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RESUME

Depuis que les radicaux libres ont ét¢ découverts, leur implication dans certains processus
physiologiques, de méme que dans une multitude de pathologies, a été mise en évidence. Aussi, plusieurs
méthodes ont ét€ mises au point pour mesurer le potentiel antioxydant de molécules d’origine alimentaire,
mais aussi pour en découvrir de nouvelles provenant de diverses sources. L’oxydation et la protection
contre ’oxydation impliquant plusieurs modes d’action, aussi la qualification du potentiel antioxydant
d’une nouvelle molécule demeure problématique. A ce jour, aucune méthode d’évaluation n’est totalement
représentative du potentiel antioxydant global d’une molécule donnée; la plupart des méthodes in vitro ne
tiennent pas compte du contexte biologique dans lequel les antioxydants seront ultimement utilisés. Aussi,
ce document présente une nouvelle méthode originale, a large spectre de sensibilité, réalisé sur des
cellules en culture pour détecter et mesurer le potentiel antioxydant de molécules pures ou de mélanges
complexes. Cette méthode a été validée dans le cadre de ce projet de maitrise en 1’utilisant conjointement
4 un autre test couramment cité dans la littérature, a savoir le test ORAC. La méthode a ensuite été utilisée
pour mettre en évidence le potentiel antioxydant d’extraits végétaux, plus spécifiquement des extraits de
coniferes de la forét boréale. Parmi tous les extraits testés, les extraits de coniféres se sont démarqués des
extraits d’origine alimentaire (fruits et légumes). De plus, cette méthode originale s’est avérée adéquate

pour comparer I’'impact de diverses méthodes d’extraction sur le potentiel antioxydant mesuré.
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INTRODUCTION

Sources endogénes des agents oxydants

Bien avant de faire face aux radicaux libres et autres oxydants environnementaux, les cellules doivent
s’acquitter de ceux qu’elles générent. Il existe plusieurs sources de radicaux endogénes, mais la principale
rapportée dans la littérature est la mitochondrie (Diaz et al., 2003). A ce jour, neuf enzymes mitochondriales ont
ét¢ identifiés comme étant capable de produire des dérivés réactifs d’oxygéne (ROS : Reactive Oxygen
Species) (Tableau 1) (revues récemment par Andreyev et al., 2005). On attribue généralement la majeure partie
de la production d’anions superoxydes (O,*) 4 la chaine de transport d’électrons au niveau de ses complexes
I'etIII dans une proportion se situant entre 1 et 3 pourcent de I’oxygéne consommé (Diaz et al., 2003). Certains
auteurs ont toutefois €émis des réserves quant & la proportion d’oxygéne convertie en ROS par la mitochondrie
en conditions physiologique (Nohl et al., 2005), critiquant les méthodes utilisées pour quantifier cette
production sur des mitochondries isolées. Toutefois, la production de radicaux au niveau de la mitochondrie

demeure indéniable, mais les conditions la déterminant restent en partie incomprises.

Tableau 1 : Enzymes et complexes enzymatiques mitochondriaux
susceptibles de générer des ROS (Andreyev et al., 2005)

Enzyme (nom anglais) Localisation et Note
Cytochrome b5 reductase ME =2 Oxyde le NAD(P)H cytoplasmique et réduit le Cytochrome b5
Monoamine oxidase ME <> Catalyse I'oxydation des amines biogéniques et libére du H,O,
Dihydroorotate dehydrogenase MI =» Catalyse ia conversion du dihydroorotate en orotate

(étape de synthése des pyrimidines pucléotidiques)
Dehydrogenase of a-glycerophosphate MI = Catalyse I’oxydation du glycerol-3-phosphate

en dihydroxyacetone phosphate
Succinate dehydrogenase MI > Oxyde le succinate en fumarate
Aconitase MA <> Catalyse la conversion du citrate en isocitrate
a-Ketoglutarate dehydrogenase complex MI > Catalyse I’oxydation de I’o-ketoglutarate en succinyl-CoA
NADH-ubiquinone oidoreductase (Complex I) MI = Oxyde le NADH en utilisant le coenzyme Q comme accepteur d’électron
Cytochrome c reductase (Complex I1I) MI = Oxyde le coenzyme Q en utilisant le cytochrome ¢

comme aceepteur d’électron

Localisation : ME=Membrane Externe; MI=Membrane Interne; MA=Matrice



Pour ¢liminer I’anion superoxyde, la cellule le transforme en peroxyde d’hydrogene (H,0,) et ensuite
en eau (les enzymes impliquées seront abordées a la section « Mécanismes de défenses antioxydantes »). Le
peroxyde d’hydrogéne est lui aussi relativement peu réactif comme agent oxydant (bien que toxique pour la
cellule a plus haute dose).Toutefois, il arrive que le peroxyde d’hydrogéne réagisse avec le fer ou le cuivre
oxydés (Fe’/Cu”) pour générer Ianion hydroxyl (-OH) et un radical hydroxyl (-OH). Cette réaction porte le
nom de « réaction de Fenton » (Eq. 1) (Crichton et al., 2002; Kehrer, 2000; Nordberg et al., 2001; Neyens and
Baeyens, 2003; Dunford, 2002). Le radical hydroxyle peut aussi &tre généré par la réaction de Haber-
Weiss (Eq.2) (Kehrer, 2000; Dunford, 2002) et par la décomposition de 1’acide hypochloreux, encore une fois
par le fer oxydé (Eq.3) (Crichton, 2002; Nordberg et al. 2001). Le radical hydroxyl ('OH) est le plus réactif des
radicaux avec une demi-vie de ’ordre des nanosecondes. Il réagit au site de formation avec toutes les
biomolécules telles que 'ADN, les lipides et les protéines. C’est donc en éliminant I’anion superoxyde

géndrés par la mitochondrie que les radicaux libres les plus puissants peuvent étre générés.

Eq.1 : H,0, + Cu*/Fe** - Cu2*/Fe** + OH- + *OH
Eq.2 : 0, + H,Op » HO + O, + «OH
Eq.3 : HOCl + Fe** - HO» + CI' + Fe*"

Bien que I’anions superoxyde produit par la mitochondrie soit parmi les moins réactifs des radicaux
libres (Nordberg et al. 2001), ces derniers peuvent mener a la formation d’une plus large gamme d’agents
oxydants, lesquels sont listés avec leur demi-vie dans le Tableau 2 et dont les relations sont schématisées
dans la Figure 1.

Parallélement & la production de dérivés réactifs d’oxygénes s’opére celle des dérivés réactifs de
Pazote (« Reative Nitrogen Species » : RNS). L’oxyde nitrique (NO-) est un radical produit par la « Nitric
Oxide Synthase » (NOS) & partir de I'acide aminé arginine. Il existe trois groupes de NOS : la neuronale et
I’endothéliale, dites constitutive, et la forme inductible (Bergendi et al., 1999). La forme inductible sera revue
plus en détail sous la rubrique « Oxydation physiologique et oxydation pathologique ». Chacune de ces NOS
assume des fonctions physiologiques importantes, mais les oxydes nitriques qu’elles produisent peuvent

mener 4 la formation de dérivés toxiques. En effet, oxyde nitrique peut réagir avec ’anion superoxyde pour



former le peroxynitrite (ONOQ"), un agent oxydant non radicalaire trés puissant. Ce composé est susceptible
de réagir avec les protéines (au niveau des résidus tyrosines, tryptophane, méthionine et selenocystéine) et
métalloprotéine, avec les lipides, I’ADN (Groves, 1999; Patel et al., 1999) et certains antioxydants comme la
mélatonine (Reiter, 2003). Le peroxynitrite peut aussi réagir avec le CO, pour former un autre composé trés

réactif, le nitrose peroxocarboxylate (ONOOCO,") (Nordberg and Arner, 2001).

Les mécanismes de défense antioxydante

Pour contrer les effets délétéres des radicaux et des oxydants en général, les cellules disposent
normalement d’un systéme de défenses antioxydantes. Ce systéme de défense implique des molécules de

faible poids moléculaire ainsi qu’un systéme enzymatique (Nordberg et Arner, 2001).

D’abord, il y a la superoxyde dismutase (SOD) qui produit du peroxyde d’hydrogéne & partir de deux
anions superoxydes (Eq.4). Il existe deux isoformes de SOD : la premi¢re étant tétramérique et se localisant
dans la mitochondrie, la Mn-SOD, et la seconde étant dimérique et localisée dans le cytosol, la Cu/Zn-SOD
(Nordberg et Arner, 2001). Il existe aussi une autre enzyme capable de réduire ’anion superoxyde, la
Superoxyde Reductase (SOR), mais cette derniére est propre a certaines bactéries anaérobies (Pyrococcus

Suriosus) ou microaérophiles (Treponema pallidus) capables de réduire le soufre (plutét que ’oxygéne)

(Nordberg et Arner, 2001).

SOD
Eq4 12050 + 2H+ > HzOz +0,

Ensuite, il y a la catalase qui se situe principalement dans les peroxysomes des cellules mammaliennes
(Nordberg et Arner, 2001) et qui catalyse la transformation du peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygéne
(Eq.5) (Zamocky et Koller, 1999; Nordberg et Arner, 2001). Cette transformation est cruciale pour éviter que le
peroxyde d’hydrogéne entre en contact avec le fer ou le cuivre oxydé pour générer de puissants radicaux
hydroxyles. La catalase est présente des procaryotes jusqu’aux organismes supérieurs et on en distingue trois

types : catalase (dite typique), catalase-peroxidase et manganése-catalase (dites atypiques) (Zamocky et

Koller, 1999).

Catalase

Eq.5: HOOH > H,0+ % 0,



Tableau 2 : Dérivés réactifs radicalaires et non-radicalaires de I’oxygéne et de Pazote

Nom francais Nom anglais Formule Demi-vie (sec.)
Radical hydroxyl Hydroxyl radical 'OH 10”7
Radical Alcoxyl Alecoxyl radical RO’ 10°
Oxygéne singulet Singlet oxygen '0, 107
Radical Peroxyt Peroxyl radical ROO’ 7
Peroxyde d’hydrogéne Hydrogen peroxide H,0, Décomposition enzymatique
Anion superoxyde Superoxide anion radical 0,” Décomposition enzymatique
Monoxyde d’azote Nitric oxide NO' 1-10
Dioxyde d’azote Nitrogen dioxide NO, | Indéterminé
Acide nitrique Nitrous acid HNO, Indéterminé
Dinitrogen trioxide N,04 Indéterminé
Dinitrogen tetroxide N,0,4 Indéterminé
Anion peroxynitrite Peroxynitrite anion ONOO 0,05-1,0
Radical semiquinone Semiguinone radical -- Jours

(Modifi¢ de Bergendi et al., 1999 et Darley-Usmar et al., 1995)
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Figure 1 : Relations entre les oxydants et les antioxydants cellulaires (Crichton et al., 2002)



La glutathion peroxydase (GPx) catalyse aussi la transformation des peroxydes, dont le peroxyde
d’hydrogene, en alcool ou en eau, en oxydant deux glutathions réduits (GSH + GSH = GSSG) (Nordberg et
Arner, 2001). On en refrouve au moins quatre types, chacune localisée dans des tissus plus ou moins
spécifiques; les GPx1 et GPx4 qui sont cytosoliques et abondantes dans la plupart des tissus, la GPx2 qui est

dite gastro-intestinale et la GPx3 localisée au niveau des reins (Nordberg et Arner, 2001).

Le glutathion (GSH) est un oligopeptide de trois résidus : v-L-Glutamyl-L-Cystéinil-Glycine. Il est le
plus abondant des antioxydants intracellulaire comprenant une fonction thiol, et ce, chez tous les organismes
aérobies (Nordberg et Arner, 2001). I peut étre 1ié aux composés époxydés par le cytochrome P450 par 1’action
du glutathione S-transférase, rendant ces composés plus faciles & éliminer. Dans les cas ou il est plutot
utilisé par la glutathion peroxydase pour convertir le peroxyde d’hydrogéne en eau, le glutathion réduit peut
étre restitué par ’action de la glutathion réductase (GR) & partir du glutathion oxydé (GSSG > GSH +
GSH) (Nordberg et Arner, 2001). Le glutathion est aussi un « scavenger » direct du radical hydroxyle ainsi que

de I’oxygéne singulet (Valko et al. 2007).

Lorsque le systéme de défense enzymatique ne parvient pas & éliminer a la source tous les radicaux
libres, interviennent les molécules antioxydantes de faible poids moléculaire (Figure 2). Celles-ci incluent la
vitamine C (acide ascorbique), la vitamine E (a-tocopherol), les caroténoides (B-caroténe, lycopéne, etc.), les
ubiquinones (Pincemail et al., 2002) et 1’acide lipoique (Bast et Haenen, 2002) qui sont d’origine exogéne, et

I’acide urique (Pincemail et al., 2002), la mélatonine (Reiter, 2003) et la bilirubine (Pincemail et al., 2002) qui sont

d’origine endogene.

La vitamine E est liposoluble et se distribue donc dans les membranes cellulaires ou dans les
transporteurs de lipides (LDL, HDL, etc.). Elle constitue une défense directe contre les radicaux libres (Wolf et
al.,, 1998; Tucker et Townsend, 2005), mais peut aussi terminer les réactions en chaine de la peroxydation
lipidique protégeant ainsi les lipides membranaires juxtaposés (Nordberg et Arner, 2001, Wolf et al., 1998). A ce
jour, huit dérivés de la vitamine E ont été identifiés, lesquels peuvent étre divisés en deux groupes, soient les

tocophérols (a chaine aliphatique saturée) et les tocotriénols (2 chaine aliphatique insaturée) (Tucker et



Townsend, 2005). Chacun de ces deux groupes comporte quatre isoformes (o, 3, v, 8) parmi lesquels I’alpha-
tocophérol est considéré comme étant le plus important en termes d’abondance dans les tissus animaux (Wolf
et al., 1998). Une fois que les tocophérols sont oxydés en radicaux tocopheryls, ils peuvent étre recyclés a leur
forme originale par I’action de la vitamine C (sous sa forme ascorbate) (Tucker et Townsend, 2005; Nordberg et
Arner, 2001; Wolf et al., 1998) qui elle est hydrosoluble et donc en circulation dans le sang et dans le milieu

extra cellulaire. Les radicaux ascorbyls et tocopheryls peuvent aussi 8tre recyclés par le glutathion réduit

(GSH) (Nordberg et Arner, 2001; Valko et al. 2007).

