanol, l’acétonitrile, le 

méthanol :eau (50 :50, v :v). De plus, plusieurs gradients ont été testés, faisant varier le 

pourcentage de départ de solvant B. Les fractions récoltées ont été analysées en UPLC-DAD-

MS pour s’assurer de la pureté des pics à 320 nm. 

 

1.2 Résultats et discussion de l’optimisation de la production des glucuronides par 

hémisynthèse 

 

1.2.1 Détermination des paramètres de la réaction d’hémisynthèse 

 

Lors de l’optimisation de la réaction, il a été montré que l’agitation permettait 

d’augmenter la production de glucuronides (données non montrées). La Figure 31 montre que 

l’utilisation d’une température à 50 °C permet d’améliorer la production. De plus, la base qui a 

permis l’obtention du meilleur ratio [air des glucuronides totaux] / [aire de l’ε-viniférine] était 

le K2CO3. En effet, pour les mêmes équivalences en potassium et césium, le ratio issu de la 

réaction avec le potassium avoisinait les 12%, quand celui avec le césium était à 9% (Figure 

31). Enfin, la formation des glucuronidation avec K2CO3 à 50 °C semblait atteindre un plateau 

après 24 heures de réactions. 

 

Les deux bases testées ont des électronégativités différentes, (0,82 et 0,79 pour le 

potassium et le césium, respectivement) ; et l’hydrogène ayant une électronégativité de 2.2, 

c’est donc le césium qui a une différence d’électronégativité plus importante, et donc 

hypothétiquement un pouvoir déprotonant plus important. De manière surprenante, l’utilisation 
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du césium n’a pas amélioré la production de glucuronidation. De plus, une diminution de l’ε-

viniférine a été mise en évidence, avec la formation d’un nouveau composé de masse sur charge 

(m/z) de 467, qui pourrait correspondre à un ajout de groupement méthyle. Une analyse en 

MS/MS et/ou une analyse en RMN du proton permettrait de déterminer la structure de ce 

composé. 

 

 
Figure 31. Réaction de glucuronidation par hémisynthèse (% des aires à 320 nm du total des glucuronides / aire 

de l’ε-viniférine) de trois expériences (potassium à température ambiante, potassium à 50°C, césium à 50°C) 

 

Le plan d’expérience visant à optimiser les quantités de réactifs a par conséquent été 

réalisé, en fixant les autres paramètres à 24 heures de réaction, à 50 °C, sous agitation et avec 

utilisation du K2CO3.  

 

La somme des aires des pics correspondant aux 4 glucuronides et les différents 

paramètres testés ont permis de modéliser la surface de réponse (Figure 31). D’après les 

analyses réalisées grâce au logiciel Statgraphic, il semblerait que la quantité de K2CO3 ait un 

impact positif et significatif sur la production de glucuronides (test ANOVA, p=0,0177). En 

revanche, l’augmentation de l’ester méthylique d'acide acétobromo-α-D-glucuronique à lui seul 

n’explique pas l’augmentation du ratio des glucuronides (p=0,3103). Il semblerait donc que ce 

soit l’étape de déprotonation de l’ε-viniférine qui soit limitante dans cette réaction. 

 

Grâce à l’équation de la surface de réponse, les conditions optimales calculées étaient : 

20 eq. de K2CO3 et 9,6 eq. d’ester méthylique d'acide acétobromo-α-D-glucuronique.  



 

 

Volume II - Quantification de l’ε-viniférine et ses métabolites glucuronidés dans le plasma et 

les tissus de rat après administration orale de la molécule libre et encapsulée 

 

133 

 

 
Figure 32. Surface de réponse du ratio des glucuronides totaux produits par hémisynthèse (AUC à 320 nm du 

total des 4 glucuronides) 

 

Les conditions expérimentales de l’hémisynthèse ainsi définies permettent d’obtenir un 

rendement de production (calculé à partir des aires des pics = rendement théorique) de 12%. 

Les glucuronides ont alors été produits en quantité plus importante (à partir de 30 mg d’ε-

viniférine) afin d’optimiser la méthode de séparation par HPLC-semi-préparative.  

 

1.2.2 Purification des 4 isoformes glucuronidés de l’ε-viniférine  

 

La méthode de séparation en HPLC-semi-préparative a été optimisée en suivant 

l’élution des différents pics à 320 nm. Après avoir testé différents solvants, le couple de solvant 

qui permettait la meilleure séparation était l’eau et l’acétonitrile, tous les deux acidifiés à 

0,025% d’acide trifluoroacétique. Plusieurs gradients ont été testés afin d’obtenir celui qui 

permettait la meilleure séparation des 4 glucuronides (Figure 33, A).  

 

Il s’est avéré que VG1 était le métabolite majoritairement produit après hémisynthèse. 

Cette prédominance de VG1, dont le glucuronide se situe sur le carbone 13 du cycle A1 (R2, 

Figure 29, page 129 et Figure 34 page 135), pourrait s’expliquer par le faible encombrement 

stérique du groupement hydroxyle initial.  

 

Les 4 glucuronides et ε-viniférine non transformée ont été individuellement injectés en 

UPLC-DAD-MS (Figure 33, B). Les puretés, calculées sur la base du chromatogramme à 320 

nm sont de 94,2%, 93,2% 97,0% et 97,2% pour VG1, VG2, VG3 et VG4, respectivement. Après 

évaporation des solvants à l’évaporateur rotatif sous vide, la lyophilisation de la solution 

aqueuse a permis d’obtenir les glucuronides sous forme de poudre. 
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Figure 33. Chromatogramme à 320 nm de la production passée en HPLC-semi-préparative (A), et 

chromatogramme des pics récoltés en UPLC-DAD à 320 nm (B). 

 

Une purification à partir de 100 mg d’ε-viniférine a ainsi permis d’obtenir 8,7 mg de 

VG1, 5,6 mg de VG2, 4,9 mg de VG3 et 3,5 mg de VG4. Ces masses obtenues permettent de 

calculer le rendement de la production à environ 23%, mais ce chiffre ne représente pas le 

rendement de la réaction d’hémisynthèse. En effet, ce rendement de réaction est sous-estimé, 

aux vues des pertes de matières durant les différentes étapes de purification, à savoir les 

évaporations, les injections en HPLC-semi-préparative et la lyophilisation. 

 

Il existe une différence entre le rendement théorique de 12% et le rendement calculé à 

partir des pesées des poudres (23%). Cette différence est certainement due au coefficient 

d’absorption des glucuronides qui diffère de celui de l’ε-viniférine. 

 

Bien que le ratio de glucuronides totaux produits en hémisynthèse soit inférieur à celui 

obtenu avec utilisation de fractions hépatiques (12% de glucuronidation contre 78% avec 

l’utilisation de fractions hépatiques de rat [140]), les réactions par hémisynthèse sont moins 

couteuses et permettent l’obtention des 4 glucuronides.  

 

L’optimisation de ces étapes de production et de purification nous ont donc permis de 

produire des quantités de glucuronides suffisantes pour la suite de notre travail.  
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2. Effet de l’encapsulation de l’ε-viniférine sur ses paramètres 

pharmacocinétiques et sa distribution tissulaire chez le rat 

 
Au préalable de l’étude pharmacocinétique réalisée chez le rat après administration 

orale, une étape de validation de la méthode d’extraction et de quantification dans le plasma a 

été entreprise sur l’ε-viniférine et sa forme glucuronide principale, VG1, dont la structure est 

présentée en Figure 34. En effet, VG1 étant le composé majoritaire retrouvé in vitro après 

exposition de la forme native aux fractions hépatiques ; et in vivo chez le rat, il a donc été utilisé 

pour la validation de méthode. 

 

 
Figure 34. Structure de VG1 

 

2.1 Validation de la méthode d’extraction et de quantification sur plasma 

  

 2.1.1 Matériel et méthodes 

 

Plusieurs paramètres ont été mesurés pour valider la méthode d’extraction et de 

quantification de l’ε-viniférine et de VG1 sur le plasma de rat. La validation de méthode s’est 

faite en se basant sur les lignes directrices de l’agence européennes de médecine ainsi que sur 

celles des Etats-Unis [263,264]. L’analyse des échantillons a été réalisée en UPLC couplée à 

un spectromètre de masse à haute résolution de type Exactive benchtrop Orbitrap mass 

spectrometer heated electrospray ionization (HESI), dont les paramètres de masse ont été 

préalablement optimisés. Pour chaque échantillon, les chromatogrammes des ions 

correspondants aux masses attendues (masse sur charge m/z de 453,1343 et 629,1664 pour l’ε-

viniférine et les glucuronides, respectivement) ont été générés via le logiciel XCalibur. Les pics 

correspondant aux composés ont été intégrés et les concentrations calculées grâce aux courbes 

de calibrations établies avec l’ε-viniférine et VG1 (précédemment purifié). 

 

Les extractions sur plasma ont été réalisées comme indiqué ci-après : après 

décongélation progressive dans la glace, 120 µL de plasma ont été mélangés à 360 µL de 

méthanol ultrapure froid. Chaque échantillon a été vortexé durant 30 secondes avant d’être 

centrifugé 30 minutes à 10 000 g et 4°C. Une partie du surnageant (380 µL) a été séchée par un 

système d’évaporation sous vide de type Speedvac®. Avant injection en UPLC, les résidus sont 
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repris dans 60 µL de méthanol:eau (50:50, v:v) avant d’être de nouveau centrifugés selon les 

mêmes conditions. Enfin, 40 µL de surnageant ont été mis en cupules pour analyse.  

 

Plusieurs paramètres de validation ont été testés. Les limites de quantifications (LOQ) 

des deux molécules ont d’abord été déterminées en injectant 5 fois de petites concentrations ; 

la LOQ étant la plus petite concentration pour laquelle l’écart type relatif (relative standard 

deviation, RSD) des 5 réplicats était inférieur à 15%, et pour laquelle la déviation entre la 

concentration théorique et la concentration mesurée était inférieure à 15%.  