HO
O ~ oj\/\/’ = = \D /

o-Tocopherol

—~
I 10 °
N e P S 1:1\_1/"\\;, //\\}QT,/.Q“\\\\.,./" ‘KET,»'
— i

g

B-Caroténe Meélatonine ,
OH
" ) H: ‘o o ~OH
Nl N Bilirubin
0
//
HO/J\N/ i
Lycopéne Acide urique
e
o
/<l\/\r4\f‘\ N 9 HOL__ - \% ?
I OH —
g8 Wo' \ou
Rétinol Acide lipoique Acide ascorbique

Figure 2 : Antioxydants de faible poids moléculaire

A ce jour, plus de 600 dérivés de caroténoides ont été identifiées provenant de diverses sources
animales ou végétales (El-Agamey et al., 2004). Toutefois, seulement une vingtaine de ces caroténoides ont été
détectés dans les tissus humains (El-Agamey et al., 2004). Les plus connus sont le B-caroténe, le lycopéne, la
lutéine et le rétinol (El-Agamey et al.,, 2004). Les caroténoides sont liposolubles et se retrouvent ainsi dans les
membranes celulaires. Ils y protégent les lipides membranaires contre les radicaux et s’averent
particulierement efficace pour détoxifier ’oxygéne singulet (El-Agamey et al., 2004). On attribue toutefois un

caractére pro-oxydant aux caroténoides lorsqu’ils se retrouvent en trop grande concentration, lorsque la



pression d’oxygéne est trop grande ou lorsque le systéme antioxydant cellulaire est déficient. Ainsi, chez les
fumeurs par exemple, la faible concentration sanguine en vitamine C rend les caroténoides toxiques plutdt que

protecteurs (El-Agamey et al., 2004).

L’acide urique est le produit catabolique final des purines chez I’humain et peut assumer un réle
d’antioxydant hydrosoluble (Allen et al., 2004; Chamorro et al., 2004; Reeshemah et al., 2004). On le retrouve dans
le sang a des concentrations nettement plus élevées que celle des autres antioxydants (Chamorro et al., 2004).
L’acide urique peut étre produit par la xanthine oxydase (XO) et la xanthine déshydrogénase (XDH), toute
deux capables de produire 1’acide urique a partir de la xanthine; la XO utilise I’oxygéne comme accepteur
d’électron et produit un anion superoxyde en formant I’acide urique, tandis que la XDH utilise le NAD+
comme accepteur d’électron et ne produit donc pas d’anion superoxyde (Margaill et al., 2005). La XO et la
XDH (toutes deux regroupées sous ’appellation xanthine oxydoréductase ou XOR), ont été détectés chez
toutes les espéces étudiées, mais se distribue inégalement dans tous les tissus; chez les mammiferes, le foie et
I’intestin sont les organes qui présentent la plus grande activité de xanthine oxydo-réductase (Pristos, 2000).
L’urate, la forme soluble de ’acide urique, est capable de détoxifier les anions superoxydes, les radicaux

hydroxyles et est aussi un chélateur de métaux de transition (Chamorro et al., 2004).

Les propriétés antioxydantes de la mélatonine n’ont été découvertes que récemment. Elle est
synthétisée et séerétée par la glande pinéale et on lui attribue diverses fonctions reliées au sommeil et au cycle
circadien. Il s’agit d’une molécule liposoluble qui peut franchir la barriére hémato-encéphalique (Beyer et al.,
1998) et qui présente un potentiel de « scavenger » comparable 4 celui de la vitamine E et de la vitamine C, de
méme que le glutathion (Beyer et al., 1998). Elle peut détoxifier le radical hydroxyl, le peroxyde d’hydrogéne,
I’acide hypochloreux, I’oxygéne singulet, I’anion peroxynitrite ainsi que son acide (Reiter, 2003). Elle posséde
aussi un potentiel antioxydant indirect en induisant la production de glutathion et en protégeant les enzymes

antioxydantes comme la superoxyde dismutase contre les attaques radicalaires (Reiter, 2003).

Il existe un autre antioxydant endogéne aux multiples fonctions: I’acide lipoique. Celui-ci peut

détoxifier le radical hydroxyl, ’acide hypochloreux, I’oxygéne singulet, mais apparemment pas le peroxyde



d’hydrogéne et ’anion superoxyde en conditions physiologiques (Packer et al., 1995). 1l est aussi capable, sous
sa forme réduite (acide dihydrolipoique : DHLA) de recycler directement le radical tocopheryl en tocopherol,
ou indirectement et de fagon plus marquée en réduisant le glutathione oxydé qui a son tour recycle
efficacement la vitamine E (Nordberg et Arner, 2001; Packer et al., 1995). L acide lipoique est aussi un chélateur
de métaux de transition tels que le fer, le cuivre et le cadmium (Packer et al., 1995) et peut aussi recycler le

radical ascorbyl en vitamine C (Valko et al. 2007).

De maniére toute aussi importante, d’autres protéines que celles évoquées plus haut contribuent a la
gestion des agents oxydants en chélatant des métaux de transition susceptibles de générer des radicaux
hydroxyles. La ferritine, par exemple, peut emmagasiner quelques milliers d’atomes de fer (autour de 4000),
afin de prévenir les réactions de Fenton (Arosio et Levi, 2002; Arredondo et Nunez, 2005). Cette protéine est
omniprésente chez les organismes vivants; apparue chez les bactéries et conservée jusqu’aux mammiferes
{Arosio et Levi, 2002). Une forme mitochondriale a méme été rapportée (Arosio et Levi, 2002). Le transport du
fer vers I’intérieur ou V’extérieur de la cellule se fait par la transférine qui peut circuler dans le sang et
emmagasiner deux atomes de fer. La transférine peut étre transportée par deux protéines membranaires, la

DMT1 (vers le cytosol) et Iregl (vers le milieu extracellulaire) (Arredondo et Nanez, 2005).

Le cuivre, un autre métal susceptible de catalyser la production de radicaux par réaction de Fenton, a
lui aussi ses transporteurs et protéines d’entreposage. Lorsqu’il est absorbé par I'intestin, le cuivre est
transporté jusqu’au foie li¢ a la transcuprein ou a ’albumine (Gaetke et Chow, 2003). Une fois parvenu au
foie, le cuivre peut &tre entreposé par les metallothioneines (Gaetke et Chow, 2003). Le cuivre est véhiculé du
foie jusqu’aux tissus principalement par la ceruleplasmine, laquelle est capable d’emmagasiner jusqu’a six

atomes de cuivre (Gaetke et Chow, 2003).

Chaque molécule ou protéine antioxydante agit de concert avec les autres pour prévenir les dommages
induits par les radicaux; c'est-a-dire que chacune a son rdle spécifique, plus ou moins localisé, et a besoin des

autres pour mener a bien une protection optimale.



L’oxydation physiologique ¢t ’oxydation pathologique

Plusieurs considérent a tort que ’oxydation est néfaste dans tous les contextes. Au contraire, et on le
sait particulierement pour la phosphorylation oxydative de la chaine de transport d’électrons, 1’oxydation est
un phénoméne nécessaire dans le domaine du vivant. Que ce soit pour générer de l’énergie, moduler
’expression de multiples génes ou pour se défendre contre les pathogenes, les agents oxydants sont impliqués
dans de multiples mécanismes physiologiques. On parle de stress oxydatif seulement lorsque les défenses
antioxydantes sont surpassées par I’oxydation; ce n’est que dans ce contexte que I’oxydation est indésirable et
que des pathologies peuvent survenir. Les défenses antioxydantes peuvent étre surpassées par les agents

oxydants lorsque leur activité est déficiente, ou lorsque les agents oxydants surviennent en trop grande

quantité,

Certaines cellules du systeme immunitaire des mammifeéres, dont les macrophages et les
neutrophiles, générent des agents oxydants puissants, tel que le peroxynitrite (ONOQ"), qui aident & détruire
et phagocyter les envahisseurs. Ce peroxynitrite est produit quasi instantanément (« diffusion-limited rate »)
par la rencontre des anions superoxydes (0,”), générés par I’isoforme phagositique de la NAD(P)H oxydase,
et du monoxyde d’azote (NO"), généré par la forme inductible de la « nitric oxide synthase » (iNOS). Le
monoxyde d’azote est la seule biomolécule connue capable de réagir plus rapidement que la superoxyde
dismutase avec les anions superoxyde. Outre ses fonctions antibiotiques, le monoxyde d’azote peut faire
office de vasoconstricteur, de relaxant musculaire, d’immunomodulation ou de neurotransmetteur selon le

type cellulaire qui le recoit (Joshi et al., 1999).

Oxydation-réduction et régulation des génes

De fagon générale, par souci d’économie, les cellules n’ont pas tendance a gaspiller ou 4 surproduire
leurs composantes fonctionnelles. Ainsi, lorsqu’un substrat n’est pas disponible, les cellules ne fabriqueront
pas (ou peu) d’enzymes capable de dégrader le substrat en question. A I’inverse, la fabrication d’enzyme
s’enclenche dés I’apparition du substrat. Il faut donc que la cellule dispose de récepteurs sensibles & divers
stimuli pour bien réguler sa réaction face a son environnement. Il en va de méme pour la réponse

antioxydante.
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Face aux dérivés actifs de 'oxygéne (ROS) et de I'azote (RNS), la cellule peut adopter certains
comportements en fonction de I’intensité du stress et sa capacité de le prendre en charge. Lorsque les ROS et
RNS sont présents en quantité faible ou modéré et que les défenses antioxydantes cellulaires sont suffisantes
pour compenser 1’oxydation, la cellule a tendance & proliférer et donc a accroitre la synthése de composantes
fonctionnelles (dont les défenses antioxydantes) (Fujino et al., 2006; Joshi et al., 1999). Face & un stress
substantiel (ot les mutations a I’ ADN dépassent la capacité de la cellule & les corriger, ou lorsque 1intégrité
mitochondriale est rompue), mais insuffisant pour contrecarrer les mécanismes apoptotiques, la cellule aura
plutdt tendance & enclencher son apoptose. Et finalement, si le stress oxydatif est trop intense, la cellule
n’aura pas le temps ni les moyens d’enclencher son apoptose et sera détruite par nécrose (Joshi et al., 1999).
Contrairement & I’apoptose et la prolifération cellulaire, la nécrose n’est pas régulée par I’expression de génes.

De fagon générale, la réponse d’une cellule face a un stress oxydatif peut étre divisée en plusieurs
catégories. Bien que la réponse puisse varier grandement d’un type cellulaire & autre, la réponse face a un
stress oxydatif peut impliquer : (i) la modulation des cytokines et des hormones, pour ce qui concerne leur
production, leur sécrétion et leur action, (ii) la modulation du transport ionique, (iii) la modulation des
mécanismes transcriptionels, (iv) une neuromodulation, et tels que précédemment cité, (v) la modulation des

mécanismes apoptotiques (Allen et Tresini, 2000; Lander, 1997).

Tableau 3 : Exemples de fonctions cellulaires réguiées par ies ROS et les RNS

Mécanismes ROS/RNS Exemples Tissu

Cytokines ROS Libératign d’histamiqe Mastocytes _ .
RNS Expression des protéines IL-1 Cellules musculaires lisses vasculaires

Transport onique ROS Inhibitions des canaux CI’ Cellules pariétales (épithélium de I’estomac)
RNS Inhibition des canaux 3 Ca™ Monocytes ventriculaires

Transcription ROS -RNS  Activation du NF-xB Lymphocytes

Neuromodulation RNS Formation de connexions synaptiques ~ Neurones des récepteurs olfactifs

Apoptose ROS égs}v}i‘tose associée au syndrome de Neurones corticaux

(Tiré de Lander 1997)
A Péchelle moléculaire, ’état d’oxydoréduction du milien intracellulaire peut étre détecté au niveau
des protéines par I’entremise de fonctions thiols (état réduit) ou sulfhydriles (état oxydé) (Valko et al, 2006). 11
s’agit 1a d’un des mécanismes cellulaires de sensibilité de I’état d’oxydoréduction les plus courants, dans

Pétat actuel des connaissances & ce sujet, et est assumé par le systéme thioredoxine (Burke-Gaffney et al.,
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2005). Ce systeme comprends les thioredoxines, des enzymes qui portent deux résidus cystéines au niveau de
leur site actif et dont les fonctions thiols peuvent &tre oxydées pour former un lien disulfide, ainsi que les
thioredoxines reductases qui peuvent réduire les thioredoxines oxydées en leur forme de départ (réduite)
(World et al., 2006; Burke-Gaffney et al., 2005; Nordberg et Arner, 2001). Les thioredoxines reductases oxydées
peuvent a leur tour étre recyclées en réagissant avec une molécule de NADH (World et al., 2006; Burke-Gaffney
et al, 2005). L’oxydation ou Ja réduction des fonctions thiols méne généralement 4 un changement de
conformation de la protéine en question ce qui a pour effet, dépendant du type de protéine portant la fonction,
soit de moduler I’affinité de la protéine avec PADN (modulation de la transcription), soit de moduler
I’activité de la protéine (par la libération ou 1’annexion d’unités inhibitrices), soit de moduler la formation de
complexes protéiques nécessaire & la transduction de signaux intracellulaires (Allen et Tresini, 2000). Le
systéme thioredoxine est impliqué dans plusieurs états pathologiques dont le cancer, et plus particuliérement
dans la résistance des cancers face aux traitements de chimiothérapie (Gromer et al. 2004).

Le facteur nucléaire kB (NF-xB) est un bon exemple de complexe protéique dont I’activité peut &tre
affectée par 1’état d’oxydoréduction du milieu intracellulaire. NF-xB est un facteur de transcription que I’on
retrouve dans la plupart des types cellulaires et est impliqué dans ’expression de génes liés & la survie et la
différentiation cellulaire ainsi que l’inflammation et la croissance (Valko et al. 2006) comme par exemple
certaines cytokines (IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a), I'iNOS, certaines molécules d’adhésion (E-selectine et VCAM-
1) ainsi que les complexes majeurs d’histocompatibilit¢é (MHC 1 et MHC II) (Nordberg et Arner, 2001). Ce
facteur nucléaire est inactif lorsque 1ié 4 son unité inhibitrice (IxB), mais méne & I’expression de multiple
génes lorsque cette unité inhibitrice se détache. Aussi, il fut démontré que son activité peut étre stimulée par
le peroxyde d’hydrogene et les radiations UV et, & inverse, elle peut étre atténuée par ’action de divers
antioxydants tels que la vitamine E, le « Butylated hydroxy anisole » (BHA), la « nordihydroguaiaretic »
(NGA), la « N-acetyl-cystein » (NAC) et le « pyrrolidine dithiocarbamate » (PDTC) (Allen et Tresini, 2000,
Valko et al. 2006; Valko et al. 2007). Le facteur nucléaire NFxB n’est pas le seul 4 agir de la sorte; une liste non

exhaustive de facteurs nucléaires affectés par I’oxydation est présentée ci-dessous dans le Tableau 3.
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Lorsque les radicaux libres atteignent ’ADN, il peut s’en suivre (i) un arrét ou une induction de la
transcription, (i) une induction des voies de transduction, (iii) des erreurs de réplication et des (iv) instabilités
génomiques pouvant mener 4 une carcinogénése (Valko et al. 2007). Ces dommages & ’ADN consistent
généralement en des bris simple ou double du brin d’ADN, en des modifications des purines et pyrimidines
ou des désoxyriboses, ou encore, en des liaisons fortuites a I’intérieur du brin ’ADN (Valko et al. 2007). La
lésion & I’ADN la plus étudiée est la formation de 8-hydroxyguanosine (8-OH-G), un produit mutagénique de

Poxydation des guanines, et constitue un bon marqueur de dommages a I’ ADN (Valko et al. 2007).

Tableau 4 : Exemples de facteurs de transcription contrélés par
Poxydation ou la réduction (Kehrer, 2000; Valko et al. 2006; Arrigo, 1999)

Facteur Nom
Ap-1 Activating protein
Erg Epidermal growth factor
Elk-1 Extracellular-regulated kinase

GABP GA-binding protein
HIF-1 Hypoxia-inducible factor [
HSF Heat shock factor
NF-1 Nuclear Factor 1
NF-AT Nuclear factor of activated T cells
NF-kB Nuclear Factor kB

PAX-8 Paired box transcription factor
TTF-1 Thyroid Transcription Factor
USF Upstream Stimulatory Factor

Ainsi donc, vue la vaste gamme de composantes fonctionnelles cellulaires pouvant étre affectées par
I’oxydation ou la réduction, il n’est pas surprenant de voir une multitude de pathologies associées directement
ou indirectement a4 des processus oxydatifs indésirables. Parmi les pathologies les plus connues et qui
impliquent une composante oxydative, on trouve ’athérosclérose, ’arthrite rhumatoide, le diabéte mellitus,
I’ Alzheimer, le Parkinson, la sclérose en plaque, la sclérose latérale amyotrophique et plusieurs formes de
cancer (ex. : poumons, colon, sein, etc.). Que le stress oxydatif soit la cause ou la conséquence de la maladie,
il s’établit souvent un déséquilibre oscillant entre Uoxydation, le dommage cellulaire et la réponse

inflammatoire, qui & son tour entretient le stress oxydatif et le dommage cellulaire et ainsi de suite (Figure 3).
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Exemples de pathologies impliquant un stress oxydatif

Un cancer se développe en une succession d’étapes, commengant pas un stade d’initiation ou I’ ADN
subit des dommages non Iétaux (exemple : 8-OH-G) que la cellule peut en partie réparer lors de sa division.
Plusieurs études on établit une corrélation entre la taille des tumeurs bénignes et leur taux de 8-OH-G et
laissent penser que la formation de 8-OH-G pourrait déterminer la transformation de tumeurs bénignes en
tumeurs malignes (Valko et al. 2006). Bien que ces lésions & ’ADN puissent aboutir en un cancer malin, les
cellules disposent de mécanisme de réparation permettant de I’éviter. Ces mécanismes de réparation ont été
mis en évidence sur des foies de souris irradiés ol, aprés cessation de ’irradiation, le taux de 8-OH-G observé
diminuait avec le temps (Valko et al. 2006). Lorsque les cellules en stade d’initiation continuent de subir un
stress oxydatif, il s’en suit une libération du calcium intracellulaire ou une inclusion du calcium
extracellulaire qui peuvent provoquer un ensemble d’éveénements comme par exemple, I’expression de
certains génes (Valko et al. 2006). Si le stress oxydatif persiste et que les dommages & I’ADN s’accumulent et
ne peuvent pas &tre corrigés, la cellule enclenchera son apoptose sous ’action de la protéine p53 (aussi
responsable de la détection des dommages de ’ADN). 11 est intéressant de noter que plus de la moitié des
cancers affichent des défaillances des mécanismes de régulation de la protéine p53 (Valko et al. 2006) et que
Pactivité transcriptionelle de cette protéine, ainsi que sa capacité a se lier & ’ADN, dépendent de I’état réduit
de ses fonctions thiols (Arrigo, 1999). Ainsi, si le stress oxydatif n’est plus suffisant pour solliciter I’apoptose
par Pentremise de p53, ni pour provoquer la nécrose cellulaire, il aura plutét pour effet de promouvoir la
division cellulaire (Valko et al. 2006). Ces deux premiers stages de développement d’un cancer sont
réversibles, c'est-a-dire que si les agents mutagenes sont éliminés, que le stress oxydatif cesse et que la cellule
parvient & réparer les dommages & I’ADN, la tumeur bénigne ne se transformera pas en tumeur maligne.
Toutefois, si les conditions mentionnées précédemment persistent et qu’il s’accumule d’autres dommages a
I’ADN, Ia tumeur bénigne deviendra maligne. A ce stade, le processus devient irréversible et se caractérise
par une instabilité génétique et une rupture de ’intégrité chromosomique (Valko et al. 2006).

La sclérose en plaques (SEP) est également un bon exemple de désordre neurodégénératif a
composante inflammatoire impliquant un stress oxydatif. Dans la majorité des cas, la SEP se caractérise par

une démyélinisation multifocale du systéme nerveux central qui survient par épisodes successifs (phase
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« poussée-rémission ») et qui éventuellement, aprés quelques années d’évolution, méne 4 une dégénérescence
diffuse du parenchyme cérébral (phase progressive). La démyélinisation se produit par Daction des
lymphocytes T et des macrophages, qui sont des cellules immunitaires périphériques, et des cellules
microgliales, qui sont propres au systéme nerveux central. Durant les épisodes inflammatoires de la phase
poussée-rémission, la barriére hémato-encéphalique est rompue au niveau des 1ésions et permet 1’infiltration
des cellules immunitaires périphériques (lymphocytes et macrophages). Sur les sites inflammatoires, les
dérivés réactifs de 'oxygéne et de ’azote sont impliqués autant dans les processus de démyélinisation que
dans les processus de dégénérescence neuronale. De plus, les ROS et RNS ont pour effet d’activer certains
facteurs de transcriptions tel que NF-xB, lequel meéne a ’expression de divers génes impliqués dans la SEP,
comme par exemple celui du « Tumor necrosis factor a » (INF-0), de la forme inductible de la « Nitric
Oxide Synthase » (INOS) ainsi que de '« Intracellular adhesion molecule » (ICAM-1) et du « Vascular-cell
adhesion molecule » (VCAM-1) qui sont toutes deux impliquées dans le trafic des cellules immunitaires
périphériques vers le systéme nerveux central (Gilgun-Sherki et al, 2004). Il fut démontré que Pactivité de
I’iNOS est amplifiée méme chez les astrocytes (Calabrese et al. 2000). L’oxyde nitrique produit par I'iNOS et
les RNS qui en découlent ont un effet inhibiteur sur les complexes II-I1l et IV de la chaine de transport
d’électron mitochondrial, ce qui a pour effet d’accroitre la production d’anion superoxyde et, paraliélement,
de mener a une déplétion d’ATP et ultimement & la mort cellulaire (Calabrese et al. 2000). L’implication de
I’oxydation dans la sclérose en plaques a déja été mise en évidence lors d’études cliniques. Par exemple, des
prélévements de liquide céphalorachidien ont montré une concentration plus élevée d’isoprostanes et de
malondialdéhyde (deux marqueurs de 1’oxydation) (Gilgun-Sherki et al., 2004). De plus, une augmentation de la
peroxydation lipidique et du taux de glutathion oxydé ont ét€ mis en évidence dans le sérum sanguin des
patients en phase active de la maladie, en plus d’une concentration en vitamine E plus faible (Gilgun-Sherki et
al., 2004). Finalement, ’étude directe des plaques & ’autopsie révéle aussi un niveau d’oxydation plus élevé et
un réseau de défenses antioxydantes moins performant (Gilgun-Sherki et al., 2004).

Finalement, comme dernier exemple de pathologies impliquant une composante oxydative, on retrouve

les maladies cardiovasculaires, incluant I’athérosciérose, I’hypertension et les défaillances cardiaques.
R p
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L’athérosclérose se produit lorsque les résidus d’acide aminés des «Low-Density Lipoproteiny (LDL) sont
oxydés ou que leurs lipides subissent la peroxydation lipidique (Peluso, 2006). Les LDL ainsi oxydés sont
capable d’initier les processus d’athérosclérose dans les parois internes des artéres en s’y déposant.
L’accumnlation de LDL oxydés a pour effet de rétrécir le calibre des artéres ainsi que de réduire 1’élasticité de
leurs parois et, ultimement, d’accroitre la pression sanguine (Peluso, 2006). L’accumulation de plaques
d’athérosciérose dans les artéres peut provoquer ’inflammation qui aura pour effet d’accroitre le siress
oxydatif par Iintermédiaire de I’iNOS des macrophages (Peluso, 2006). Outre les oxydes nitriques générés par
les macrophages, il y a aussi ceux générés par I’eNOS, une des deux formes constitutives de la «Nitric Oxide
Synthase», qu’on retrouve dans les cellules de I’endothélium vasculaire et dont 1'utilité physiologique est de

moduler la relaxation musculaire et ultimement la pression sanguine (Elahi et al., 2007).

Initiation

gt

Dommage cellulaire
et tissulaire

Sécrétion d’agents .
pro-inflammatoires Produits

Cytokines, protéases autotoxiques
et dérivés réactifs de
’oxygéne et de I’azote

Réponse cellulaire

Activation microgliale,
activation du complément,
induction de la synthése protéique

Figure 3 : Modéle de boucle autotoxique proposé pour les mécanismes inflammatoires
des maladies neurodégénératives (Torreilles et al., 1999)



16

Problématique

Depuis ’apparition des eucaryotes sur Terre, I’oxydation est devenue le compromis entre un plus haut
rendement énergétique et la production de dérivés toxiques. L’oxydation étant un phénoméne omniprésent
dans le domaine du vivant, il n’est pas surprenant de la trouvée impliquée dans une multitude de pathologies
ou conditions de vie. Souvent, des problémes de santé surviennent suite & un stress oxydatif ou provoquent
celui-ci, mais dans tous les cas oul une oxydation non ou mal contrdlée se produit, il pourrait étre possible de
rétablir ia balance oxydants-antioxydants par I’'usage de molécules antioxydantes d’origine exogénes.

L’utilisation d’antioxydants exogeénes, sans nécessairement guérir ces pathologies, pourrait aider a
mieux les contrbler, & atténuer la boucle de dégénérescence, ou encore a accentuer effet des médications
actuellement disponibles. Un bon exemple d’antioxydant exogéne ayant démontré son efficacité jusqu’aux
études cliniques est le Pycnogenol®, un extrait standardisé d’écorce de pin maritime (Packer et al., 1999).
L’écorce du pin maritime est utilisé¢ depuis longtemps dans un contexte de médecine traditionnelle allant
méme jusqu’a étre reconnu par Hippocrate, le pére de la médecine, quatre siécles avant J.-C. Ses propriétés
antioxydantes et ses propriétés immunomodulatrices ont été mises en évidence in vitro, ex vivo ainsi que in
vivo. On reconnait au Pycnogenol® un pouvoir scavenger, un pouveir de chélateur, de méme qu’une capacité
a soutenir le réseau d’antioxydants intracellulaires (Packer et al., 1999). On attribue aussi au Pycnogenol® la
capacité de moduler I'activité de certains enzymes ainsi que I’expression de certains génes, comme par
exemple une diminution de PARNm pour iNOS (Packer et al., 1999). Outre ses activités in vitro et ex vivo, le
Pycnogenol® s’est montré efficace lors d’études cliniques chez ’homme pour réduire la pression systolique,
de méme que la concentration sanguine des ROS, des LDL et des thromboxanes (Williamson and Manach,
2005).

Parmi toutes les sources possibles de nouveaux composés pharmacologiques ou nufraceutiques
potentiels, la disponibilité et I’accessibilité des ressources locales méritent que ’on s’y attarde. Ainsi, dans un
contexte de valorisation des biomasses, la biodiversité végétale de la forét boréale, qui reste encore mal
connue d’un point de vue pharmacologique, constitue une réserve potentielle de composés antioxydants. Il en
va de méme pour la biodiversité animale et, en particulier dans le cas qui nous intéresse ici, la biodiversité

marine du fleuve Saint-Laurent.
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En ce sens, plusieurs espéces autres que celles disponibles localement ont déja été étudiées pour en
évaluer le potentiel antioxydant. Plusieurs espéces de coniféres voisines de celles qu’on retrouve dans la forét
boréale québécoise se sont avérées intéressantes avec des activités antioxydantes particuliérement marquées.
On note, entre autres, diverses especes de pins (ex.: Pinus cembra, P. sibrica), de sapins (ex. : Abies sibrica,
A. balsamea), d’épinettes et de mélézes (ex. : Picea Abies, Larix decidua) (Willfor et al., 2003; Packer et al,,
1999; Gilcin et al., 2003; Pinelo et al, 2004). Comme plusieurs auteurs ont déja rapporté des potentiels
antioxydants intéressants a partir de diverses composantes anatomiques de ces espéces (feuilles, écorces, bois,
etc.), il est probable que les espéces présentes localement et qui font partie des mémes genres présentent elles
aussi des potentiels prometteurs. Il en va de méme pour certaines espéces d’échinodermes (Matsuno et
Tsushima, 1995; Haug et al., 2002) pour lesquelles la littérature scientifique est actuellement moins abondante.

Aussi, comme il existe une vaste gamme de méthodologies disponibles pour évaluer le potentiel
antioxydant, un bref chapitre sera consacré a la présentation de quelques-unes de celles-ci et fera office
d’introduction au chapitre qui suivra pour rapporter une méthode originale qui permet d’évaluer le potentiel
antioxydant dans un contexte cellulaire sur des cellules en culture.

Dans le présent contexte ol I’oxydation est reconnue pour étre impliquée dans diverses pathologies, et
ou l'usage d’extraits antioxydant s’est avéré bénéfique lors de certaines études cliniques (avec le
Pycnogenol® par exemple), le présent projet a pour objectif principal de mettre en évidence les propriétés
antioxydantes d’extraits issus de la biomasse végétale et animale québécoise :

Objectifs
e Elaborer et valider une méthode ex-vivo pour évaluer le potentiel antioxydant (Chapitre 2)
e Evaluer le potentiel antioxydant d’extraits issus de la biomasse forestiére boréale (Chapitre 3)

e  Evaluer le potentiel antioxydant d’extraits issus de diverses sources animales (Chapitre 4)
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CHAPITRE 1

METHODES D’EVALUATION DU POTENTIEL ANTIOXYDANT

11 existe plusieurs méthodes qui visent soit & mesurer I’oxydation dans un systéme donné (chimique ou
biologique), soit & évaluer le potentiel antioxydant de composés divers. Aucune de ces méthodes a elle seule
n’est suffisante pour caractériser I’oxydation ou la protection contre 1’oxydation, mais chacune contribue a la
caractérisation globale des activités biologiques des composés ou mélanges testés. Bien que les méthodes
disponibles soient sensibles et reproductibles, il reste trés difficile, voir pratiquement impossible, de prédire ce
qw’il adviendra ultimement chez I’humain. Ce qui suit n’est pas une liste exhaustive de tous les tests
disponibles, mais plutdt un apergu des principaux tests utilisés, en insistant davantage sur les tests in vitro.