 

Après avoir déterminé les LOQ, trois concentrations ont été utilisées pour le reste des 

mesures de validation de méthode. Les plus fortes concentrations ont été injectées et suivies 

directement d’un blanc (injection du solvant), afin de s’assurer du carry-over. Ces fortes 

concentrations ont également été injectées juste avant un plasma blanc, pour comparer les 

chromatogrammes et s’assurer de l’absence de pics co-éluant avec les composés d’intérêt. 

Enfin, l’effet matrice et l’efficacité de l’extraction ont été déterminées en ajoutant dans les 

échantillons les composés à trois concentrations connues, après extraction ou avant extraction, 

respectivement.  

 

 2.1.2 Résultats et discussion de la validation de méthode  

 

Après détermination des LOQ (0,5 ng/mL et 25 ng/mL pour l’ε-viniférine et VG1, 

respectivement) les gammes d’étalonnage ont pu être établies. Les équations de droite 

d’étalonnage étant différentes, il semblerait que l’expression de la concentration des 

glucuronides en équivalence ε-viniférine entraîne une sous-estimation des concentrations 

réelles de ces glucuronides.  

 

La méthode d’extraction a été validée, comme décrit dans la publication page 138. 

Cependant, concernant VG1, un effet matrice a été observé. En effet, une perte de 30% du signal 

a été calculée entre VG1 ajouté dans le solvant et VG1 ajouté dans un plasma blanc 

préalablement extrait. Plusieurs hypothèses peuvent expliquer cela ; VG1 a pu interagir avec 

les protéines plasmatiques comme l’albumine ou les lipoprotéines [265], et ainsi précipiter lors 

de la dernière centrifugation du protocole, ou subir des phénomènes de suppression d’ionisation 

due à des interactions matricielles lors de l’analyse au spectromètre de masse. Afin de 

s’affranchir de ces biais, les gammes étalon ont été réalisées dans la matrice, c’est-à-dire dans 

le plasma (R² supérieurs à 0,999) (Figure 35). 
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Figure 35. Courbes de calibration de l’ε-viniférine et VG1 dans le plasma blanc de rat 

 

Ce travail de validation nous permettra donc de doser avec certitude l’ε-viniférine et ses 

glucuronides dans le plasma de rats de l’expérimentation in vivo décrite dans le paragraphe 

suivant.  

 

2.2 Impact de l’encapsulation de l’ε-viniférine sur ses paramètres pharmacocinétiques 

 

L’expérience in vivo sur rat a été réalisée après approbation par le comité d’éthique de 

l’Université de Bordeaux. 

 

Cette expérience a été réalisée sur rats Wistar divisés en deux groupes. Le premier 

groupe a reçu l’ε-viniférine sous sa forme libre à hauteur de 20 mg/kg pc et le second a reçu 

l’ε-viniférine encapsulée dans les MLLs, à 20 mg/kg pc d’ε-viniférine également. Les deux 

groupes ont reçu la molécule par voie orale (administration intra-gastrique). Les plasmas ont 

ensuite été récupérés à différents temps (20, 40, 60, 100, 140, 180 et 210 minutes après 

administration). Quatre heures après administration, les rats ont été sacrifiés et les foies, les 

reins, et quatre tissus adipeux blancs (épididymaire, mésentérique, rétro-péritonéal et sous-

cutané) ont été prélevés. 

 

L’analyse de ces échantillons a fait l’objet d’une publication scientifique en révision 

dans le journal Nutrients, dans l’issue spéciale « Natural Food Ingredients for Human Health : 

New Insights from a Metabolic Perspective ».  

 

Cet article a pour titre « Trans-ε-viniferin encapsulation in multi-lamellar liposomes: 

consequences on pharmacological parameters, biodistribution and glucuronide formation in 

rats ». 
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2.3 Discussions sur la pharmacocinétique et la distribution tissulaire de l’ε-viniférine 

encapsulée et non encapsulée chez le rat 

 

Dans cette étude, nous avons montré une importante glucuronidation (principalement 

en l’isoforme 1, VG1, majoritaire, suivi de VG4, minoritaire) issue du métabolisme hépatique 

mais également intestinal de la molécule mère après administration orale. De plus, une 

probable circulation entéro-hépatique des formes glucuronides permet de prolonger le 

temps de présence de ces composés dans l’organisme. 

Cependant, les résultats de cette étude ne nous permettent pas de connaître la structure 

de la molécule qui regagne les intestins par les canalicules biliaires. En effet, il se pourrait que 

les métabolites glucuronidés rejoignent les intestins et soient absorbés de nouveau, ou que ce 

soit la forme native qui regagne la lumière intestinale et soit métabolisée à ce niveau. Des 

analyses du contenu de la bile permettraient de comprendre sous quelle forme l’ε-viniférine 

rejoint les intestins depuis le foie. Des études sur d’autres stilbènes ont montré la prédominance 

des formes glucuronidées dans la bile après administration par voie orale de picéide [272], ou 

de resvératrol [273], suggérant que ce sont les formes métabolisées qui gagneraient les intestins 

par excrétion biliaire.  

Dans cette étude, aucun métabolite autre que les glucuronides n’a été détecté dans les 

échantillons. Il est possible que les métabolites sulfo-conjugués ou d’autres composés issus du 

métabolisme du microbiote intestinal soient en dessous des seuils de détection de la méthode 

analytique. Le développement d’une méthode spécifique à ces composés pourrait faire l’objet 

d’un travail complémentaire. 

 

L’encapsulation de l’ε-viniférine dans les MLLs a permis de prolonger l’exposition 

des glucuronides dans la circulation systémique et d’augmenter de manière significative 

leurs concentrations dans le foie, les reins et les tissus adipeux mésentériques 4 heures après 

administration.  

Ce phénomène pourrait s’expliquer par la libération progressive de l’ε-viniférine par 

destruction des liposomes multilamellaires dans le milieu intestinal. En effet, des expériences 

sur milieux modèles stomacal et intestinal (réalisées au CBMN) ont montré que le milieu 

modèle intestinal entraînait une fuite de l’ε-viniférine encapsulée. Cette libération prolongée 

entraînerait alors un temps d’exposition à l’intestin, et donc au foie, plus long, justifiant la 

formation d’un plateau.  

Dans cette étude, il n’était cependant pas possible de déterminer sous quelle forme 

(encapsulée ou non) l’ε-viniférine traverse la barrière intestinale. En effet, en plus de 

l’hypothèse de la destruction des MLLs en milieu intestinal, les MLLs pourraient être 

internalisés par endocytose, ou par fusion avec la membrane plasmique des entérocytes, comme 

cela a été suggéré par plusieurs auteurs [254,268–271].  
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Enfin, il a été mis en évidence, pour la première fois après administration orale la 

présence de l’ε-viniférine et de ses métabolites glucuronidés dans les tissus adipeux.  

Les concentrations relativement élevées des composés dans le tissu mésentérique par 

rapport aux autres tissus adipeux blancs pourraient s’expliquer de différentes façons. D’une 

part, les composés quantifiés dans le tissu mésentérique pourrait venir des vaisseaux sanguins 

présents dans ce tissu, étant donné que le mésentère est fortement vascularisé. D’autre part, les 

composés pourraient venir du système lymphatique. En effet, les intestins et le mésentère 

partagent le même réseau lymphatique. Les molécules pourraient alors rejoindre le tissu 

mésentérique sans passer par le système vasculaire [272]. Il a par exemple été montré dans une 

étude sur le porc, que le resvératrol et ses métabolites glucuronidés pouvaient se trouver dans 

le système lymphatique, suggérant le possible passage des stilbène dans ce réseau.  

 

Plusieurs processus pourraient expliquer l’accumulation de formes aglycones dans les 

tissus adipeux blancs (entre 18% et 49%) : 

-les formes glucuronidées présentes dans la circulation systémique pourraient, une fois 

dans le tissu adipeux, subir l’activité de β-glucuronidase et redevenir aglycones. L’activité β-

glucuronidase des tissus adipeux pourrait être due aux macrophages de ce tissus [273], capable 

d’hydrolyser les métabolites glucuronidés, comme cela a été démontré sur certains 

flavonoïdes [274] ; 

-la forme aglycone, bien qu’elle soit largement inférieure aux formes glucuronidées 

dans le sang, pourrait préférentiellement entrer dans le tissu adipeux. Une autre hypothèse est 

que ces composés pourraient être transportés par le système lymphatique. 
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Conclusions générales du volume II 
 

 

Dans cette partie, l’objectif principal était de déterminer l’impact de l’encapsulation de 

l’ε-viniférine dans les MLLs sur ses paramètres pharmacocinétiques in vivo. Partant du fait que 

les formes glucuronidées des stilbènes sont souvent majoritaires dans l’organisme après 

administration, nous avons entrepris de les produire, pour permette leur quantification 

spécifique dans le plasma et les tissus de rat.  

 

❖ Les méthodes de production par hémisynthèse et de purification des glucuronides 

de l’ε-viniférine ont été optimisées. 

Cela nous a permis d’obtenir les 4 glucuronides de ce stilbène sous forme de poudre en quantités 

suffisantes pour la suite des travaux.  

Le glucuronide VG1 a été utilisé pour la quantification des glucuronides totaux dans 

l’expérience in vivo. 

 

❖ L’encapsulation de l’ε-viniférine entraîne une augmentation du temps d’exposition 

de l’organisme aux métabolites glucuronidés.  

Par comparaison avec d’autres études in vivo d’administration de formes encapsulées, 

l’encapsulation de l’ε-viniférine dans les MLLs n’entraîne pas de grandes améliorations des 

paramètres pharmacocinétiques de la molécule administrée. La principale différence réside 

dans l’accumulation des formes glucuronidées, supérieures dans certains organes après 

administration de la forme encapsulée. Bien que nous nous attendions à des variations 

significatives pour les paramètres pharmacocinétiques de l’ε-viniférine, cette étude in vivo a 

mis en lumière d’autres résultats intéressants. 

 

❖ La glucuronidation est plus importante après administration orale qu’après 

administration en IP.  