1.1 Tests in vitro

Les techniques d’évaluation in vitro du potentiel antioxydant constituent une premiére approche pour
déterminer si un composé chimique peut prévenir I’oxydation. Ces méthodes sont relativement simples,
rapides et peu coliteuses par opposition aux méthodes in vivo, mais sont moins fidéles a la réalité
[biologique] du fait qu’on n’y retrouve pas toutes les variables impliquées lors de I'usage d’un modéle
animal. Les méthodes in vitro n’impliquent pas de matériel vivant et se résument souvent & des systémes
chimiques relativement simples par rapport & la complexité¢ du vivant. Dans la plupart des cas, il s’agit de
méthodes dites indirectes, du fait qu’elles impliquent des substrats synthétiques tels que des fluorochromes
comme cible de 'oxydation (Figure 1V). Comme la nature chimique de ces révélateurs détermine leur
réactivité face aux radicaux, il peut arriver qu’un potentiel ainsi mesuré ne soit pas applicable aux substrats

de nature biologique tels que des lipides membranaires par exemple.
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1.1.1 Oxygen Radical Absorbance Capacity (ORAC)

La méthode ORAC est rapportée comme étant un test pour évaluer le potentiel a réduire les
radicaux peroxyles (ROO") (Crichton et al., 2002). Originellement congue avec la B-phycoerythrin (B-PE)
comme fluorochrome, elle fut par la suite améliorée en remplagant la B-PE par de la fluorescéine, un
indicateur non protéique et plus stable. La méthode consiste & suivre la perte de fluorescence (A ex. : 485
/ h em.: 530 nm) de la fluorescéine (3°,6’-dihydroxyspiro[isobenzofuran-1[{3H],9’{9H]-xanthen]-3-one)
lorsqu’elle est oxydée par les radicaux peroxyles générés & particr du AAPH [2,2’-Azobis(2-
methylpropionamidine) dihydrochloride] (Ou et al., 2001). L’activité de composés testés, traduite par un
délai de la perte de fluorescence, est comparée avec celle du 6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-
carboxylic acid (Trolox) pour obtenir un indice d’activité en équivalent Trolox (umol Trolox / mg de
produit testé), le Trolox étant la version hydrosoluble de la vitamine E (u-tocopherol liposoluble). La

méthode ORAC a I’avantage d’étre peu cofiteuse et rapide. Cette méthode est largement utilisée.
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Figure I'V : Divers fluorochromes utilisés pour mesurer
I’oxydation ou le potentiel antioxydant

1.1.2 Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP)
La méthode FRAP est une autre méthode rapide et peu coliteuse spécifiquement orientée sur la
capacité des produits testés a réduire le fer oxydé. Elle consiste 4 observer durant quatre minutes le
changement d’absorbance 4 A 593 nm et & pH acide, résultant de la réduction du complexe Fe"'-TPTZ

(ferric-tripyridyltriazine complex) (Benzie et Strain, 1996; Roginsky et Lissi, 2003). Originellement congue



20

pour caractériser le potentiel antioxydant du plasma sanguin, cette méthode est aussi adéquate pour
caractériser le potentiel de composés purs. Toutefois, le potentiel de plusieurs molécules, comme par
exemple une variété de polyphénols, ne peut étre mesuré précisément du fait que leur temps de réaction
dépasse les quatre minutes standard de cinétique (Huang et al., 2005). De plus, il fut montré que certaing
produits de réactions entre le révélateur et le produit testé peuvent interférer avec la mesure d’absorbance.
C’est le cas par exemple de la bilirubine qui se transforme en beliverdine lorsqu’oxydée, laquelle absorbe
a 593 nm et méne a une surestimation du potentiel réducteur de la bilirubine (Huang et al., 2005). Comme
cette méthode n’implique aucun substrat oxydable, elle ne renseigne en rien sur la capacité du produit
testé a protéger quelconque substrat biologique contre I’oxydation (Frankel et Meyer, 2000).
1.1.3 DPPH

Le DPPH (2,2-Dipheny!-1-picrylhydrazyl) est un radical azoté stable qui absorbe la lumi¢re UV et
visible avec un maximum d’absorption 4 A 515 nm. Lorsqu’il réagit avec un donneur d’hydrogéne, il perd
sa couleur (Huang et al., 2005). Le test en soi est relativement simple, mais présente quelques limitations.
Comme le DPPH est relativement stable, il peut arriver que des antioxydants normalement efficaces
contre les dérivés réactifs de 1’oxygéne restent inertes face au DPPH (Huang et al,, 2005). De plus,
certaines réactions avec le DPPH sont réversibles et peuvent mener 4 une sous-estimation du potentiel
des produits testés. C’est le cas par exemple pour I’Eugénol® (Huang et al., 2005). Toutefois, le DPPH est
plus spécifique que PABTS™ (voir ci-dessous) du fait qu’il ne réagit pas avec les flavonoides (qui ne
contiennent pas de fonction alcool sur le cycle B) ni avec les acides aromatiques ne contenant qu’une
seule fonction alcool (Roginsky et Lissi, 2005). Finalement, le radical DPPH peut réagir avec d’autres
radicaux alkyl et le ratio de concentration entre le produit testé et le DPPH peut faire varier la linéarité de
la courbe de réponse (absorbance) (Frankel et Meyer, 2000).

1.1.4 TEAC (Trolox-Equivalent Antioxidant Capacity) avec ABTS'

ABTS est un autre révélateur radicalaire dont le spectre d’absorption se situe entre 600 et 750 nm
(bleu-vert). Lorsque ce radical réagit avec un antioxydant, il perd sa couleur et sa capacité d’absorption.
Il existe plusieurs procédures de préparation du radical cationique ABTS™ [2,29-azinobis(3-

ethylbenzothiozoline-6-sulphonic acid) diammonium salt] & partir de sa forme non radicalaire: entre
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autres, le AAPH, le K;S,0; ainsi qu'une méthode électrochimique ont été publiées (Roginsky et Lissi,
2005). Comme avec les tests ORAC et TRAP (ci-dessous), le résultat du TEAC, comme son nom
I’indique, est rapporté sur le potentiel antioxydant du Trolox (Huang et al., 2005; Roginsky et Lissi, 2005).
Bien que cette méthode soit rapide et relativement aisée, elle pose toutefois certaines limitations.
D’abord, I'activité mesurée dépend de la durée de I’incubation et de la proportion du produit testé par
rapport a la concentration en ABTS™ (Roginsky et Lissi, 2005). De plus, la méthode refléte davantage la
capacité d’un produit testé a réagir avec I’ABTS™ que son potentiel antioxydant réel dans un contexte
biologique. En effet, le radical artificie]l ABTS ™ réagit avec toutes les fonctions hydroxyles aromatiques,
indépendamment de leur pouvoir antioxydant réel (Roginsky et Lissi, 2005; Frankel et Meyer, 2000). Une
version plus simple et moins couteuse a été publiée et substitue le radical ABTS™ par un autre, le
DMPD™ (N,N-dimethyl-p-phenylenediamine) (Roginsky et Lissi, 2005).
1.1.5 TRAP

Le Total Peroxyl Radical-Trapping Antioxidant Parameter Assay a été mis au point originellement
avec la protéine fluorescente R-phycoerythrin (R-PE) qui perd sa fluorescence sous I’action du AAPH ou
du ABAP [2,2-azobis(2-amidinopropane) hydrochloride]. Le potentiel antioxydant des produits ainsi
mesuré est rapporté en équivalent Trolox (Huang et al., 2005). A I’inverse du test ORAC, le Trolox n’est
pas administré dans un groupe contrdle indépendant, mais plutdt subséquemment au produit testé, au
moment ou la fluorescence est réduite de moitié par rapport & la fluorescence initiale. Ainsi, le délai
d’oxydation («/ag time»), représenté graphiquement par une absence momentanée de perte de
fluorescence, est utilisé pour calculer le résultat final (plutdt que d’utiliser I’aire sous la courbe de
fluorescence) (Huang et al, 2005). Cette méthode a ét¢ largement utilisée par plusieurs groupes de
chercheurs et éventuellement modifiée pour utiliser la dichlorofluorescin diacétate (DCFH-DA) comme
fluorochrome. La DCFH-DA est plus stable que la B-PE et contrairement a cette derniére, elle devient
fluorescente lorsqu’elle est oxydée (Huang et al, 2005). Comme les radicaux sont générés par la
décomposition thermique de ’AAPH ou du ABAP, cette méthode ne peut détecter I'activité des
chélateurs de métaux (capables de générés des radicaux par réaction de Fenton) tels que I’urate (Frankel et

Meyer, 2000).



1.1.6 Dosage des composés phénoliques
Les composés phénoliques sont souvent rapportés comme étant de puissants antioxydants qu’on
retrouve entre autres dans les vins rouges et dans les petits fruits colorés. Le dosage de ces composés

n’est donc pas un test pour mesurer le potentiel antioxydant mais bien une méthode pour en faciliter la

découverte. Cette méthode de dosage est souvent utilisée paralielement 4 des tests de potentiel
antioxydant pour estimer la contribution des composés phénoliques & I’activité antioxydante. La méthode
la plus utilisée pour se faire consiste a faire réagir la solution testée avec le réactif commercial Folin-
Ciocalteu pour former des complexes moléculaires qui absorbent la lumiére & 758 nm (Singleton et Rossi,
1965). Le résultat de ce test est souvent exprimé en termes d’équivalents en acide gallique (Roginsky et
Lissi, 2005).

Cette méthode est simple, rapide et peu coliteuse mais n’est pas absolue; c'est-a-dire que la valeur
mesurée peut refléter davantage le potentiel réducteur (Huang et al., 2005) que la composition phénolique
réelle et il peut donc y avoir interférence avec d’autres composés susceptibles de réagir avec le Folin-
Ciocalteu comme par exemple les protéines et les sucres réducteurs (Huang et al., 2005).

Les anthocyanes sont une sous-catégorie des composés phénoliques et font partie de la famille des
flavonoides. On les retrouve donc dans les mémes sources que ces derniers (en particulier dans les

bleuets) et pour les mémes raisons, il peut &tre d’intérét de les doser. 1l existe différentes méthodes

simples de dosage des anthocyanes qui consistent généralement & mesurer ]’absorbance a différents pH et ...

différentes longueurs d’ondes. Le résultat de ces méthodes est souvent rapporté en équivalent cyanidine-
30-glucoside. Bien que ces méthodes soient rapides et faciles, elles sont aussi sujettes & divers biais dus

aux différents complexes que peuvent former les anthocyanes sous certaines conditions (Prodanov et al.

2005).
1.1.7 Liposomes
Les liposomes sont de petites vésicules lipidiques utilisés dans une variété d’expérimentations
orientées vers plusieurs champs de recherche. Les liposomes peuvent étre utilisés pour étudier la
répartition de molécules dans une interface hydrophile-hydrophobe (Edwards et Baeumner, 2006). Ils

peuvent aussi étre utilisés pour protéger et transporter des médicaments dans le contexte d’un organisme
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vivant (Edwards et Baeumner, 2006). Outre ces fonctions, les liposomes constituent un bon modele
lipidique pour évaluer le potentiel antioxydant de divers produits (Rackova et al., 2005).

Les liposomes peuvent €tre préparés avec différents substrats lipidiques et peuvent présenter des
caractéristiques physico-chimiques différentes selon les méthodes de préparation. Par exemple, Gutiérrez
et al. (2003) ont utilisé plusicurs méthodes pour étudier Vactivité antioxydante et P’interaction
membranaire du tocopherol et de composés phénoliques & 'aide de liposomes uni- et multi-lamellaires
préparés avec un extrait lipidique de cerveau de beeuf. Ils ont pu montrer que [’activité antioxydante est
en partie déterminée par I’hydrosolubilité des molécules, ainsi que par I’agent oxydant et la sonde utilisés
pour mesurer I’effet antioxydant.

1.2 Tests cellulaires (ex vivo)

Les méthodes ex vivo sont réalisées sur du matériel vivant ou provenant du vivant sans pour autant
utiliser d’organismes vivants complets. On parle alors d’organes, de tissus, de cultures cellulaires ou
d’éléments issus de cellules comme par exemple des mitochondries. Il s’agit alors d’un compromis entre la
simplicité des tests in vitro (strictement chimiques) et la représentativité des tests /n vivo sur modele animal
(sans toutefois I’atteindre).

La description du pouvoir antioxydant d’une molécule donnée peut englober plusieurs paramétres.
Le fait est que plusieurs molécules antioxydantes sont multifonctionnelles, c'est-a-dire qu’elles peuvent agir
selon différents modes d’action et chaque molécule antioxydante peut avoir une portée d’action plus ou
moins limitée, ou spécifique. Certains antioxydants sont des chélateurs de métaux (qui préviennent la
génération de radicaux par réaction de Fenton), tandis que d’autres sont des « scavengers » de radicaux. Les
tests abiotiques (de nature strictement chimique) ont I’avantage de cerner un nombre limité de ces
paramétres; les tests abiotiques sont généralement trés spécifiques. Mais comme il fut montré plus haut,
cette spécificité peut s’avérer trés peu représentative du contexte biologique ou les antioxydants devront
éventuellement é&tre revalidés. Par exemple, le test ORAC ne renseigne en rien sur la capacité bioprotectrice
des molécules testées et le test TRAP ne peut rendre compte du pouvoir chélatant (Frankel et Meyer, 2000).