La production et l’utilisation de VG1 a permis de quantifier spécifiquement les glucuronides et 

de constater que les concentrations étaient sous-estimées lorsqu’elles étaient exprimées en 

équivalence ε-viniférine. Au-delà de ces différences analytiques, l’administration par voie orale 

entraîne une proportion de glucuronides supérieure, par comparaison à l’administration en IP. 

Cette différence souligne l’importance du métabolisme intestinal dans la biotransformation de 

l’ε-viniférine.  

 

❖ Les tissus adipeux blancs accumulent la forme aglycone de manière significative.  

Bien que les glucuronides soient également présents, la présence des formes aglycones dans les 

tissus adipeux blancs est remarquable du fait de sa proportion élevée, par comparaison au foie, 

au plasma et aux reins, où les glucuronides sont très fortement majoritaires.  

 

Cette étude sur l’animal a permis de mettre en évidence la très forte glucuronidation de 

l’ε-viniférine après administration orale, et nous a amené à nous interroger sur les potentielles 

propriétés biologiques de ces métabolites. 
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Introduction 

 
L’ε-viniférine administrée par voie orale a montré des propriétés biologiques 

intéressantes dans plusieurs études. Ohara et al., en 2015, ont montré une diminution de la prise 

de poids de souris nourries avec un régime hypercalorique quand celles-ci recevaient de l’ε-

viniférine [275]. Cette molécule a également entraîné une diminution de l’accumulation de TG 

dans le foie, ainsi qu’une diminution de marqueurs de l’inflammation, comme TNFα et 

monocyte chemoattractant protein 1 (MCP-1) [275]. De plus, Liu et al., (2020) ont montré 

qu’elle permettait la diminution du degré d’inflammation du foie de souris diabétiques, et 

diminuait la concentration plasmatique de TG [287]. Ces deux études témoignent des propriétés 

in vivo de l’ε-viniférine, notamment dans au niveau de la prévention de l’accumulation de TG 

dans le foie, et au niveau de l’inflammation associée aux pathologies métaboliques. Ces 

processus sont responsables du développement de stéatose hépatique non-alcoolique [155]. 

Dans le volume II de cette thèse, nous avons montré qu’après administration par voie 

orale de l’ε-viniférine, celle-ci était retrouvée en très grande majorité sous forme glucuronidée 

dans le foie : les formes glucuronidées représentent plus de 98% des molécules retrouvées. 

Nous proposons donc l’hypothèse que les glucuronides pourraient être impliqués dans les 

activités anti-stéatosiques de l’ε-viniférine, à savoir dans la diminution de TG dans le foie, ainsi 

que dans les activités anti-inflammatoires.  

 

Objectifs 
 

L’optimisation de la production de glucuronides décrite dans le volume II a permis la 

production des 4 isoformes de l’ε-viniférine glucuronides. De ce fait, nous avons entrepris 

d’évaluer leurs activités biologiques sur des lignées cellulaires d’hépatocytes (cellules du foie) 

et de macrophages (cellules impliquées dans l’inflammation).   

 

Ce volume de thèse est basé sur l’étude in vitro des métabolites glucuronidés de l’ε-

viniférine. Il est divisé en plusieurs objectifs. 

Le premier est de déterminer les activités des glucuronides sur l’accumulation des TG 

dans un modèle cellulaire de stéatose hépatique. Pour ce faire, la lignée cellulaire AML-12 

(alpha mouse liver 12) a été utilisée. De plus, les différentes voies impliquées dans le processus 

d’accumulation des TG ont été étudiées.  

Le deuxième objectif est de déterminer les potentielles activités anti-inflammatoires 

des métabolites glucuronidés. L’utilisation de macrophages RAW 264.7 induits en 

inflammation par ajout de lipopolysaccharides (LPS) permet de mesurer l’impact des molécules 

sur la production d’un marqueur inflammatoire par les cellules.  

Enfin, le troisième objectif est de déterminer le devenir des métabolites glucuronidés au 

contact des deux lignées cellulaires. L’analyse des milieux de culture par UPLC-DAD-MS 

permet donc déterminer si les métabolites subissent des transformations au contact de ces 

lignées. 
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1. Activités des glucuronides de l’ε-viniférine sur l’accumulation de 

triglycérides dans des hépatocytes en culture induits en stéatose  

 

1.1 Stratégie, matériel et méthode des expériences sur hépatocytes 

 

Les expériences sur la lignée cellulaire d’hépatocytes AML-12 ont fait l’objet d’une 

mobilité internationale en collaboration avec le Groupe Nutrition et Obésité de la Faculté de 

Pharmacie et Sciences des Aliments de l’Université du Pays Basque (Espagne).  

 

L’exposition d’acide palmitique (palmitic acid, PA) aux cellules entraîne une 

accumulation de TG dans les gouttelettes lipidiques de ces cellules, et permet d’induire un état 

stéatosique. Dans ces expériences, le resvératrol, l’ε-viniférine et les 4 glucuronides de l’ε-

viniférine ont été exposés aux cellules en présence de PA à deux concentrations : 1 et 10 µM. 

Les dosages de la viabilité cellulaire ainsi que l’accumulation de TG ont été réalisés par 

colorimétrie. 

 

Afin de déterminer les mécanismes d’action impliqués dans les potentielles diminutions 

de TG, deux techniques ont été utilisées. Les ARNm de certains gènes impliqués dans les voies 

métaboliques menant à l’accumulation de lipides (CS, CTP1a, UCP2, DGAT2) ont été dosés 

par Reverse-Phase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR). Enfin, les protéines principalement 

impliquées dans l’accumulation de TG, à savoir l’ACC (phosphorylée), FAS et FATP2, ont été 

quantifiés par Western Blot et immunodétection.  

 

Dans le but de déterminer le métabolisme des différents stilbènes au contact de la lignée 

cellulaire d’hépatocytes, les milieux de culture ont été récoltés et analysés à Bordeaux, grâce 

aux outils analytiques de l’axe MIB. Les détails du matériel et des méthodes utilisées pour 

réaliser ces expériences sont présentées dans l’article associé à ces expériences (page 162). 
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1.2 Résultats et discussion des expériences sur hépatocytes 

 

Dans ces expériences, la lignée cellulaire d’hépatocyte AML-12 a été exposée à l’acide 

palmitique pour induire l’accumulation des TG. Les images de microscopie optique présentées 

en Figure 36 témoignent de l’accumulation des TG (Figure 36, C) alors stockés dans les 

gouttelettes lipidiques des cellules.  

 

 
Figure 36. Images en microscope optique (objectif x40) des cellules AML12 (A) avant confluence, (B) à 

confluence et (C) après induction de l’état stéatosique par exposition au PA 

 

Les résultats des expériences sur hépatocytes sont présentés ci-après sous la forme d’un 

article scientifique. Après analyse et discussions des résultats, il s’est avéré que cette étude 

nécessitait des expériences complémentaires actuellement en cours, afin d’appuyer les résultats 

et enrichir la discussion, notamment sur le métabolisme de VG1 au contact des cellules (dosage 

des métabolites intracellulaires).  

 

Cet article s’intitule “Glucuronide metabolites of trans-ε-viniferin decrease 

triglycerides accumulation on in vitro model of hepatic steatosis”. 
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Abstract  

Trans-ε-viniferin, a resveratrol dimer found mainly in grapevine wood, has shown protective capacities 

against hepatic steatosis in vivo. On the other hand, this compound is very poorly bioavailable, notably 

due to its phase II metabolism and its biotransformation into glucuronide metabolites. The aim of this 

study was to determine the potential delipidating properties of ε-viniferin and its 4 glucuronide 

metabolites in a cell model of hepatic steatosis. Cytotoxicity and accumulation of intracellular 

triglycerides were measured after exposure of AML12 hepatocyte cells to ε-viniferin, its 4 glucuronides 

and resveratrol at 1 and 10 µM. An analysis of the mechanisms involved in delipidating effects was 

carried out by measuring gene expression by RT-PCR and proteins by western blot involved in 

triglyceride metabolism. The cell culture media were analysed by UPLC-DAD to determine potential 

degradation or metabolism of the tested compounds. As a result, we showed that one of the 

glucuronides had interesting delipidating properties, notably by acting on the de novo lipogenesis 

pathway. It also appeared that this compound was not cleaved in cells, just as the parent molecule, ε-

viniferin, is not metabolized by this hepatocyte line. The glucuronides of ε-viniferin would therefore be 

partly responsible for the anti-hepatic steatosis properties of the parent compound. 

 

 

Keywords: ε-viniferin, liver steatosis, glucuronide metabolites, AML12-hepatocytes, resveratrol 

dimer 
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1. Introduction 

 

Obesity is a scourge that affects more than 650 million people around the world1. This disease leads to 

the development of many pathologies such as type II diabetes, hypertension and cancer. Obesity is also 

involved in the development of non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD)2. NAFLD is defined as an 

excessive fat accumulation in the liver, leading to a broad spectrum of diseases, from hepatic steatosis 

to steatohepatitis (non-alcoholic steatohepatitis, NASH), cirrhosis and cancer3. The worldwide 

prevalence of NAFLD is about 25%, but there is not a standardized treatment for this disease4. For this 

reason, the use of natural compounds is of definite interest in the aim of developing natural active 

ingredients in the help of preventing and treating this disease. 

Trans-ε-viniferin (εVin, Figure 1B) is a resveratrol (RSV) dimer belonging to the stilbene family5,6. This 

compound is found in many families of plants such as Fabaceae, Cyperaceae, Iridaceae, Gnetaceae and 

Vitaceae7. In the latter family, it has been shown that this compound accumulates mainly in wood of Vitis 

vinifera8. Therefore, many stilbenes extracts from Vitis vinifera contain this molecule. For human 

consumption, εVin is found in grapes and its derivatives products such as juices and red wine9,10. 

Although its monomer, resveratrol, is the most studied stilbene for its numerous biological properties11, 

εVin also exhibits interesting biological functions that have been shown in numerous studies [Beaumont 

et al., 2021a accepted with minor revisions].  

In addition to its antioxidant and anti-inflammatory properties common to several other stilbenes12–15, 

εVin has shown to exert positive effects in vascular and neuronal protection16–19, and also against 

cancer20–22. Finally, it has been reported than εVin present anti-obesity activities; indeed, this stilbene 

decreases lipid accumulation on 3T3-L1 adipocytes in in vitro experiments and also on animals after its 

oral administration23–25. Specifically, εVin has shown promising effects in obese mice, feed with a high 

fat diet; after oral administration of εVin, a reduction in weight gain and white adipose tissue weights 

have been observed, in comparison with the control group23,25. Moreover, the observed reduction in the 

amount of mRNA of inflammation markers, such as tumor necrosis factor α (TNFα) and Monocyte 

Chemoattractant Protein-1 (MCP-1), testifies the potential role of εVin in the protection again obesity-

related pathologies. This delipidating effects are be explained by a lipolytic stimulation through an 

increase in adipose triglyceride lipase (ATGL) activity and a reduction in adipocyte differentiation and 

de novo lipogenesis, via reduction of peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARγ) and 

fatty acid synthase (FAS) expression, respectively23,24. 

On the other hand, it has been shown that εVin is very poorly bioavailable. Indeed, Kim et al. estimated 

its bioavailability at 0.77% after an oral administration of 40 mg/kg body weight in mice26. This is 

explained on the one hand by a low intestinal absorption (measured in vitro with the Caco-2 cell model27) 

and on the other hand by a rapid metabolism, demonstrated in vitro on hepatic fraction of rats and 

humans28. In 2018, Courtois et al., demonstrated a strong in vivo glucuronidation of εVin after 

intraperitoneal administration in rats, especially into one isoform of the four possible conformations of 

viniferin-glucuronide29. More recently, we highlighted a stronger glucuronidation and prolonged 

exposure time to glucuronide forms after its oral administration thanks to the encapsulation of εVin in 

multilamellar liposomes [Beaumont et al., 2021b, submitted]. In this study, we found that the rat liver 

contained more than 60 times more glucuronides than the native form.  
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Figure 1. Structure of (A) trans-resveratrol, (B) trans-ε-viniferin and (C) VG1 

Despite the very low bioavailability of εVin, it has been shown that it exerts delipidating effects in the 

liver 25. Thus, as recent studies have shown that glucuronide metabolites of other stilbenes, such as 

resveratrol and pterostilbene, are involved in the decrease of triglycerides accumulation in a hepatocyte 

cell line (AML-12)30,31 especially by acting on de novo lipogenesis pathway, our hypothesis was that the 

glucuronide metabolites of εVin can be totally or partially responsible ones of such effect.  

Taking all this information into account, the present study aims to investigate the potential delipidating 

effects of the four glucuronides of εVin in an in vitro model of fatty liver by using palmitic acid (PA)-

treated AML-12 cells. After production by hemisynthesis and purification of the four εVin glucuronides, 

they ability in reducing triglyceride (TG) accumulation on cultured hepatocytes was tested and 

compared with those of RSV and εVin. 

 

2. Material and Method 

 

2.1 Chemical and reagents 

 

For cells culture, Dulbecco modified Eagles minimal essential medium (DMEM)/HAM’s F12 (F-12 

Nutrientmedium) Glutamax, insulin, transferrin and selenium were obtained from Thermofisher 

(Waltham, MA, USA).  Fetal bovine serum (FBS) was purchased from Corning (New York, NY, USA).   

Antibiotics (streptomycin and penicillin) and trypsin/EDTA were obtained from Lonza (Basilea, 

Switzerland). The palmitic acid (PA) was purchased from Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA). 

Concerning hemisynthesis and UPLC-DAD-MS analysis, acetobromo-glucuronic acid methyl-ester, 

pyridine, and K2CO3 were purchased from Sigma-Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France); and ultra-

pure methanol, ethanol, acetonitrile, ethyl acetate and formic acid were purchased from Fisher 

Scientific. Milli-Q water used for these experiments was produced in the laboratory using Purelab Ultra 

System (Elga Lab Water, High Wycombe, UK). 
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2.2 Stilbenes and metabolites production 

 

Trans-resveratrol and trans-ε-viniferin were extracted from wood of Vitis vinifera as previously 

described32, using solid/liquid and liquid/liquid extraction before separation and purification by 

counter-current chromatography and preparative high performance liquid chromatography, 

respectively. Purities were measured by UPLC-DAD-MS and 1H NMR and were superior to 89% for 

εVin and 95% for RSV. 

The four isoforms of ε-viniferin-glucuronides were produced by hemisynthesis reaction as previously 

developed28 with some modifications and using K2CO3 as base as previously described [Beaumont et al., 

2021b, submitted]. To purify a relatively large amount of the different compounds, the production was 

pre-purified by three consecutive liquid/liquid extraction with ethyl acetate / water (50:50, v:v) before 

drying the organic phase and injecting it in semi-preparative high performance liquid chromatography. 

Separation parameters used to purify the 4 compounds and non-transformed εVin was the same that 

previously described [Beaumont et al., 2021b, submitted].   

 

2.2 Cell culture and treatments 

 

Mouse hepatocytes AML12 were purchased from ATCC (ATCC®CRL-2254™, Manassas, VA, USA). 

They grew in a media made up of DMEM/HAM’s F12 Glutamax with 10% heat inactivated FBS, 5 µg/mL 

of insulin, 5 µg/mL of transferrin, 5 ng/mL of selenium, 40 ng/mL of dexamethasone and 1 % of 

antibiotics (penicillin/streptomycin, 10,000 U/mL). They were maintained at 37 °C and 5 % CO2, in 75 

cm² flasks. After the experimental period, cells were harvested with trypsin-EDTA to perform 

subsequent determinations.   

To induce TG accumulation in cells and therefore mimic hepatic steatosis, they were exposed to 300 µM 

of PA during 18h. These conditions have been previously optimized to achieve significant accumulation 

of TG without compromising cell viability31. For the treatment, hepatocytes were co-incubated for 18h 

with PA and the 6 molecules (RSV, εVin and its four glucuronide isoforms, diluted in 95% of ethanol) 

at 1 µM and 10 µM. The experiments were repeated three times. 

 

2.3 Cytotoxicity tests and quantification of TG content 

 

For cytotoxicity test, Crystal Violet coloration was used to determine the living cells. Briefly, after having 

washed cells extensively with sterile phosphate buffer saline (PBS), cells were fixed with formaldehyde 

(3.7%), and stained with 0.25% crystal violet (20 min, dark). Crystals formed were solubilized in acetic 

acid (33%), and optical density was measured at 590 nm with an iMark microplate reader (Bio-Rad, 

Hercules, CA, USA). Cell viability was determined in comparison with non-treated cells.  

To quantify TG, cells were washed with sterile PBS, and harvested with a buffer containing Tris-HCl 

pH 7.4, 150 mM NaCl and 1 mM EDTA with phenylmethylsulfonyl fluoride. Each sample was sonicated 

(5-second burst in a Branson Sonifier SFX550, Saint Louis, MO, USA) and kept at -20°C until TG 

quantification. This analysis was performed using a commercial kit (Spinreact, Girona, Spain) and 

following manufacturer´s instructions. Results were standardized by measuring the protein content of 

each well using the Bradford method 33, and then expressed in mg of TG per mg of protein. 

 

2.4 RNA extraction and RT-PCR 

 

For RNA extraction, cells were intensively washed with sterile PBS and the RNA was extracted using 

Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). The extracted RNA content and purity were checked and then, 

RNA samples were treated using DNAse I kit (Applied Biosystems, Foster city, CA, USA) to remove 
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DNA contamination. After that, complementary DNA (cDNA) was obtained by reverse transcription of 

1.5 µg of RNA using iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). The different mRNA 

levels were determined by Real-Time PCR with an iCyclerTM - MyiQTM Real Time PCR Detection 

System (BioRad, Hercules, CA, USA). 4.75 µl of diluted cDNA, the upstream and downstream primers 

(300 nM) and SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), were used in a total 

volume of 15 µL for carnitine palmitoyl transfrase 1a (CPT1a), uncoupling protein 2 (UCP2) and citrate 

synthase (CS). For diacylglycerol acyltransferase 2 (DGAT2), TaqMan® Gene Expression Assay was 

used following the manusfacturer´s instructions (kit references are Mm00515643_m1 and 

Mm01304258_m1, respectively). mRNA levels of each gene were normalized to β-Actin values. The 

results were expressed as fold changes of threshold cycle (Ct) value relative to controls by the 2–ΔΔCt 

method 34. 

 

2.5 Protein immunodetection 

 

Protein from cells was extracted and then denaturalized at 95 °C during 5 min in Laemmli buffer. 

Afterwards, 30 µg of protein were separated by SDS-PAGE Electrophoresis in a 4-15% polyacrylamide 

gel (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) and electroblotted onto PVDF membranes (Millipore, Bradford, MA, 

USA). Membranes were then incubated overnight with specific primary antibodies for Ser79 

phosphorylated acetyl-CoA carboxylase (pACC, Cell Signalling Technology, Danvers, MA, USA), FAS 

(Abcam, Cambridge, UK) and fatty acid transporter protein 2 (FATP2, Santa Cruz Biotech, CA, USA). 

Then, membranes were incubated with the secondary antibodies and detected by the addition of Forte 

Western HRP substrate (Millipore; Burlington, MA, USA) and using ChemiDoc™MP Imaging System 

(Bio-Rad, Hercules, CA, USA). The expression of each protein was normalized to α-tubulin (Santa Cruz 

Biotech, CA, USA) values.   

 

2.6 UPLC-DAD analysis 

 

For metabolic profile analysis, media were removed 18 h after treatment initiation, and directly kept at 

-80°C until analysis. Each sample were then slowly thawed. About 200 µL of media were rigorously 

vortexed, and centrifuged (30 min 10 000g 4 °C) before UPLC-DAD-MS analysis. Media from cells 

incubation without treatment and media with treatments but without cells were analysed to evaluate 

potential co-elution and degradation, respectively.  