Les tests sur culture cellulaire englobent généralement plusieurs aspects de I’oxydation. Comme il en

fut question dans I’introduction, les cellules disposent normalement d’un systéme enzymatique pour contrer
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les radicaux libres, ainsi, le fait d’impliquer des cellules dans un test de potentiel antioxydant peut, selon la
durée et les conditions de ce test, rendre possible la détection d’effets modulateurs de ces enzymes ou de
Pexpression de certains génes induits par les molécules testées (Liu et Finley, 2005; Frankel et Meyer, 2000).
De plus, le fait d’impliquer des cellules vivantes rend le test plus représentatif du contexte biologique dans
lequel les antioxydants pourraient ultimement &tre utilisés; les cellules vivantes contiennent I’ensemble des
biomolécules (protéines, lipides, acides nucléiques, etc.) susceptibles d’étre protégées par les antioxydants.
Les cellules vivantes comportent des compartiments aqueux ainsi que des compartiments lipidiques; on se
retrouve donc avec des interfaces hydrophiles-hydrophobes typiques des contextes biologiques mais que
Pon retrouve rarement dans les tests abiotiques (souvent homogeénes, soit hydrophiles, soit hydrophobes)
{Frankel et Meyer, 2000).

Ce qui suit concernant les tests ex vivo présente un exemple d’une méthode standardisée, le dosage
du glutathion libre, pour ensuite enchainer briévement avec quelques exemples de méthodes cellulaires
proposées pour diverses applications spécifiques.

1.2.1. Dosage du glutathion libre
Le glutathion étant 'antioxydant de faible masse moléculaire le plus abondant dans les cellules,
son dosage permet d’estimer la capacité antioxydante de celles-ci. Une des méthodes les plus utilisées a
cette fin implique I’utilisation de techniques de chromatographie liquide apres avoir formé un dérivé
stable du glutathion extrait des cellules. Bien que cette méthode soit longue et laborieuse, elle reste
relativement précise et reproductible. Une autre méthode a été publiée pour doser le glutathion avec le
monochlorobimane, un indicateur non fluorescent qui devient fluorescent (A ex.: 355, em.: 500 nm)
lorsque lié au glutathion par une enzyme intracellulaire, la glutathion-S-transférase (Kamencic et al., 2000).
Cette méthode est rapportée comme étant aussi sensible et précise que les méthodes de dosage par HPLC,
mais constitue une alternative moins longue et laborieuse.
1.2.2 Autres méthodes non standardisés sur cultures cellulaires
Un certain nombre d’auteurs ont déja rapporté des potentiels antioxydants de molécules évalués
par des méthodes de test sur culture cellulaires. Souvent, des cellules hépatiques sont choisies comme

modele puisque ces lignées cellulaires hépatiques (exemple : HepG2) retiennent plusieurs de leurs
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fonctions détoxifiantes (métabolisation des xénobiotiques en vue de les éliminer) ainsi que leur systéme
antioxydant enzymatique (Lima et al., 2006; Liu et Finley, 2005). Des lignées cellulaires issues de tissus
digestifs, comme par exemple la lignée Caco-2 (adénocarcinome du colon), peuvent étre utilisées pour
évaluer D’absorption intestinale et estimer la biodisponibilité des composés testés (Liu et Finley, 2005).
Bien que certaines souches cellulaires reviennent plus souvent que d’autres, la spécificité du contexte
d’étude peut imposer I’'usage d’autres lignées, comme par exemple des cellules endométriales (RL95-2)
utilisées par Estany et al. (2007) pour évaluer le potentiel antioxydant du N-acetyl-cyctéine dans un
contexte d’étude sur I’oxydation dans les problémes de fertilité. Le fait est qu’aucune lignée cellulaire ne
peut couvrir tous les aspects de P’oxydation et des mécanismes de défense antioxydante (Liu et Finley,
2005).

Lima et al. (2006) ont étudié I’effet protecteur de divers composés phénoliques déja reconnus
comme des antioxydants sur des hépatomes (HepG2) soumis & un stress oxydatif induit par le ters-butyl
hydroperoxyde (tBH). Ils ont mesuré les dommages subits par ' ADN («Comet assay»), la déplétion du
glutathion libre et la peroxydation lipidique (avec I’acide thiobarbiturique) induits par le tBH; ils ont
ensuite comparé ces résultats avec le potentiel anti-radicalaire mesuré par la méthode in vitro DPPH et le
coefficient de partition des molécules testées. Ils ont pu mettre en évidence que I’hydrophobicité des
composés antioxydants testés a autant d’importance que le potentiel anti-radicalaire sur la survie
cellulaire et la protection contre les dommages & I’ADN (Lima et al., 2006); ceci refléte bien le probléme
de partition des molécules dans les interfaces eau-lipides exposé par Frankel et Meyer (2000).

Estany et al. (2007) ont évalué ’effet protecteur de divers antioxydants sur leur modele cellulaire
endométriale (RL95-2) soumis a un stress oxydatif au peroxyde d’hydrogene. Ils ont préalablement
déterminé les différents degrés de toxicité du peroxyde d’hydrogéne sur leur modele cellulaire, ainsi que
les spectres de concentrations non toxiques de leurs antioxydants. Ils ont ensuite testé des concentrations
non toxiques d’antioxydant sur des cellules soumises 4 des concentrations toxiques et non toxiques de
peroxyde d’hydrogene. En comparant différents modes d’administration, il on pu déterminer que le N-
acétyl-cystéine prévenait la toxicité a toutes les concentrations toxiques de peroxyde d’hydrogéne pour

peu qu’elle soit co-administrée avec ce dernier (antioxydant administré en méme temps que le stress
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oxydatif). Ni le prétraitement, ni le post-traitement (antioxydant administré pour les 24 heures précédant
ou suivant le stress oxydatif) ne s’est avéré efficace pour tous les antioxydants testés. Les auteurs
suggérent donc que ’effet protecteur induit par le N-acétyl-cyctéine est dii & son pouvoir de «scavenger»
(Estany et al. 2007). Ces mémes auteurs rapportent que des potentiels antioxydants inférieurs avec le N-
acétyl-cyctéine ont ét¢ publiés par d’autres équipes de chercheurs utilisant des méthodologies et des
lignées cellulaires différentes; ces différences soulignent bien I’impact de la méthodologie et de la lignée
cellulaire sur le potentiel antioxydant mesuré.
1.3 Tests in vivo
Les méthodes in vivo, chez la souris ou le rat par exemple, pour évaluer le potentiel antioxydant sont
les plus représentatives de la réalité pour sélectionner des composés antioxidants potentiellement actif chez
I’humain. En effet, il est possible sur modéle animal d’étudier la pharmacocinétique des molécules testées,
c'est-a-dire leur absorption, leur disponibilité une fois absorbé, leur mode d’action et effets secondaires, leur
métabolisation et finalement leur élimination. Une molécule pourrait par exemple avoir €t reconnue
comme étant tres efficace lors de tous les tests in vitro et ex vivo antécédents et ne montrer aucune activité
une fois testée sur modele animal tout simplement parce qu’elle n’est pas disponible une fois absorbée par
P’organisme.
1.3.1 Dosage du MDA et des TBARS

Cette méthode est destinée a quantifier le malondialdéhyde (MDA : OHC-CH,-CHO) issu de la
dégradation des peroxydes lipidiques. On retrouve le MDA &4 méme les tissus ou le plasma et il est
éliminé par les voies urinaires. Ainsi, il peut étre mesuré dans ’urine de modéles animaux (mais aussi
dans le surnageant de cultures cellulaires).

Plusieurs méthodes ont été publiées pour doser le MDA; certains par chromatographie gazeuse
couplée a la spectroscopie de masse (GC-MS) aprés la formation d’un dérivé avec le
pentafluorophenylhydrazine (Yeo et al, 1994) et d’autres utilisant I’absorbance ou la fluorescence du
MDA ayant réagit avec I’acide thiobarbiturique (Jentzsch et al., 1996). Si les méthodes utilisant le GC-MS
sont plus sensibles et plus précises que les méthodes utilisant P’absorbance ou la finorescence, elles

restent beaucoup plus longues et dispendieuses que ces derniéres.
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Ce n’est que plus tard, aprés quelques décennies d’utilisation, que le terme TBARS
(ThioBarbituric Acid Reactive Substances) est apparu car P’acide thiobarbiturique est susceptible de
réagir avec d’autres molécules que le MDA. De plus, le MDA peut apparemment provenir d’autres
substrats que les lipides peroxydés, et lorsque que le MDA est généré suite & une peroxydation lipidique,
il n’est pas possible de déterminer quel type de lipide a originellement €té oxydé.

Cette technique de dosage constitue une approche globale (par opposition aux approches plus
spécifiques telles que le dosage des isoprostanes et des neuroprostanes) du fait que le malondialdéhyde
peut provenir de n’importe quel tissu de 1’organisme. De plus, cette méthode peut étre utilisée de maniére

non invasive en analysant I'urine des modéles animaux utilisés.

1.3.2 Dosage des Isoprostanes et Neuroprostanes

Les isoprostanes, aussi appelées prostaglandines, sont des messagers chimiques issus de
I’altération enzymatique (par la cyclooxygenase ou COX) ou non contrdlée (par attaque radicalaire)
d’acides gras polyinsaturés (PUFAs) tels que l’acide arachidonique (C20:4) et docosahexaénoique
(C22:6) lesquels sont des constituants membranaires (Durand et al., 2004). On leur connait quelques roles
dont I’inhibition de I’agrégation plaquettaire, la promotion de I’adhésion des polynucléaires neutrophiles
et des monocytes et la contraction des muscles lisses. Il existe une variété de 64 isomeéres possibles
lorsque les isoprostanes sont générés par peroxydation lipidique. Ils sont relativement stables une fois
générés mais sont éliminés par les voies urinaires dans les quatre heures suivant la production. Il est
possible de les mesurer a méme les tissus ou & partir de fluides biologiques comme Purine, le plasma, la
bile, le liquide céphalorachidien, le liquide séminal, le liquide péricardique, etc. L’urine a I’avantage, au
contraire des autres sources, de contenir trés peu de lipides et est donc moins susceptible de générer de
nouveaux isoprostanes par autooxydation durant les étapes d’analyse et de conservation (Cracowski et al.,
2004).

Deux voies d’analyses existent actuellement, & savoir celles impliquant une chromatographie
liquide ou gazeuse suivie d’une spectroscopie de masse et les méthodes immunologiques (Berdeaux et al.,

2004). La premiére est la plus sensible et spécifique tandis que la deuxiéme approche est plus rapide.
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CHAPITRE [1

EVALUATION DU POTENTIEL ANTIOXYDANT SUR CULTURE CELLULAIRE
Food Chemistry (2009), doi:10.1016/j.foodchem.2008.12.002

Résumé

Il est aujourd’hui reconnu qu’un large spectre de pathologies (dont les maladies
cardiovasculaires, neurodégénératives ainsi que [’apparition et le développement du cancer)
implique une composante oxydative. Aussi, I’'usage de composés antioxydants d’origine exogéne
est aujourd’hui envisagé comme une solution possible pour mieux contréler ou remédier a certaines
de ces pathologies. Il importe donc de disposer de méthodologies adéquates pour mettre en
évidence le potentiel antioxydant des composés issus de sources alimentaires et ceux issus de la
pharmacopée végétale ou animale. Le présent travail propose donc une méthode originale sur
culture cellulaire destinée a étre utilisée complémentairement aux autres méthodes déja existantes.
Cette méthode s’est montrée adéquate pour mesurer le potentiel antioxydant de molécules pures
ainsi que du jus de certains fruits et légumes, affichant pour chacun une relation dose-réponse avec
des efficacités allant comme suit : quercétine > acide caféique > acide gallique > alpha-tocophérol,
pour les produits pures et comme suit pour les extraits d’origine alimentaires : fraises > bleuets >
kiwis > péches. La méthode s’est aussi avérée capable de détecter des potentiels pro-oxydants qui
demeurent indétectable avec le test ORAC. Ainsi, une réponse biphasique fut mise en évidence pour
le Trolox, lequel affiche un pouvoir pro-oxydant a dose élevée et un potentiel antioxydant a plus
faible dose. Un pouvoir pro-oxydant a aussi été révélé pour les extraits de carotte et de brocoli, mais
a pu étre complétement inhibé par la chaleur pour restituer un pouvoir antioxydant. Cet effet pro-
oxydant s’est montré comparable & celui obtenu avec le beta-caroténe et un mélange d’isomeéres de
caroténe. Finalement, cette méthode originale s’avere aussi sensible que le test ORAC et reste
adéquate pour mettre en évidence le potentiel de molécules purifiées, hydrophiles et hydrophobes,
de mélanges complexes issus d’extraits d’origine alimentaire en plus de mettre en évidence

’interaction synergétique de divers caroténoides.
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Reactive oxygen species play a cdtiest role in candiovascular disesses, inflammatory diseases, neurode-
penerative disprders, tancer 2nd aging, Diets vich iy foods oxrtaining antfoxidents, sech as fruits and veg
etables, could heip prevent these pathologies It is therefore important to properdy assay the antfoxidant
poteatials of these amioaidant foods in caler to have a guideline for thelr proper wse, Actwal T itro
methodologies are often very spectic for one ande of action ard do Bot aecessarily veflect the normal
biclogical context tn whick they are used. In fhis work, we have developed a cell-based assay using

gzgﬁﬁls 2, Pedichlorofivorescl pdiacstate { DCFH-DA), 3 ugefisl indicator of reactive oxygen species (ROS), fn neder
Fririts s deterenine the sutiesidant properdes of foods, extracts and molerules, Resules shiw 3 dose-depandent
Amtieddant antbeddant acthvity B pure compounds {in decreastng seder of acthdty: guercerin > caffeic acid » gallic
Pro-sxidant acit? > a-tocopherol) and fruft juices {he decreasing ovder of activity: strawberries » highbush blueeber-
ORAC assay ries > kbwis > peackies), These results are In good agreement with results obtained psing the OBALC,y assay,
Cell-based assay However, the cell-based assay detected 2 pro-oxidant efect with hrooooli and carvot fulces which was not
DCFH-DA ahserved using the ORAC, assay. Mized bsomers of foa-carpters isolated from carms were also found to
Carrot ) oxidize DCFH about 2124 zbove control-level Interestingly, the bolling of broccoll and carret juices
i‘;‘;’;ﬁ; ene inbibits this pro-ooi dant effect and restotes the antioxidap! properties of the uices. Woreover, the boiling

of the foae-caretens mixed somers causes their parttal degradatinon and sigeiticantly inbibits DUPH oxida-
tion about 68%, suppesting that carstenuids present in broccoli and careot Jutves are, in part, respoasible
for their pro-oxidant effecrs.

Crovam Copyright 4 2008 Published by Elsevier Ltd All rights reserved.