UPLC separation was performed using a 1290 Infinity UPLC (Agilent Technologies, Courtaboeuf, 

France) with the same parameters than previously described31. RSV, εVin and ε-viniferin-glucuronide 

number 1 (VG1) were spiked in solvent (methanol:water, 50:50, v:v) to determine their retention time 

on the chromatogram at 320 nm. 

 

2.7 Statistical analysis  

 

Results are presented as mean ± standard error of the mean (SEM). Statistical analysis was performed 

using SPSS 24.0 (SPSS Inc. Chicago, IL, USA). Analysed variables were normally distributed, according 

to Shapiro-Wilk´s test. Comparisons between each treated group of cells with either the control 

hepatocytes or the hepatocytes incubated with PA were performed using Student’s t test (with a p-value 

< 0.05 for significance).  
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3. Results 

 

3.1 Effects of RSV, εVin and the four ε-viniferin-glucuronides on cell viability and triglycerides content 

 

Crystal Violet assay was performed on cells exposed to RSV, εVin and the four ε-viniferin-glucuronides, 

every compound at 1 and 10 µM, during 18 h in combination with PA. The cell viability results are 

shown in Figure 2. At 1 µM, only viniferin-glucuronide 4 (VG4) showed a slight cytotoxic effect by 

reducing the cell viability by 13.5%. For experiments at 10 µM, only RSVl reduced slightly cell viability. 

 
Figure 2. Cell viability after incubation of AML12 hepatocytes with RSV, εVin or the four εVin-

glucuronides at 1 µM (A) or 10 µM (B) in combination with 300 µM of PA. Data are expressed as mean 

± SEM. Each group was compared with PA condition. *: P <0.05. 

 

Figure 3 represents the accumulation of TG in cells after incubation with different molecules at 1 or 10 

µM. The incubation of AML12 hepatocytes with 300 µM of PA for 18 h induced a significant increase in 

TG accumulation (187 ± 11% in comparison with the control group), thus testifying the induction of in 

vitro hepatic steatosis in cells. After incubation of cells with 1 µM of RSV or εVin, the amount of 

accumulated TG tended to decrease by 17% and 14%, respectively. Regarding the glucuronide 

metabolites, at 1 µM VG1 and VG4 decreased TG accumulation by 39%, and 44%, respectively. At 10 

µM εVin did not have an effect on TG content, whereas RSV decreased it about 17%. At this 

concentration, VG1, VG3 and VG4 also showed significant delipidating effects by decreasing TG content 

by 19%, 40% and 44%, respectively. 

 
Figure 3. Accumulation of TG in AML12 hepatocytes after incubation with resveratrol, εVin or the 

four εVin-glucuronides at 1 µM (A) or 10 µM (B) in combination with PA (300 µM) during 18 h. Data 

are expressed as mean (% of control) ± SEM. #: significantly different from control (P<0.05), *: 

significantly different from PA (*:P <0.05, ***: P <0.001), t= tendency in comparison with PA condition 
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3.2 Effects of VG1 on the expression of genes involved in TG metabolism 

 

The gene expression study was carried out in an attempt to determine the mechanisms of action of VG1, 

the glucuronide metabolite of εVin which appeared to be the most active at 1 µM in reducing TG 

accumulation. The expression of four genes involved in lipid metabolism was quantified: UCP2, CTP1a, 

CS and DGAT2. The results are present in Figure 4. The induction of in vitro hepatic steatosis by 

incubating cells with 300 µM of PA resulted in a significant increase in the expression of UCP2 and 

CTP1a, and a slight but not significant decrease in CS. For DGAT2 expression, no significant difference 

was observed between the control and the PA groups. On the other hand, cells incubated with PA and 

VG1 at 1 µM decreased the expression of DGAT2.  

 

 
Figure 4. mRNA levels of UCP2, CTP1a, CS and DGAT2 (expressed as arbitrary units) in AML12 

hepatocytes after incubation alone (control), with PA, or with PA + VG1. Data are expressed as mean ± 

SEM. *: significantly different from control (P<0.05) #: significantly different from PA (P <0.05). 

 

3.3 Effects of VG1 on expression of proteins involved in TG accumulation on AML12 hepatocytes 

 

Results of protein expression are shown in Figure 5. The incubation of hepatocytes with VG1 did not 

have statistically significant effects on the expression of FAS, FATP2 and Ser79 phosphorylated ACC 

(Figure 5). Regardless, the expression of pACC tended to be increased after cell treatment, suggesting a 

potential reversion of the ACC inhibition induced by PA stimulation (reduction %; P = 0.029) (Figure 

5C).  
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Figure 5. Protein expression of FAS (A), FATP2 (B) and pACC (C) after incubation of AML12 

hepatocytes with 300 µM of palmitic acid (PA) and PA + VG1 for 18 h. The Western blot bands shown 

are representative of6 samples/group Protein expression were normalized by α-tubulin. Data are 

mean ± SEM (au). *: p<0.05 

 

3.3 Metabolic profile of media after hepatocyte treatments 

 

The cell incubation media were analysed in UPLC-DAD at 320 nm. For each compound, the 

chromatogram of cell media after incubation was compared with the compound spiked in media 

(without cell) and the compound spiked in solvent. The different chromatograms are shown in Figure 

6. After 18 h of incubation with RSV, only a metabolite of RSV, resveratrol-3-O-glucuronide was found 

in the cell media. Regarding εVin incubation, cis forms were also found in cell media with and without 

cells (Figure 5B). After incubation of AML12 with εVin, some traces of εVin-glucuronides were detected. 

Finally, the peak corresponding to VG1 remained similar among the different conditions (Figure 6, C). 

No trace of the aglycon form (εVin) was found in this condition. 
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Figure 6. Chromatogram UPLC-DAD at 320 nm after 10 µM of (A) RSV, (B) εVin and (C) VG1 spiked 

in solvent, cell media or media + AML12 for 18h.  

 

4. Discussion 

 

εVin is a stilbene found in relatively large amount in vine roots, sometimes in higher concentrations 

than RSV8. In vivo studies have shown anti-obesity properties25,35 and protection against hepatic steatosis 

for eVin in rats36. However, εVin is poorly bioavailable26, notably due to its high glucuronidation28,29, a 

phase II metabolism biostransformation. Recently, we have shown that, in comparison with the parent 

compound, the concentration of glucuronide metabolites was up to 108 times higher in the blood and 

more than 60 times higher in the liver after oral administration of the molecule [Beaumont et al., 2021b, 

submitted]. For this reason, we hypothesized that the recently described beneficial effects attributed to 

εVin could be exerted specifically by its metabolites. Consequently, the aim of the present study was to 

determine the potential anti-steatotic activity of the main phase II metabolites of εVin in cultured 

hepatocytes. As far as we know, this is the first time that this analysis has been addressed. 

For this purpose, AML12 hepatocytes, treated with PA in order to induce TG accumulation30,31, were 

incubated with 4 εVin-glucuronide metabolites, as well as their parent compound (εVin) or RSV. The 

chosen concentrations were based on those found in vivo for RSV in the reported literature31, and those 

in a previous study from our group: 1.7 ± 1.1 µM in plasma for glucuronides and 0.015 ± 0.01 µM for the 

parent compound, after oral administration of 20 mg/kg body weight of εVin in rats [Beaumont et al., 

2021b, submitted].   
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At 10 µM, whereas RSV partially prevented TG accumulation induced by PA, εVin was ineffective.  On 

the other hand, some of εVin glucuronide metabolites, derived from phase II metabolism, were active. 

At 1 µM, VG1 and VG4 were active, and totally reversed the effects of PA exposure insofar as their TG 

content were not different from the control condition without PA. The fact that the effect induced by 

the lowest dose was higher than that induced by the highest dose had been previously demonstrated 

for quercetin and its metabolites37. Also in vivo studies, carried out in mice fed an obesogenic diet, 

observed this phenomenon when the antiobesity effect of resveratrol was assessed, meaning that this is 

a quite common response pattern to polyphenols or at least to some of them38. Interestingly, VG1 and 

VG4 are the two metabolites found in vivo in rats29 and in vitro after exposure to liver fractions to εVin28. 

The analysis of the culture media after incubating cells with 10 µM of the studied molecules allowed us 

to determine the potential metabolism of these compounds. This concentration was chosen to make it 

possible to move away from the limits of quantification. Thus, after 18 h of incubation, RSV was 

completely transformed into resveratrol-3-O-glucuronide by the hepatocytes, as it was already shown 

in a previous study31. However, surprisingly, after incubation with εVin, only a few traces of 

glucuronide metabolites were detected and the parent compound remained present in the incubation 

medium. It could be hypothesized that εVin is not sensitive to the same Uridine 5'-diphospho-

glucuronosyltransferase (UGT) isoforms expressed in AML12 than RSV.  

The glucuronide metabolites did not appear to be metabolised after the incubation of AML12 

hepatocytes.VG1 is the major glucuronide metabolite, both in humans and rat28. Although the two tested 

doses reduced TG accumulation in hepatocytes, 1 µM was the most effective one because TG in the cells 

incubated with this dose reached a similar value as found in the control cells. This fact means that VG1, 

at the lowest dose, is able to avoid the excessive TG accumulation induced by PA. Considering that this 

concentration is the closest one to the concentrations found in animals [Beaumont et al., 2021b, 

submitted], these results could be extrapolated to the in vivo situation.  

Taking all that into account, the mechanistic studies were performed to gain more insight on the effect 

of VG1 at 1 µM. After gene expression analysis, we observed a decrease in mRNA levels of DGAT2, 

meaning that a decrease in TG assembly was involved in the observed reduction in TG accumulation. 

On the other hand, a slight increase in pACC protein expression was found in the cells incubated with 

this metabolite. As the phosphorylated form of ACC is the inactive form of the enzyme, this result 

suggests a decrease in free fatty acid synthesis from acetyl-CoA. In another study, εVin exposed to 3T3-

L1 adipocytes increased the phosphorylation of AMPK 23, which once phosphorylated, catalyzes the 

phosphorylation of ACC. This study gives support to the hypothesis that VG1 can act by inhibiting de 

novo lipogenesis. Changes in the uptake of free fatty acids did not contribute to the delipidating effects 

of VG1 because FATP2 protein remained unchanged. 

Thus, the main glucuronide metabolite of εVin could be responsible for the delipidating properties of 

the parent molecule observed in vivo, which could be done by a partial inhibition of de novo lipogenesis. 

Analysis of the culture media allowed us to confirm that it was indeed the glucuronide form which 

caused the decrease in TG in the cells as long as the parent compound did not show activity. Moreover, 

the anti-inflammatory and antioxidant properties of the parent molecule measured in vitro could 

reinforce the effects of this molecule on the protection of the liver against hepatic steatosis and its 

inflammatory complications30,31. Based on previous studies on stilbenes and their metabolites, it would 

appear that these are not the same proteins impacted by the different molecules30,31. This makes it 

possible to envisage potential synergistic actions, showing the interest of studying pure molecules and 

their metabolites, but also extracts containing several compounds of interest.   

 

5. Conclusion 

 

The main glucuronide metabolite of εVin, VG1, appears to have anti-steatotic properties by decreasing 

the accumulation of TG in cultured hepatocytes through a potential inhibition of the de novo lipogenesis 

pathway. Although this dimer is poorly bioavailable, this glucuronide metabolite could be at the origin 
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of, or participate in, the biological activities of the parent molecule measured in vivo, and the usefulness 

of this molecule cannot be discarded. 
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1.3 Conclusions sur l’activité des molécules dans un modèle de stéatose hépatique in vitro 

 

VG1 et VG4 réduisent l’accumulation de TG induite par l’acide palmitique de 39% 

et 44% (respectivement), lorsque les cellules sont exposées à 1 µM des composés. 

 

Le dosage des TG nous a permis de mettre en évidence une activité des métabolites 

glucuronidés sur la diminution de l’accumulation de TG dans des hépatocytes en culture. Dans 

ces expériences, VG1 et VG4 étaient plus efficaces que leur forme aglycone, l’ε-viniférine. 

VG1 étant l’isoforme majoritairement retrouvé in vivo après administration de la forme 

aglycone, c’est ce composé qui a été utilisé pour étudier les mécanismes d’action.  

 

VG1 à 1 µM diminue l’expression de DGAT2 et augmente la quantité d’ACC 

phosphorylée 

 

DGAT2 est impliqué dans l’assemblage des acides gras en triglycérides. Par ailleurs, le 

kit commercial utilisé pour le dosage des TG dose en réalité les acides gras libres, après 

incubation avec une lipoprotéine lipase. De ce fait, ce résultat ne nous permet pas de confirmer 

que la réduction de l’expression de DGAT2 soit responsable de la diminution des TG 

accumulés.  

Les résultats sur l’ACC phosphorylée pourraient suggérer une action inhibitrice de VG1 

dans la lipogenèse de novo, comme cela a été montré sur les métabolites du ptérostilbène et du 

resvératrol [179,277].   

 

Le resvératrol est totalement glucuronidé au contact des hépatocytes, l’ε-viniférine est 

peu glucuronidée 

 

L’ε-viniférine, à l’inverse du resvératrol, ne serait pas métabolisée par UGTs présentes 

dans cette lignée cellulaire, et des expériences supplémentaires, notamment l’utilisation de 

différents isoformes des UGTs permettrait de mieux comprendre les enzymes impliquées dans 

le métabolisme de ce dimère. 
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2. Activités anti-inflammatoires des glucuronides de l’ε-viniférine sur 

macrophages 

 

L’inflammation est une réaction du système immunitaire en réponse à une agression 

externe par des micro-organismes mais aussi en cas de traumatisme, ou de brûlure par exemple. 

Au cours du processus inflammatoire aigu, différents types d’effecteurs (cellulaires et 

moléculaires) se mettront en place et auront pour rôle de contrôler et de lutter contre cette 

agression. Ce processus est normalement résolutif lorsque l’agression a disparu. Cependant, 

cette inflammation peut se maintenir, devenir chronique et au final délétère pour l’organisme. 

D’ailleurs un processus inflammatoire chronique est souvent associé à la physiopathologie de 

nombreuses maladies comme la stéatose hépatique par exemple. 

 

Un des principaux acteurs cellulaires de l’inflammation est le macrophage qui fait partie 

de la première ligne de défense. Il présente différents rôles tels que la présentation des 

antigènes, la phagocytose, la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (TNFα, IL-1β, IL-6) 

qui vont pouvoir participer à la régulation du processus inflammatoire, la sécrétion d’espèces 

réactives de l’oxygène (ERO), ou encore la sécrétion de facteurs cytotoxiques comme le 

monoxyde d’azote (NO).  

 

In vitro, il est possible de stimuler le macrophage par un lipopolysaccharide bactérien 

(LPS, endotoxine présente au niveau de la paroi des bactéries Gram-). Le macrophage stimulé 

par le LPS associé à la mesure des différents facteurs qu’il sécrète (NO, ERO, cytokines) 

constitue un modèle d’inflammation couramment utilisé en laboratoire qui permet de mettre en 

évidence les propriétés anti-inflammatoires de composés. 

 

Les activités anti-inflammatoires du resvératrol, de l’ε-viniférine et des quatre 

glucuronides de l’ε-viniférine ont été évaluées sur des cellules RAW 264.7. Les cellules ont été 

traitées avec du LPS et les composés pendant 24 h. Les concentrations des composés utilisées 

sont comprises entre 2,5 et 25 µM pour le resvératrol et l’ε-viniférine, et entre 5 et 100 µM pour 

les glucuronides. 

 

2.1 Stratégie, matériel et méthode des expériences sur macrophages 

 

2.1.1 Entretien de la lignée cellulaire RAW 264.7 

 

La lignée RAW 264.7 est une lignée de macrophages issue de souris, obtenue à la 

Collection Européenne de Cultures Cellulaires Authentiques (ATCC). Les cellules sont 

ensemencées dans des flasks de 75 cm² ou 25 cm² dans un milieu constitué de DMEM 

supplémenté avec 10% de sérum fétal bovin inactivé et des antibiotiques (pénicilline et 

streptomycine). Les cellules sont incubées à 37 °C et 5% de CO2.    
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2.1.2 Condition de culture des cellules  

 

Pour toutes les expériences, les cellules sont ensemencées dans des plaques de 96 puits 

à une densité de 60 000 cellules / puits. Après 24 h de culture, les cellules sont traitées avec du 

LPS à 0,1 µg/mL et des différentes concentrations en VG1, VG2, VG3 et VG4 (n=4 puits pour 

chaque condition) préalablement dissous dans le DMSO à 40 mM. Le milieu de culture utilisé 

pour le traitement des cellules est le milieu RPMI blanc. Pour les dosages de viabilité cellulaire 

et de NO, la condition de référence (représentant le 100%) est la condition des cellules traitées 

uniquement avec le LPS. Chaque expérience a été réalisée au minimum 3 fois. 

 

2.1.3 Mesure de la viabilité cellulaire 

 

La mesure de la viabilité cellulaire se fait avec le MTT (3-[4,5-diméthylethiazol-2-yl] -

2,5-diphényl tetrazolium bromide). Ce composé est réduit en cristaux de formazan, non solubles 

et de couleur violette, par les succinates déshydrogénases mitochondriales des cellules vivantes. 

Après dissolution des cristaux formés dans du DMSO, l’absorbance mesurée est 

proportionnelle au nombre de cellules vivantes. 

Après traitement, le milieu de culture est enlevé, les cellules sont rincées avec 100µl de 

PBS puis incubées avec 0,5 mg/mL de MTT pendant 3 h à 37 °C. La solution de MTT est 

ensuite enlevée et les cristaux formés sont dissout dans du DMSO pendant 30 minutes à 

température ambiante et à l’obscurité. Les absorbances à 595 nm sont ensuite mesurées avec 

un lecteur de plaque (FLUOstar Optima, BMG Labtech). 

 

2.1.4 Mesure de la production de NO 

 

La production de NO dans le surnageant des cultures de cellules est mesurée par un test 

colorimétrique en utilisant le réactif de Griess. Ce réactif est composé de deux réactifs, l’α-

naphtylamine et l’acide sulfanilique. Ce dernier, en présence de nitrites (forme stable du NO) 

forme un sel de diazonium qui réagit ensuite avec l’α-naphtylamine pour former un produit 

coloré quantifiable par spectrophotométrie.  Une gamme étalon composée de nitrite de sodium 

(NaNO2) est réalisée à des concentrations allant de 5 µM à 100µM. Pour chaque échantillon, 

70 µL de surnageant sont prélevés et sont additionnés de 70 µL de réactif de Griess. Après 15 

minutes à l’obscurité, l’absorbance est lue (540 nm) et la quantité de NO est déterminée pour 

chaque condition à partir de la gamme étalon. 

 

2.1.5 Analyse des milieux de culture 

 

Les milieux de cultures des macrophages sont récoltés après 24 h de contact avec VG1. 

Ils sont ensuite analysés en UPLC-DAD-MS avec une méthode de chromatographie liquide et 

les paramètres de masse (trappe ionique) préalablement établis [179] et en utilisant une UPLC 

Infinify 1290 (Agilent Technologies, Courtaboeuf, France). 
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2.2 Effets anti-inflammatoires de l’ε-viniférine et ses glucuronides sur des macrophages en 

culture 

 

2.2.1 Effets de du resvératrol, de l’ε-viniférine et des glucuronides de l’ε-viniférine sur 

la viabilité cellulaire 

 

La mesure de la viabilité cellulaire permet de déterminer le seuil de toxicité des 

différents composés utilisés. Le composé est considéré comme étant toxique pour un seuil de 

viabilité inférieur à 70% (ISO 10993-5 :2009). Les dosages de viabilité cellulaire sont présentés 

en Figure 37.  