1. Introduction {Skes, TOUT) In a pormat healthy cell, equilibricen is maintatined be-
teween the geaeration of ROS and thelr elivnination by the antioxi-
dant system, However, an wanbalance can oorwr when ROS
production is greater than the antloxidant defence capacities of

Reactive oxygen species (ROS) are invobred in such pathologies
as cardiovascula diseases {athereaderosis), infammatory diseases

{asthuma, rheumatoid actheits, alereies), newrodegenentive dis-
eases { Parkinson and Alzheimer diseases), cancer, and aging {(Stohis,
1998, The principal ROS formed in blological systems are Superox-
ide anions, hydrogen pernxide, peroxy! radicals and hydroxe rad-
waks {Bergendi, Benes, Durackova, & Ferencil 1999} ROS can react
with and damage many cellular components {proteing, Hplds and
DNA) (Halliwell, 1998), The cell has eveived many antioxidant
enzpmatic systerns in order vo protect irself againsy ROS, Privwdpal
antiekidant ensyres incude superoxide dissnutase [SOD), which
dismutes the superoxide anton into hydoogen peroxide, glutathi-
one perokidase (GPRY and cotalase (CAT) which eliminates bydeo
gen peroxide (Mates & Sancher-fimener, 19990 Many small
motecules are also involved in ROS detoxification, such as glutathi-
one {GSH), w.tocopherot {vitarin E) and ascorbic add {vitamin ©)

* Carmgponding auther. Tel: +1 418 545 3 ¢ _Yax: +3 418 545 SO
E-mnafl addros: Jean Legauhi@ugacea (1. Legaulty,

the cell, or when the noonal sioxidant defences of the cell are
inhibited, This unbalance beonveen the oxidant and antioxidant
systems, aiso called oxidative stress, can lsad the cellular system
towards a pathological state {Sies, 19971

Biews rich in foods contalning antioridant comapounds, sach as
froits and vegetables, could help prevent pathnlogles caused by
oxidative stress {Lamyge, 1999). Therefore, it I8 kaportast to evalg.
ate the antiosidant potearial of fraity and vegerables in order ta be
cevtain of their quality amd 1o develop rmethods for thelr optimal
tonservativn. Several in vitrs methods sedh as the ORAC assay
foxyzen radical absocbing rapacity), the TRAP method (fotal vadi-
cab-trapping antoxidant pararmeter) and the TEAC method (roloy
eguivalent antioxidant capacity) are used for the evaluation of
the autioxidat activities of fraft and vegetable extracts { Momno-
Samcher, 2002; Pellegring et ab, 2003; Proteggente er af, 2002,
Wi et al, 20041 In vitre tests such as the ORAC assay do oot how-
ever take into accoust the physiological conditions of the celf, the
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hinavailability of the anttoxdant molecale as well as general cellu-
far metabolism fLiu & Finley, 2005 Moreover, antioxidant moles
cutes present tn foits and vegetables are heterogenous and
rultitfunctional {Frankel & Meyer, 20001 Many factors can affect
thelr anttoxidant potential, such 34 the affinity of the molecules
far the agueous or lipld phase, the axidation conditions in the celf
as well a8 the pature of the exidizable substrate wed in the assay
{Frankel & Weyer, 200070 Therefore, 3 onedimensional assay pro-
tocol cannot be used alone to test off relevant parameters {Franket
& Weyer, 2000, A complementary method used o evalnate the
antioxidant activities of fruit and vegetable extraces direcily in live
mammatian rells conld be wseful, Hnfortunately, very fewe studies
use cell culture models to evaluate antioxidant potential, In this
work, we have devetoped a raptd celb-based assay wsing 207
dichloroffunrescin {E}CEH yostdation to assess the pro- amd antiox-
idant potential of various pure compounds, frults and vegetables
fufces,

2. Materisls ond methods
2 1. Cheniteals

Fluorescetn sodim salp {FL), 2,7 dichlorefluorescin-diacetare
{DCPH-0A), 20 dichiomfuoresan (DOFHY, 2.7 «ﬁgzhbmﬂuﬁms“
vein {DCEY, tert-bubyt hydmpawmde {e-BuCOH), 6-hydroxy-257,
B-tetramethyl-Fcarboxylic ackd (Trolox), querceting, w-tocopherol,
Becarotens, 9 f-carotene {112 mixed isomers from carmt), caffeic
acid, galtic actd and 2 2azobis { 2amidine-propane) diliydrochlo-
rde! AAPH ) were alf purchased fram Sigma-Aldrch {Oakville, DN,

2.3, Sumple preparation

Frufes and vegetables were purchased at a Yoral grocery store
and refrigerated atonce, Froit and wegelable Juices were extracted
using & juice extractor, futces were then vacoum flvered with a
22 ym fhter, frozen at 80 °C and then lyophilized. Dry matter
was solubitized in water at 400 megim} for the cell-based aszay
and 100 mgimi for the ORAC assay, Pure chemirals were dissolved
in the appropriate solvents, In order to avold sofvent thxicity in the
cetb-based assay, che final concentration of solvent in the cubiure
medium was maintatoed at 025X [volomefvolume), The sample
conrentrations tested ranged From 0.5 to 125 » W% pgfmi for the
ORAC assay and from 1 to 1000 pefmt for the celb-based assay,

2.3 ORAUy assay

The procedure was performed as described by On, Hampsch-
Woodill, and Prior {2001) with some modifications. BrieBy, the
ORAC assay was curried out in black round bottom 96-welt
microplates {Costor) on 2 Floovoskan Ascent FI™ plate reader
{Eabsystems) equipped with an automated injector, Four comcen-
trations of Trolox {the contead standard) were used [1.56; 313
625 and 135 pbd) in guadruplicate, and 2 gradient of 16 conren-
trations of the samples was prepared withoat replication, The
experimem WaIs mm’iuaed m. 37, *’i “C ;md i‘n p‘H 7.4 phm;phan:

grammeﬂ oy remrd thﬁ“ ﬁuﬂmﬂéﬂ(ﬁ‘ {Z e 4«% nnﬁam %3{} nm\
of fuorescein every minute after addiion of 375 mM 2 2-avo-
his{Z-amidinopropane) dihydeochloride {AAPHY, for a2 wial of
3% win, The Gnal resulis were calbulated using the net area under
thie curves of the sample ronceniratons for which deceease of at
least 95% of Auorescence was abserved at 35 min and which also
presented a Hnear dose-response pattern. ORAC valaes were o«
preszed in micromotes of Trolox egquivabents {[TE) per gram [pmat
TEfg).
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24 Cell culture

The LA28 murine fbrosarcoma celf boe (ATCCROCE-1) was ob-
taimed from the American Type Calture Collection {Manassas, USA),
The cells were coltured in minirmam essential mediom contamming
Eacle's safts and supplemented with H% fetal calf serum{ Hydone,
Logan, USA), vitaming {1X), sodiumn pyruvate {1X). non-essential
amino acids {1X), penicillin {100 10 and '«trapmmvci’n {100 pgf
mi) ¢ Mediatech Cellgro@), Cells were incubated in 2 bumidified
atrmosphers at 37 4C in 58 00y

2% Fluorescence quenching assessment

The sensitivity of the Huortrmeter and the curve Hoesarity of BCF
are determined with growing concentration of DCF in Hanlds buf-
fered salt solution (HBSS) ranging from 60 pl to 125 oM [Fluoms-
kan Ascent FL™ Labsystemns; ex. 485 nm emu 530 ne), The BCF
Auorescence guenching of each sample is previously tested by
measuring fuorescence of increasing concemtrations of sample
pnging from .05 tn 2.5 mgimt veith 25 nhd DCF in HBSS. Intrinsic
fluorescence of each sample 5 alse measared I HBSS (without
BCE) The celi<based assay is performed in conceatrations of sam-
ples which are not furrescent and which do not guench BCF
Auvrescence,

28 Cell-bosed assay

Pro- and aptioxidant activities were evatuared using DCFH-DA
prnbes, 929 cells were plated i transparent Gat bottom 96enel
mitcroptates {80 Falcan) at 10,000 cells per well and incabated for
24 b at 37 *C and 5% C0,. The cells were washed with 150 pi of pH
7.4 phosphate buffer salive {PBS) and intubated For 30 min with
100wt HESS {pH 7.4} containiog 5 b DCFH-DA {Slgrma-Abdrich,
Gakvil Ie, ON), The cetls were then washed again with 150 ul PBS,
To agtess antinvidant activity, the cells were incubated for 1 hwith
griwing concentrations of pare compounds or extracts in the abe
sence or presence of 200 uM teré-butyihydmperoxide {&-Bu00H),
Fluorescence was measured nmediately after e-Bu00H adminds-
tration and also 90 min later on the automated plate reader {Flup-
roskan Ascent FL¥, Labsystems), using an excitation wavelength of
485 nm and an emission wavelepgth of 530 omy 10 were calcae
fated using the bogarithmic regression of the dose-respomse cuve
after subtraction of both blank and intrinsic sample fuorescence
vahues. tn all cases, the coeficients of determination of the regres-
sion A were greater than (.85, Wy are the means £ standard
deviations of three determinations,

281, Statfsticed arudysis

The values were expressed as means+ standard deviation of
three determinations, The results were analyzed by the Kruskal-
Wallls test foltowed by a Student-Newman-Keals' or Dumn's post
hot test, P values of 005 or less were considered ag statistically
stztficant,

3. Besulis and disrussion

The principal obiective of this work was to nse a cell-based as.
say to messurce the antioxidant potential of vatural compounds
and miatures such as frudt and vegetable jufres. Sume researcher
groups have reported the use of 2 P-dichlorofluorescin-diacetate
TDCEH-DA)Y in biological swstems for the evaluation of nataral anti-
oxidasrs. Takamatsu et al. {2003 regotted the screening of Some
davonoids for their antioxidant properties on HE-B0 cells using a
DCFH-BA assay. However, ia thelr assay, {~pepigaltocatechin
and guercetin {both positber standards) did ot show apparent
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antixidant activities, o another sudy, Lo et af, {2004) used a
DCFH-DA assay to assess the anticotdant activities of procyaniding
from grape seeds, Unfortunately, the DOFH-DA celi-based aszay
used by Lu et al {2004) was not deszibed. Moreover, Eberhardt,
Kaobira, Keck, Juvik, and jeffery (2005) used a cetlular assay toevab
pate the antiosidant activities of Broceolt extracts. However, the
positive control nsed to validate the method was not shown, Re-
cently, Wolfe and Liu {2007 developed 2 new celiular antioxidant
activity assay (CAA), but the method 5 not veey sensitive with BCy,
ranging from 3 to 62 mgfol for varions fruit exiraces. Conse-
quently, the fack of standardization, uniformity and sensttiviny of
the DUFH-D3& agsays in the fterature prompted us to develop our
cell-based assay condivions to agsexs the antioxidant acrivisies of
matuml compounds and mixtures.

3.1, Evatugtion of pure antioxidant compeunds both by a coll-based
assy wing DCFH aaddation and by the ORAC assgy

BCFH-DA is a usefid indicator of reactive oxygen spedes {ROS)
and oxidative stress, The noapolar and non-donic BCFH-DA crosses
cell membranes and i hydrolyred by fotracellular esternzes to
apndluorescent 2,7 dickiotoflucresdn (3OHL In the preseace
of ROS such as hydrogen peroxide {HeDy), Bpud hydmperoxides
and peroxinitrite, DUEH is oxidized to fluorescent 2, 7 -dichlosofa-
orescein {DCF), The oxidation s amplified by intracelhubar feerous
tron (Fe®™), The reaction of Hy(y with Fe® can generate hydroxy!
radicats {HO*y which can oxidize DOFH, Superoxide anfons do not
disnutase {(S0D) transforens superoxide anions into H; 0, which
carn then axidize DUFH, In addition, BOH cm be oxidized by intra-
ceftular oxidases and oxidants formed during the mduction of
HaOy. Altogether, these observations indicate that the oxidation
of BCFH may be dedved from several ROS intermediates {LeBel,
tschiropindos, & Bondy, 1992: Wang & juseph, 1999), Therefore,
BORH is ugeful to indivectly measare the effect of tntracebiolar anti-
pxddant activities in scavenging the ROS and in protecing the
DUFH from the oxidation, However, to assess the pobency of a
cornpound to inhibit DCF formation, & is important to measure
the sensitivity of the fluorimeter to avoid the gaturation of the
detectnr and DCF fuorescence quenching fduced by vegetable
and frit juices, Therefore, the relative Buoreséence of growing
concentrations of BUF was measured fest, in onder to both test
the sensitivity of the fuorimeter and confirm curve Hnearity, In
Fig, 1A, results show that relative DCF Ruorescence for concentri-
tions ranging from 6010 1950 pM i linear (2% = 0.95905), Moreover,
3 relatively high concentration of DUF {125 nh) does not saturate
the detector {data st showa), To test BOF quenching tduced by
various fruit and vegetable jubres, DCF was incubated in the pres-
ence of growing concentrations of catrot, brgocolt, peach, lemmon,
strawberry or blueberry juices ranging from 005 to 125 mglml.
The results presented in Fig, 18 show that none of the juices signif.
frantly guenches DCF Auorescence ab concentrmtions fower than
2 mygfenl except for the lemon mice which quenches about 32X of
fAuorescence at {4 myp/ul. However, ot 6.25 meg/m! and more, all
tested juices significantly quench DOF fluorescence. Momover,
the higher quenching values at 12,5 mg/ml were obtained with
frait juices incloding kemon (63%), steawberry {55%) peach {51%)
and hiueberry {48%) o comparison with vegetable juices such ag
carrot { 19%) and broceoti {103}, These results indicate that a deter-
mination of DCF quenching is important before testing the anttox-
idant poteacy of fuir and vegetable juices or extraces, lndeed, ot
high concentrations of froft jutces or extracts a part of the decreas-
ing of BCF Ausrescence ran be dve & DOF neenching and not to
antioxidant scavenging,

In the literature, concentrations of BCFH-DA ranging betwesn 5
and 100 phd were used to detect intracetinfyr ROS penduced in the
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Fig 1. (&) Standard curve of Bunrescent DCF Joxidizad produat of DOFH) in HBSS
T2 Y By etfect of et and wegetable juices on quenching of DCF fluarescence;
() mwasurernent, using growing concemrations of DCPH-TIA H4-20 i), of ROS
indused after incubatinn of 1928 celts in £BudOH {300 pht) for €, 29, 80 and
i 4’§gn Hieantly differsnt from fusrescense DIF withaut fruit and wegetable
juics; g G05.

presence of varous oxidants. In our cell-based assay, tert-butylhy-
droperaxide {8-BaDOH) was chosen as the intmceflular oxidizing
agent. The optimal concentration of DCPH-DA osed to detect intra~
celtufar 205 induced by 200 pbd +-BuGOH was next evalaated on
the L-929 cetl Hine, Cells were first loaded for 30 min with growing
concentrations of BUFH-O4 L0420 pM), then cells washed o
eliminate untoaded DCFH-DA and treated for 30, 60 or 90 min with
200 pM LBuOH, Results presented in Fig, 10 show that the incu-
bation of L-828 cefls with 5ubl DOFH-DA permits the optimal
detection of ROS induced by 6BuOOH, At this toncentration, rela.
thve fuorescence is not significanty different from that observed
whes using 10 or 20 oM BOFH-DA

The antioddant activity of Troloy, 3 waterapluble vitamin E
avatopue, was then svabnated using both the celb-based assay
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Fig. Z. Pwaluation of antincidant properfies of Trolox against treatment with o~
Bl for 90 min using the oell-based aszay J4) and aganst treatmoent with AAPH
wring the ORAGy assay () “Sipnificanthy different fram BH (200 0% p <0.05,

{Fig. 2A) and the OBACs, assay (Fig. 2B} In Fig. 24, L-929 cells were
pre-trested for 60min with growing concentrations of Trolox
{002 1000 pdt) and were incubated for 30 min in the presence
of 230 pd sBulDH, Results show that the dose-response curve
to Trolox & biphasic, tn the fimt phase, Trolox decreases -
BulOH-induced BCFH oxidation in a dose-dependent manoer at
doses ranging from 002 to 1 uM. In the second phase, Trolox in-
creases HBulld-induced DCRH oxddation at concenirations above
250 pM, Antioxidant and pro-oxtdant properties of Trolox have ak
seady been reported during the Gu™-induced oxidation of low-
density Hpoproteins { Albertind & Abufa, 19993 The cell-based assay
altows the detection of significant anticoidant activity For Trolox
concentrations as o as 002 gL In comparison, the ORAG, assay
detect Trolox antioxidant activity ar doses higher than 1.56 uld
{Fig, 28), These resuits show that the celb-based astay is a sensitive
assay which atlows to detect the anti- and pro-oxidant properties
of Trolox, Simitar resuits weme obtained with other cell lines
inchoding AB49, DEDY, Hepl2 and 'WST {data not shown).