Concernant l’ε-viniférine, une diminution brutale du pourcentage de viabilité est 

observée à partir de 25 µM, alors que le resvératrol n’impacte pas la viabilité des cellules. Les 

4 glucuronides ne semblent présenter aucune cytotoxicité sur macrophages aux concentrations 

testées. 

 

 
 

Figure 37. Viabilité cellulaire des macrophages après expositions à différentes concentrations de resvératrol, ε-

viniférine, VG1, VG2, VG3 et VG4. Les expériences ont été réalisées au minimum 3 fois. # : diminution de la 

viabilité cellulaire de plus de 30%. 

2.2.2 Effet de ces composés sur la production de NO dans des macrophages activés 

 

Nous observons dans les différentes expériences réalisées que les concentrations en NO 

dans les cellules non traitées est inférieure à 6 µM, alors que celles des cellules mises en contact 
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avec le LPS sont comprises entre 25 et 35 µM. L’ajout de LPS sur les macrophages induit donc 

une forte augmentation de la production de ce médiateur inflammatoire. 

 

Le traitement avec l’ε-viniférine induit une diminution de la production de NO à 5 et 10 

µM par rapport aux cellules activées par le LPS. Au-delà de cette concentration, la molécule 

étant toxique, les résultats ne sont pas exploitables. Le resvératrol, quant à lui, induit une 

diminution de la production de NO de façon dose dépendante jusqu’à 25 µM. La comparaison 

des IC50 des deux molécules montre que l’ε-viniférine présente une meilleure activité anti-

inflammatoire que le resvératrol (IC50 ε-viniférine = 8,5 µM versus IC50 resvératrol = 20,6 µM). 

 

L’ensemble des glucuronides de l’ε-viniférine montre des effets inhibiteurs sur la 

production de NO (Figure 38).  

 

 

 
 

Figure 38. Production de NO dans les macrophages après induction aux LPS et exposition à différentes 

concentrations de VG1, VG2, VG3, VG4, resvératrol et ε-viniférine. Les valeurs sont exprimées en % du 

contrôle stimulé aux LPS ± SEM. # = significativement supérieur au contrôle LPS (p<0.05) ; * : p<0.05 ; ** : 

p<0.005 ; *** : p<0.0005. Les expériences ont été réalisées au minimum 3 fois. 
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En effet, nous observons une diminution dose-dépendante pour les concentrations 

utilisées (par rapport aux cellules activées par le LPS) à partir de la concentration 20 µM pour 

VG3 et à partir de 30 µM pour VG1, VG2 et VG4. En comparant les IC50 des 4 glucuronides, 

de meilleurs effets ont été observés pour VG3 suivi de VG4 et VG2 avec des valeurs respectives 

de 69,4, 76,0 et 76,5 µM. Concernant VG1, nous n’avons pas pu calculer son IC50, car à la plus 

forte concentration utilisée (100µM) l’inhibition est de 60 %.      

                       

2.2.3 Devenir d’un glucuronide de l’ε-viniférine, VG1, dans des macrophages en culture 

 

Bien que cette expérience soit une expérience préliminaire (réalisée une seule fois et 

avec un n=1), nous avons pensé qu’il était intéressant de la présenté dans ce manuscrit. 

L’objectif est de suivre le devenir d’un glucuronide de l’ε-viniférine mis en contact de 

macrophages, activés ou non. Les cellules ont donc été traitées avec ou sans le LPS et en 

présence de VG1 à différentes concentrations (10, 15, 20, 40 µM) pendant 24 h. A la fin du 

traitement, les milieux de culture ont été récoltés et analysés en UPLC-DAD-MS. Les quantités 

de VG1 et d’ε-viniférine dans les milieux de culture sont exprimés en µM (Figure 39, A), et la 

proportion d’ε-viniférine (par rapport à la quantité totale des 2 composés) apparaissant dans les 

milieux est exprimée en pourcentage (Figure 39, B).  

 

 
Figure 39. Dosage des milieux de culture des macrophages après exposition à différentes concentrations de VG1, 

avec ou sans stimulation de l’inflammation par les LPS. (A) : histogramme des concentrations en ε-viniférine et 

VG1 quantifiées dans les milieux et (B) 
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Les résultats de ces dosages, montrent que dans tous les échantillons, nous observons 

l’apparition d’ε-viniférine dans les milieux de culture. Cependant, l’activation des macrophages 

par le LPS entraine une augmentation des pourcentages d’apparition d’ε-viniférine. En effet, 

les pourcentages d’ε-viniférine sont 2 fois plus importants dans les cellules activées que dans 

les cellules en condition contrôle, et ce pour toutes les concentrations en VG1 utilisées. En 

revanche, nous observons également une diminution de ces pourcentages en fonctions des 

concentrations croissantes de VG1 mises en contact avec les cellules. Par exemple, l’exposition 

de 10 µM de VG1 aux macrophages activés entraîne la formation de 18,2 % d’ε-viniférine, 

alors qu’à 40 µM de VG1, ce pourcentage tend à diminuer pour atteindre 9,4 %.  

 

2.3 Discussions sur les propriétés anti-inflammatoires des composés 

 

Les résultats montrent que le resvératrol est moins toxique que l’ε-viniférine, cependant 

l’ε-viniférine s’avère être plus efficace pour inhiber la production d’un marqueur de 

l’inflammation. Ces résultats sont similaires de ceux qui ont été publiés récemment au 

laboratoire [278]. En effet, cette étude sur l’activité anti-inflammatoire de 20 stilbènes, réalisée 

sur des macrophages, montre une diminution de plus de 30% de la viabilité cellulaire au-delà 

de 50 µM de resvératrol et de 19,1 et 18,3 µM d’ε-viniférine (deux méthodes de mesure testées). 

Concernant l’inhibition de la production de NO, le resvératrol a un IC50 de 28 µM contre 

15,6 µM pour l’ε-viniférine. Nous obtenons donc les mêmes tendances, même si les valeurs 

sont différentes, ce qui pourrait être dû aux protocoles différents utilisés et aux variabilités dues 

à l’expérimentateur. 

 

Ces résultats ont également mis en évidence que les glucuronides de l’ε-viniférine sont 

capables d’inhiber la production de NO dans des macrophages activés. Considérant les IC50, 

nous observons que les glucuronides sont moins actifs que l’ε-viniférine. Des résultats 

similaires sont obtenus par Walker et al. (2014), pour le resvératrol [279]. En effet, les 

métabolites du resvératrol tels que le resvératrol-3-sulfate, le resvératrol-disulfate, le 

resvératrol-3-glucuronide et le resvératrol-4'-glucuronide, induisent une diminution de la 

production de différentes cytokines pro-inflammatoires (TNF-α, IL-6, IL-1a, IL-1b) par les 

macrophages U-937 activés par LPS. Cependant, dans la plupart des cas, ils sont moins actifs 

que le resvératrol [279]. 

 

Nous remarquons aussi que le glucuronide le plus présents dans la circulation 

systémique chez le rat après administration oral, VG1, est également celui qui présente la plus 

faible inhibition de production de NO sur le modèle in vitro de macrophages. 

 

Les résultats de l’étude préliminaire sur le devenir d’un glucuronide de l’ε-viniférine, 

VG1, dans des macrophages met en évidence une apparition d’ε-viniférine dans les milieux de 

culture. Cette apparition pourrait certainement être due à la dé-glucuronidation de VG1 par des 

β-glucuronidases. En effet, des travaux portant sur l’inflammation chez la souris ayant reçu de 

la lutéoline montrent que l’activation de l’inflammation in vivo entraîne une augmentation du 

rapport forme aglycone/forme glucuronidée de la lutéoline [280]. De plus, une étude plus 
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récente a montré que les propriétés anti-inflammatoires de la génistéine glucuronidée étaient 

diminuées en présence d’inhibiteur de la β-glucuronidase [274]. 

 

Ainsi, la faible activité anti-inflammatoire de VG1 (comparée à celle de l’ε-viniférine), 

ainsi que sa potentielle déglucuronidation dans des macrophages activés, nous permettent de 

proposer une hypothèse sur le mécanisme d’action de l’ε-viniférine et de ses glucuronides in 

vitro. Nous supposons que l’activité inhibitrice des glucuronides sur la production du NO, 

pourraient être due, non pas aux glucuronides, mais plutôt à l’ε-viniférine produite sous l’action 

des β-glucuronidase. De ce fait, si les macrophages exposés à 40 µM de VG1 métabolisent 10% 

de ce composé, les cellules se retrouvent alors au contact de 4 µM d’ε-viniférine, qui est une 

quantité suffisante pour inhiber la production de NO.  



 

 

 

 

 

Conclusions générales du volume III 
 

Le volume III avait pour but de déterminer les potentielles propriétés biologiques des 

métabolites glucuronidés de l’ε-viniférine. En effet, l’étude pharmacocinétique présentée en 

volume II a révélé une forte glucuronidation de la molécule après administration orale. L’ε-

viniférine, ayant montré des propriétés biologiques in vivo, nous avons émis l’hypothèse que 

les métabolites glucuronidés pouvaient être responsables de ces activités.  

 

❖ Les glucuronides diminuent l’accumulation de TG dans un modèle in vitro de 

stéatose hépatique.  

 

L’utilisation de la lignée cellulaire AML-12 a permis de mimer un état stéatosique par 

induction de l’accumulation de lipides après exposition au PA. Les glucuronides semblent être 

plus efficaces que leur molécule native dans la diminution de l’accumulation des TG. Les 

mesures de l'expression des gènes par RT-PCR et des protéines par Western Blot impliqués 

dans le métabolisme des TG ont permis de mettre en évidence que cette action se faisait 

notamment en inhibant la lipogenèse de novo.  

 

❖ L’ε-viniférine semble peu glucuronidée dans les hépatocytes en culture. 