The activities of pure antioxidant compounds such as quercetin
{Fig, 34, caffele adid{ Fig. 3B}, gallic acd {Fig, 3C) and setocopherad
{Fig. 300 were then assessed using the cell-based assay, Resalts
shuree that all these antioxidant standards inhibit ROS Induced by
£BuQOH in a desedependant oanner, In ofder to compare the
antibxidant activities of these standard compounds, concentration
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inhibiting BCFH oxidation by 508 (00,) were caloulared for each
molecnle, Regression cosfficients {7 caboulated for each togarith-
mkc e were superior to .95, In Table 1, mesubs indicate that the
antioxidant porenttals {ICy) of these standards are classified as
sach: quercetin {011 £0.08 phd) » caffeic add (35 £ 0.3 pbd) > gal-
Headid! 2.6 £ 06 ) > mrocophernt {1192 36 uh), Astmitar anti-
pxidant potential classification was obtained using the ORACy
astay, With regard of quercetins (g, ourcelb-based assay is about
5 folds more sensitive im comparison with CAA developed hy
Wotfe and Lin {2007} Funthermore, the antioxidant activity of o~
tocopherol was detected using the cell-baxed assay, suggesting
that DUFH iy also present in the cell membones, lndesd, a NMR
chemical shift-polarity study has greviously indicated that DOFH-
D4 and BCEH are lorated within the lpid bilayer (85, Frimer, &
Cohen, 2004), This suggests that DOFH can also be wsed to detect
the antioxidant activities of hydrophobic compounds.,

3.2 Evalugtion of the entincidant potential of frett ond vegetobie
jufras

The antioxidant activities of highbush bluebeny (Vacuinlem core
yrbosun ), kiwt, peach avd strawberry juices were evatuated nsing
the ceti-hased assay. The L8290 cell Hne was pre<treated for one
hour with increasing concentrations of fruit juices {16-1000 pgf
mit} and then incubated for 90 min in the presence of t-BuGOH. Re-
by presented in g 44 show thar a low concentration of high-
bush blueberey foice {16 pgiml) significantly inhibits DOFH
oxtdation by ahout 126 035, while kiwi, peach and strawberry
fntces are stightly pro-oxidant at this concentration, However, this
result is oot statistically sigaificant in comparison with untreated
cells, ALE frait juices tesved have antioxidant properties at concen-
rrations ranging fram 62,5 to 1000 pefoil, tn Table 1, Mgy values
cabeufated] from the logarithmic curves indicate that the antoxi-
dant activity of strawberry haice {52 2 8 pgfml) is the greatest, fobe
fowed by highbush bhueherry pice {1162 15 pugimi), kivd julce
{214 £ 30 pgfeal) and fnally peach juice {1179+ 303 ugfmi) The
antinxidant poteatial of fruft jukces was akso assessed using the OR-
My assay. The ORALy values for strawberry, highbush blueberry,
Kwd and peach julees are respectively of 190£3, 12519, 70+10
and 26 + 4 penol of TEfg of dry matter. These regults are consistent
weith those obtained with the cell-based agsay. However, compar-
son of these eaults with those from the Hrersture is not easy be-
cause ORAG values for froits vary with seasons, regions and
cultivars fwang & Lin, 2000; Wu et al, 2004), For example, ORACy
values ohtatoed by Wang and Lin{2000] for stmwherey julce ran-~
ged fFom B2 tn 153 pmol of TEjg of dry matter, depending on the
developmental stage of the froft {Wong & Un, 2000). Moreover, &
study on the antiozidant capacities of 30 ditferent Vaccintam ex-
trarts inchuding highbush blusherries showed that ORACy values
mnged from 15 to 131 uwmol of TEfg { Moyer, Horumer, Finn, Fred,
& Wrolstad, 2002),

The antioxidant actbities of two vegetable jutces (hooccok and
carrot) were alsoevahiated nsing both antioxidant assays, The OR«
Ay, values for brmoccolis and carrots are of 320220 and
02 12 penol of T8 je of doy matter, respectively {Table 1) Thesere-
sults are in good agreerment with those reported in the Hieratore.
Indeed, the antiozidant capacities of different freeze-dried vegeta-
wre anatyzed by Ou et al, and the ORACy values obtaied vanged
between 25-9% wmol of TEjg for carrot samples and 23208 pmol
of TE/g for broconli samples {On, Huang, Hampsch-Woodil, Flana-
gan, & Desmer, 3002). Surmprisingly, the results obtained with the
cefl-based assay show that brocooki and camot juices are strongly
prrnxidant when tested at doses ranging between 2 and 5300 g/
mi {Fig, 481 When compared to the fevel of DCPH axidation noe-
matly indoced by tBuOOH alone, DUFH oxidation was itcreased
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Fable 1
Antioxidant effects of compounds, fruit and vegetable fuices using the ORAG; assay
amnd the cell-based assay

4 Comcentration inhi
B 10y value in micromolar ().

¢ Extrapolated value abtaingd frorn logarithmic osrve
¢ Pro-oridant activity.

iting DCFH oxidation indured by t-Bull0H by ffty prroent,

t0 204 + 3% in cells treated with carrot juice {125 ygfmi) and to
170+ 4% in cells treated with broceol juice {125 ueiml), The effect
of heat o these pro-oxidant activitfes was then tested by boiling
both juices for 30 minat T00°C After botling, both vegetable juices
were found to be strongly anfioddant, with 10, volues of
14 + 4 pgfmi for broceolt juice and 57 £ 37 pgfml for carot juice,
These wesults suggest that the pro-oxidant compounds are heat-

sensitive. Results presented in Table 1 show that the ORAD,, assay
did not detect the pro-oxidant activity of vegetable juices and that
the boiling of both samples did not significantly affect their ORACH,
values, The pro-oxidant effects of carrot and brocroll juices wers
aleo confirmed on gther human cell ines inguding normal human
fibroblasts {WS-1), a human lung adenocarcinomacell line (A.549)
and a human colon carcinoma cell line {(DLD-1) {data aot shown),
It i known that carmot and besccolf contain carotenoid com-
pountds such as o~ and f-carotene {Cortes, Esteve, Frisnta, & Tarreg.-
rosa, 2004; Kurilich et al, 1999) Moreover, it is kaown that §-
carotene exhibits pro-oxidant propertfes in culiured cetls {Palorza,
Serivd, DF Wicnolo, Pleciont, & Cabdello, 2003). The presence of o
and §-carotene in our carrot juice was confimed by thin layer
chromatography using a cisotens standard {data not shown), The
pro-oxidant effects of carrot price, Bcarotene and a mix of B aml
s-Larotene somers solated from carrols were then evaluated,
both before and after boiling. on 1929 cells untreated with t-
BuOUH. DCFH oxidation in cells untreated with 6BuO0H was wed
as control. Results presented in Fig. 5 show that 4 and 16 ugloml of
unbailed carrnt juice increased DUFH pxidation by respectively
2% and 191 7% above the comtrob-level In comparison,
200 nM -BuGOH increased control-level DOFH oxidation by
384 £ 42, Boiled carrot juice was abso evaluated and did not possess
pro-oxidant propesties. twreasing voncentrations of pB-rarctene
{buited or not) were then tested on the L9259 cebt Bne for their anti-
axtdant properties, T
{4 and 16 pgimi) S-carctene is nut pro-oxidant, However, 62.5 pgf
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mf of Bcarotene fncreased control-level DFCH oxidation by
29 £ 2%, As wis observed with botled carrot juice, the botling of
Bocarotene sigaifcantly reduces {74%) it pro-oxidant properties,
Morveower, 2 mixure of - and a«atotene isomen {2:1) solated
from carnts was evaluated on 1829 cells, The mized Bomers
{13 pgfml) strongly increased DCPH oxidation {212 £ 12% abovs
controblevel), sugpesting that g-carctene s mogtly responsible
for the pro-oxidant effects of carrot jufce andfor that the pro-Gui-
dant effert is due to synergistic feractions betwern B and ob-car-
otene. As was observed for boiled Pocarotene, the bBoiling of the
isomer mixture decreased DUFH oxidation from 88274 b is
kowwn that B-carotene ks sensitive t thermal degradation {Mader,
1964), Thennal degradation of J-carotens and of the mixed Bo-
mers {nf-carctene) isofated from carrots were evaluated using
thin Layer chrosatography, Resalts tadicste that both the fcan-
tene andd the mixed isomers are, in part, degraded after 30 min of

Fig. 5. Procxcddant dffsct aftor sxposition to camet juics, f-carotens or mingd
isomaers of joe-zamtone {21 ) izplated fram camats, using the cdll-hased assay. Mo
subpeguent treatment of cells with F-BuQ0H was perfarmad DOFH axidation by
woirzated oells were used as comtrl {zernd. Walees greater than zem ndicate a
praoxidant effect, while regative vaues inditate an antioidam effect. Data shown
are the mzans £ standard deviation far thres detemminations and sre reprosentative
af three Jdifferert oxperiments. "Sigﬁ:i:ﬁtam.ly different feom blank {Z00uMY
a5

botting {data not shown], Sltogether, these results suggest that §-
and g-carotene participate in the pro-oxidant effiects of carrat juice
and thot their tiermal degradation possibly restores the antioxi-
dant activity of the juice,

The pro-oxidant effects of broccolt and careor juices on cultured
cetls and animal or human models have not beenreported, Palozza
{2005 stated that the administration casstennid-containing fruits
and vegetables have never been dssociated with procarcinogenic
effects dae to the carotennids, possibly bewuse the caratennids
are stabiltzed by other antiaxidant nuttdents, Howewer, it is impor-
tant 1o note that very few studies on froit and vegetable jufces
were réalized on cobated cells. Recently, Eberhardt et al {(2005)
assessed the antonidant activities of Hpophilic and hydrophitic ex-
tracts from broceoli using the HepG2 cell line and the OBAL as-
simifar to the resubts obtained in our study. tn comtrast, Eberhandt
et al. frand that both exbracts were antioxidant on HeplG2 cells,
This difference could be explained by the cell line used as well a3
theitr cufture conditions, ndeed, & has been demonsteated that dif
ferent chernicat and biological environments can modify the redox
propetties of caratenoids (Palorra et al, 2003), For example, B-car-
otere becomes pro-oxidant at a bigh oxygen pressuee {Palozza
et ab, 2003 Therefore, vegetable juices containing carotennids
could be either antioxidant or pro-oxidant, depending on the test
comdittons. in this work, the cell colture conditions favored the
prr-tixidant properties of the vegetable juires,

tnconclusion, we have developed a sensitive cetb-based as<ay w
assess the poo- and antioxtdant peoperties of compounds and mix-
ares such as fnuiy and vegetable juices, This cell-based assay ab
s the evaluation, in a blolegica systems, of the astipxidant
activithes of both hydeophobic apd hydophitic componads, Alto-
gether, nur resalts shirw that antioxidant activities measared eeith
the cetl-based assay are, in general, in good agresment with values
obtained using the ORAC assay, However, {n contrast to the OR-
Ay assay, the cell-based assay allowed us vo reveal the pro-oxi-
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dant effect of broveoli and carrnt fices and to identify B a-carptene
a5 the molecules possibly responsible, tn part, for this effiect. Final-
by, this work shows that a cell-based assay can bring inportant
additional information to results chtained with the ORAC, assay.
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CHAPITRE 111

EVALUATION DU POTENTIEL ANTIOXYDANT DE VEGETAUX DE LA FORET BOREALE

Résumé

Les écorces de divers coniféres sont traditionnellement utilisés par les amérindiens pour traiter
diverses maladies dont certaines, comme la broncho-pneumopathie chronique obstructive et ’arthrite
rhumatoide, impliquent un stress oxydatif. Ainsi, les bienfaits thérapeutiques de ces écorces pourraient, en
partie, étre induits par leur composition en molécules antioxydantes. La composition phénolique totale
ainsi que Pactivité antioxydante, mesurée par le test ORAC ainsi que par un test sur culture cellulaire, ont
été évalués sur une série d’extractions réalisées sur les écorces de divers coniféres de la forét boréale.
Ainsi, les écorces du pin blanc, du pin rouge, du pin gris, de I’épinette noire, de ’épinette blanche, du
sapin baumier et du méléze laricin ont chacune été extraite sous ultrasons selon cinq conditions de
solvant, a savoir dans I’éthanol, dans I’eau, ainsi que trois combinaisons des deux solvants (75-25%, 50-
50% et 25-75%). La composition phénolique de toutes espéces et méthodes d’extraction confondues varie
entre 6 et 61% avec, de fagon générale, une composition phénolique plus riche obtenue avec les mélanges
d’éthanol aqueux plutdt qu’avec des solvants purs. Les indices ORAC mesurés affichent des potentiels
antioxydants non négligeables, variant entre 2 et 22 umo! de Trolox par milligramme d’échantillon testé.
De plus, tous les extraits présentent des potentiels antioxydants marqués sur cellules avec des ICs tous
inférieurs a 10 pg/ml. Considérant toutes les conditions d’extraction, on observe une corrélation modérée
entre I’activité ORAC ou sur cellule avec le dosage de composés phénoliques. On observe toutefois une
corrélation beaucoup plus marquée lorsque 1’on considére les extraits aqueux seulement, ce qui sous-
entend que I’activité mesurée avec les extraits aqueux peut étre en bonne partie attribuable aux composés
phénoliques. Finalement, les tests sur cellules n’ont révélé aucune toxicité substantielle. Cette étude est a
notre connaissance la premiére a rapporter le potentiel antioxydant des écorces des coniféres de la forét

boréale québécoise.