 

Contrairement au resvératrol qui est totalement métabolisé en glucuronides, l’ε-

viniférine est peu transformée dans la lignée cellulaire AML-12. Ainsi, ce modèle ne semble 

pas reproduire les résultats observés in vivo, à savoir une forte glucuronidation de l’ε-viniférine 

au niveau hépatique. 

 

❖ La forme native présente des propriétés anti-inflammatoires plus importantes que 

les glucuronides. 

 

L’utilisation de LPS a permis d’activer les macrophages et d’augmenter la production 

de NO excrété dans le milieu de culture. Cette production a été diminuée par l’ε-viniférine, et 

dans une moindre mesure, par ses glucuronides. Cependant, il serait intéressant d’évaluer 

l’impact de ces composés sur d’autres marqueurs de l’inflammation, comme TNFα ou IL1-ß 

(Interleukine 1 β).  

 

❖ Les macrophages activés métabolisent VG1 en ε-viniférine  

 

Après exposition des formes glucuronidées aux macrophages activés, des formes 

aglycones ont été retrouvées. Ainsi, dans un contexte inflammatoire, les glucuronides clivés par 

les ß-glucuronidases pourraient alors servir de réserve d’ε-viniférine, molécule plus active. 

 

Ces travaux ont mise en évidence que les composés peuvent subir un métabolisme lié à 

la pathologie étudiée. De plus, ces composés natifs ou métabolisés, peuvent présenter des 

activités différentes selon la pathologie ciblée : stéatose hépatique ou inflammation.  
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Ces travaux de thèse se sont focalisés sur l’ε-viniférine, la comparaison de sa 

pharmacocinétique lorsqu’elle est administrée sous forme libre ou sous une forme encapsulée 

chez l’animal, son métabolisme et ses activités biologiques. 

 

La première partie de ces travaux de thèse, réalisée en collaboration avec le CBMN, a 

permis d’améliorer le taux d’encapsulation de l’ε-viniférine dans des MLLs. De plus, une 

méthode de séparation de l’ε-viniférine non encapsulée, des MLLs contenant l’ε-viniférine, a 

été développée, permettant des mesures rapides du taux d’encapsulation. 

Les MLLs, produits en grande quantité et caractérisés, ont alors été administrés par voie orale 

chez le rat. Nos résultats indiquent que l’encapsulation n’a pas d’impact significatif sur la 

pharmacocinétique de l’ε-viniférine, mais qu’elle permet de prolonger le temps d’exposition de 

l’organisme aux métabolites glucuronidés, dosés pour la première fois dans des échantillons 

biologiques après administration orale. Dans la mesure où ces métabolites présentent des 

activités biologiques intéressantes, l’encapsulation de l’ε-viniférine dans les MLLs permettrait, 

par conséquent, de prolonger la durée de son action. 

Afin de mieux comprendre le devenir des MLLs dans l’organisme, des expériences 

complémentaires pourraient être réalisées. Par exemple, l’utilisation de milieux modèles 

gastriques et intestinaux pour mesurer la stabilité, de fractions intestinales pour mesurer le 

métabolisme ou encore de la lignée cellulaire Caco-2 pour mesurer l’absorption pourraient être 

envisagée. Ces expériences permettraient de mieux comprendre sous quelle forme, encapsulée 

ou non, la molécule atteint la circulation systémique, et l’impact de l’encapsulation sur le 

métabolisme. 

Par ailleurs, le caractère amphiphile des bicouches phospholipidiques que composent les MLLs 

permet en théorie l’encapsulation de composés de degrés d’hydrophobicité différents. De ce 

fait, dans un contexte de valorisation de molécules naturelles, la co-encapsulation de plusieurs 

molécules ou l’encapsulation d’extraits de plantes pourraient être des pistes intéressantes dans 

le but de développer des ingrédients actifs. 

 

L’étude in vivo nous a également permis de démontrer une forte glucuronidation de l’ε-

viniférine après administration orale chez le rat. Les métabolites glucuronidés ont en effet été 

retrouvés dans le plasma mais également le foie et les reins, en large majorité. Cette forte 

glucuronidation témoigne de l’implication de l’intestin dans ce métabolisme. 

L’analyse de l’évolution des concentrations plasmatiques au cours du temps nous a mené à 

émettre l’hypothèse d’une circulation entéro-hépatique des formes glucuronidées. Pour mieux 

comprendre la circulation des différentes formes de la molécule dans l’organisme, des analyses 

de la bile nous semblent être des perspectives envisageables et enrichissantes. 

La présence largement majoritaire des formes glucuronidées dans le foie nous a poussé à étudier 

l’activité de ces glucuronides sur des hépatocytes accumulant de façon excessive des TG, dans 

un contexte de lutte contre le développement des NAFLD. En effet, l’hypothèse d’une 

potentielle activité des métabolites glucuronidés a découlé du constat que l’administration d’ε-

viniférine induit une diminution des TG dans le foie dans une étude in vivo[275]. Nous avons, 

par le biais d’une collaboration avec l’Université du Pays Basque, entrepris des expériences sur 

un modèle in vitro de stéatose hépatique : les cellules AML-12 exposées au PA. Bien que les 

résultats nécessitent des analyses mécanistiques supplémentaires, il semblerait que VG1, le 
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glucuronide largement majoritaire in vivo, diminue l’accumulation des TG en agissant sur la 

lipogenèse de novo. Dans ces expériences, la forme aglycone, l’ε-viniférine, ne semble pas avoir 

d’activité, ce qui vient appuyer le fait que l’analyse des métabolites in vivo est une étape 

importante dans la compréhension des activités biologiques.   

D’autres stilbènes (ptérostilbène et resvératrol [179,277]) présentent des activités similaires. 

Ces résultats permettent ainsi d’envisager des activités synergiques intéressantes entre les 

différents stilbènes que composent certains extraits végétaux déjà présents sur le marché des 

compléments alimentaires. 

 

Par ailleurs, la quantification des métabolites et de la forme aglycone nous a apporté des 

résultats quelque peu inattendus, au niveau des tissus adipeux blancs. A l’inverse du foie et des 

reins, les tissus adipeux n’accumulent pas les composés dans des proportions identiques à celles 

de la circulation systémique. De plus, nous avons mis en évidence des différences entre les 

différents tissus adipeux blancs prélevés. Ainsi, le tissu adipeux sous-cutané contient 

majoritairement des formes glucuronidées, alors que le tissu mésentérique contient les formes 

glucuronidées et aglycones à parts égales. Ces résultats, bien que surprenants, sont en parfait 

accord avec une étude réalisée en 2013 sur des flavonoïdes [281]. Dans cette étude, réalisée 

chez le rat amaigris après administration par voie orale d’un extrait de procyanidines, les 

proportions des formes glucuronidées et des formes aglycones étaient identiques à celles de 

notre étude. Des études supplémentaires nous permettraient de comprendre les mécanismes de 

transports et de biotransformations qui entraînent ces différences d’accumulation. Le dosage 

des formes (aglycones ou métabolisées) dans la circulation lymphatique après administration 

orale nous permettrait de vérifier l’hypothèse d’un passage de l’intestin aux tissus adipeux par 

l’intermédiaire de la lymphe. In vitro, l’utilisation d’inhibiteurs d’enzymes du métabolisme, 

comme la β-glucuronidase, sur les lignées des différentes cellules constituant le tissu adipeux, 

pourraient permettre de mieux comprendre l’origine de la présence des formes aglycones dans 

ces tissus. 

 

Nos résultats préliminaires sur macrophages activés, mimant l’inflammation, nous ont 

amené à nous intéresser à une autre variable impliquée dans le métabolisme : l’influence de 

l’état pathologique sur celui-ci. Dans l’étude réalisée par Ardévol et al. (2013), sur les 

procyanidines, les auteurs ont comparé deux groupes de rats ; l’un constitué de rats souffrant 

d’obésité et l’autre constitué de rats maigres. Les résultats de cette étude sont originaux dans la 

mesure où les rats souffrants d’obésité présentent un mésentère et un tissus sous-cutané 

contenant majoritairement les formes aglycones, quand les rats maigres accumulent les deux 

formes avec une prédominance pour les formes glucuronidées. Ainsi, l’état métabolique de 

l’animal (obésité) aura des conséquences sur le métabolisme des composés administrés. 

Cette observation a également été faite dans le cadre d’une autre pathologie, le cancer 

colorectal. En effet, Patel et al., en 2010, ont dosé le resvératrol et ses métabolites dans le 

plasma et des tissus colorectaux chez des patients atteints d’un cancer colorectal, ayant 

administré du resvératrol. Ils ont mis en évidence que les formes circulantes étaient 

principalement des métabolites, alors que le resvératrol était observé dans les tissus tumoraux 

et les tissus proches de la tumeur [282]. A nouveau, la pathologie entraîne une modification du 

métabolisme dans les tissus affectés.  
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Dans une moindre mesure, nos résultats préliminaires sur macrophages ont mis en évidence une 

dé-glucuronidation des métabolites dans un contexte inflammatoire. Ainsi, partant du postulat 

que les macrophages ont des activités métaboliques, un modèle de coculture macrophages / 

adipocytes, permettrait de mettre en lumière l’impact sur les adipocytes des molécules 

métabolisées dans un contexte d’inflammation.  

 

Les outils analytiques utilisés et développés durant ces travaux de thèse nous ont permis 

de quantifier spécifiquement les métabolites glucuronidés de l’ε-viniférine dans différents tissus 

chez le rat, après administration orale. Les résultats obtenus nous semblent importants. En 

effet, au-delà des variabilités inter-espèces à prendre en considération, des variabilités inter-

individus et des variabilités entre les différents tissus, il semblerait que l’état pathologique ait 

également des répercussions importantes sur les profils métaboliques retrouvés. Partant de ce 

postulat, il nous semble important de souligner que lors de la mise en place d’études in vivo 

visant à mesurer les effets d’une molécule, les études analytiques des profils métaboliques des 

tissus cibles sont nécessaires pour déterminer les acteurs réellement responsables des 

propriétés biologiques. 
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