Antioxidant potential of bark extracts from boreal forest conifers
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Abstract

The bark of boreal forest conifers has been traditionally used by Native Americans to treat
various ailments and diseases. Some of these diseases mvolve reactive oxygen species (ROS) that
can be prevented by the consumption of antioxadants such as phenolic compounds that can be
found in medicinal plants. In the context of this study, ultrasonic assisted extraction has been
performed under various solvent conditions (water: ethanol muxtures) on the bark of seven boreal
forest conmifers used by Nattwve Amegcans meluding: Pinus sirobus, Pimus resinosa, Finus
banksiana, Picea mariana, Ficea glavca, Lavix lavicing and Abiss balsammea. The total phenol
content, as well as ORACy potency and cellular anttoxadant activity (ICsg). were evaluated for
all bark extracts, and compared with the standardized water extract of Pinus maritimea batk
{pvenogenol), which showed clinical efficiency to prevent ROS deletenious effects. Considening
all conifers and all extraction conditions, our results reveal higher total phenol content and
antioxidant potency than pycnogenol. Moreover, all extracts revealed only a weak or an absence
of toxicity on human fibroblasts (WS1). When taking all tested conditions mto account, &
moderate but significant correlation is found between total phenol content and ORACs
{R2=0.§55; p=0.05) or antioxidant ICs values {RE':O.‘—MQ, p=0.03). Moreover, we found a good
and significant correlation when considering water extracts only, suggesting that phenohic
compounds may be responsible, in part, for the antioxidant activity of water extracts measured

with ORACE (R*=0.93; p=0.05) and the cell-based antioxidant assay (R*=0.81; p=0.05).

Keywords: conifer, bark, total phenolic compounds, antioxidant, ORAC, antioxidant cell-based
assay, Pinus banksiana, Pinus resinosa, Pinus strobus, Picea glauca, Picea mariana, Larix laricina,
Abies balsamea.
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INTRODUCTION

Native Americans used the plants of the boreal forest to treat varions athments and
diseases (Moerman, 2080). The bark of several conifers, such as Pinus strobus (white pine),
FPicea glavca {white spruce), Larix laricina (Larch tamarack) and Abies balsamea (balsam fir),
was used. The bark was prepared ay decoctions, infusions or poultices to treat gonorrhea,
tubsrculosts, diarcher, pamn, cold, kidney troubles, burns, mflammation and rheumatoid arthritis
{Reazan, 1928; Mechling, 1959; Palmer, 1973; Chandler et al. 1979; Gottesfeld and Leslie, 1992;
Moerman, 2000). However, bark was mainly used for cough relief (Lloyd and Westey, 1945;
Chandler et al. 1979; Moerman, 2000). Moreover, some species were used as an expectorant to
treat breathing difficulties (Pinus strobus, Picea glauca), and persistent cough (Larix laricina)

(Moemman, 2000).

Reactive oxvgen species {(ROS) have been implicated in several diseases for which
conifer bark was used, in parficular inflammation (Chapple, 1997; Nagata, 2005) and theumatoid
arthritis (Hutchon and El-Gabalawy, 20043 ROS also play a role in chromce obstouctive
pulmonary diseases {COPD) (Repine et al., 1997, MacNee, 2003). The COPD are characterized
by the secretion of mucus, breathing difficulties, and persistent cough. Several studies indicate
that smoking causes COPD (Bohadana et al., 2004). Native Americans living in the boreal forest
smoked the leaves and roots of some plants such as Nicotiana rustica and Nicotiana tabacum
(Moerman, 2000) suggesting that COPD was possibly present in this population. Today, COPD
represent & major health problem in Native Amerncans (Rhoades of 1990). Interestingly, the
consumpiion of polyphenclic compounds showed to be beneficial to relieve COPD (Tabak et al |
2001; Arts and Hollman, 2003; Santus et al, 20035; Rahman and Kilty, 2006). The water extract of
Pinus maritima bark (pycnogenol) is rich in phenclic compounds, mainly procyanidins and
phenolic acids, and possesses a strong free radical-scavenging activity agamst ROS (Packer et al.,
1999). Pycnogenot has been reported to imcrease plasma antioxidant capacity and to significantly
mmprove pulmonary functions and asthma symptoms {Devaraj et al., 2002; Lau et al, 2004).
Surprisingly, m spite of the strong potential of bark from boreal forest conifers, the total phenol

cottent and the anttoxtdant activity remain unknowa.
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In this study, we reported the total phenol content of bark extracts from seven conifers of
the bogeal forest, including Pinus banksiana, Pinus resinosa, Pinus strobus, Pices glauca, Picea
mariana, Lavix laricing and Abies balsamen. The antioxidant activity of conifer bark extracts was
also evaluated using ORACy and a cell-based antioxidant assav. The results are compared with

pyenogenol, a standardized bark extract of Pinwus maritima.

MATERIAL AND METHODS

£

Chemicals. 6-Hydroxy-2,5,7 8-tetramethylchroman-2-carboxylic  acid (Trolox) and 272°-
Azobis{2-methylpropionamidine) dibydrochloride (AAPH) were purchased from Aldnich, Folin-
Ciocalten (FC) sodium carbonate decahydrate from Fluka, Fluoresceine disodium salt {(FL) and
dichlorofluorescin diacetate (DCFH-DA), fert-butyl hydroperoxyde (+-BuQOH), resazurin {Rz)

and Hoescht (Ho) were purchased from Sigma.

Plant material and preparation of crade bark extract. All conifer bark specimens were
harvested in June 2003 near station Sumoncouche i the Réserve faunique des Laurentides,
Quebec, Canada. The specimens were identified by Patrick Nadean (Département des Sciences
Fondamentales; Umversité du Québec & Chicoutimi). Barks were dried at room temperature then
powdered and stored a -20°C. All extractions were ultrasomnic assisted and performed with 23 g of
bark powder i 3753 ml of solvent for 30 minutes. Extraction nuxtures were constantly mixed
with a magnetic agitator and were mamntained at 30°C. Each bark sample was extracted in parallel
with five different solvent conditions: ethanol-water [0:100], [25.75], [50:50]. {75:25], [100:0].

Extraction nuxtures were then filtered and drted under vacuum.

Dusing of total phenol content. The total phenol content were determuned usmg the Foln-
Ciocalteu reagent according to the procedure reported by Singleton and Rossi (1963), with some
modifications. Briefly, a volume of 50 ul containing growing concentrations of extract ranging
from 0.39 to 30 mg/m! were mixed with 25 ul of 1.2 water diluted Folin-Crocalteu reagent
trangparent flat-bottom 96-well plates (NUNC). All mantpulations were performmed m a light
shielded environment. After 5 min of reaction, 123 ul of sodmum bicarbonate solutien (0.27 g/ml)
was added to each well. Absorbance was then measured at 758 nm using an automated 96-well
Vartoskan Ascent plate reader (Therme Electrow). Analysis was performed m duplicate, and the

results were expressed i gallic acid equivalents.
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ORACE, assay. The procedure was modified from the method described by Ou et al. {2001}
Briefly, the ORAC assay was carnied out m black round-bottom 96-well plate {Costar) on a
Fluoroskan Ascent FI™ plate reader (Labsystems). Trolox was vsed as a control standard. The
experiment was conducted at 375 °C and pH 7.4, with a biank sample in parallel The
fluornmeter was programmed to record the fluorescence of flucrescein every 60 s after addition of
2.2"-azobts (2-amudinopropane} dihydrochloride (AAPH). The final results were calculated by
comparing the net areas nnder the fluorescein decay curves between the blank and the samples.
ORAC values were expressed in micromoles of Trolox equivalents (TE) per muthigram (uumol

TE/mg}.

Cell culture. The murine fibrosarcoma L-929 (ATCC #CCL-1) and human skin fibroblasts WS1
(ATCC # CRL-1502) cell line were obtained from the American Type Cultore Collection
{ATCC, Manassas, USA). They were grown m Minimum Essentral Medium with Earle’s salts
supplemented with 10% fetal calf serum (Hyclone, Logan, USA), sclution of vitamins (1X},
sodium pyrovate (1X), non-essential amino acids (1X), penicillin (100 IU)) and streptomycin {160
ugiml} (Mediatech Cellgro®). Cells were cultured in a humidified atmosphere at 37 °C i 5%
CO,.

Antioxidant cell-based assay. Antioxidant activity was evaluated using the DCFH-DA assay as
described by Legault et al. (2003), with some modifications. Briefly, 1-929 cells were plated mn
96-microwell plates at 10,000 cells per well and mcubated for 24 h at 37 °C and 5% CO2. The
cells were washed with 130 yl Bank's balanced salt solution (HBSS) at pH 7.4 and incubated for
30 min with 100 pl HBSS (pH 7 4) contaiming 5 yM DCFH-DA (Sigma—-Aldrich). The cells were
then washed again with 150 pl HBSS. To assess the antioxidant activity, the cells were incubated
either with a growing concentration of methanol extract, Trolox or quercetin, in the absence or
presence of 200 puM tert-butylhydroperoxide ({BH). Fluorescence was measured aftec T hand 4 h
on the automated 96-well plate reader (Fluoroskan Ascent FL™, Labsystems) using an excitation
wavelength of 485 nm and an emission wavelength of 530 nm. Antioxsdant activity i1s expressed

as the concentration of extract mhibiting 50% of DCTFH oxidation {(ICsq).
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Cvtotoxicity assav. Exponentially growing W51 cells were plated i flat-bottom 96-well
microplates {Costar, Corning inc) at a density of 5 x 107 cells per well in 100 ul of culture
medium snd were allowed to adhere for 16 hours before treatment. Increasing concentrations of
extract m thewr respective extraction solvent were then added (100 pl per welly The final
concentration of ethanol or water 1 the culture medivm was mamtamed at 0.5%
{volume/volume) to avoid solvent toxicity. The cells were mcubated for 24 h m the presence or
absence of extract. Cytotoxicity was assessed usmg the resazurin reduction test {O'Brien et al |
2000). Fluorescence was measured on an antomated 96-well Fluoroskan Ascent FI™ plate reader
{Labsystems) using excitation and emussion wavelengths of 530 nm and 590 nm, respectively.
Cytotoxicity is expressed as the highest concentration of tested extract inhibiting 20% or less of

cell growth 1o comparison with untreated cells.

Statistical analysis. Data were expressed as means = standard deviation from at least three
determinations {n > 3. Comparisons between groups were performed using the one way Anova
analysis followed by a Bonfersomt post hoc test. P values of 0.05 or less were considered as
gtatistically significant. Relationship between ORAC, ICsy and total phenol content were

determined using linear regression.
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RESULTS AND DISCUSSION

In this study, vartous extracts of bark from boreal forest conifers were evaluated for their
total phenol content and antioxsdant potency. The tested conifers were: Pinus banksiana, Pinus
resinosa, Pinus strobus, Picea glawca, Picea maviona, Lavix laricing and A¥es balsamea. The
anttoxidant activity and total phencl content were compared with a standardized water extract of
Pinus maritima bark (pycnogenol} recognized as having a strong antioxidant activity. The mam
constituents of pycnogenol are phenolic compounds, mchuding monomers {catechin, epicatechin
and taxifolin), and condensed flavanowds (procvandins and proanthocyamiding) (Packer et al |
1999}, Pyenogenol also contains phenolic acids, such as caffeic, ferulic, and p-hydroxybenzouc

acids (Packer etal., 1999).

Extraction yield, total phenecl canfent and cytotoxicity of various conifer bark extracts.

The bark of each conmifer was extracted using sonication with five solvent conditions
mcluding water-ethanol [100:0]; [75:25]; [50:50); [25:75); [0:100]. The total extraction yields,
presented mn table 1, show that the extracted quantity zanged from 5 to 30 g for 100 g of
powdered bark. For all contfers, the highest vields were obtained when ethanol concentration was
of at least fifty percent. For each conifer species, the best extraction yield was obtained with the
following conditions of extraction: Larix laricina-[25:75] (30 g/100 g), Picea glanca-[25:75] (29
g/100 g and Picea mariana-[25:75] (24 g/100 g), followed by Abies balsames-[0:100] (20 g'100
g), Pinus banksiana-[0:100] (15 /100 g), Finus strobus-[30:501 (15 g/100 g} and Pinus resinosa-
[25:751 (11 g/106 g).

The total phenol content of bark extracts were evaluated using Folin-Ciocalten assay. This
method allows to measure phenolic and polyphenolic compounds such as phenolic acids,
flavonoids, and tannins. The results, expressed as grams of total phenolic compounds for 100
grams of extract, are presented in Figure 1. Pycnogenol was used as a posittve control with total
phenol content of 6 £ 2 g/100 g OFf all the tested species of conifer barks, Pinus resinosa-{50:50],

Picea glawca-[100:0] and Picea mariana-[75:23] were found the richest in phenol compounds



Table 1. Total extraction vield and cytotoxicity.

Conifer species | Exiraction comditions Eztraction vield” Cj;?atmﬁci@b
{wader - ethanc]) {e/108a} (/o)
Py bawksiana 1030 9 2100
CEIRCE:
EREE 11 >100
EASRY
12 =100
35:75
13 200
5 )
0100 15 >100
Pivus resinosa 1000 3 208
75:25
7 =100
0 S0
30:30 7 >100
25:7
i3 11 100
100
a G 10 »50
Pinus sirobus 190: 4 7 <50
i’f‘ : 25 o 00
30 30 35 50
35 75
257 O =51
{100
| 16 9 >50
Picen glaves i06:0 17 5 LA
53
iﬁ : t 21 > 100
3050 4 =50
0:100 2% 2100
Ficen mariang 180:0 14 =200
e . AR
‘5 125 17 =108
3050 23 200
2575
2d 200
{108 93 w108
Larix lavicing 1060 11 %50
7533
323 13 »12.5
- 350 14 »30
25:7
23:75 10 =50
100 30 50
Abigs balsamea 100 :0 - n
7 ':}IUG
75025 )
9 »180
550 7 w100
- 100
00108 30 »50

*Total extraction vield from 100g of powdered dry powdered conifer bark.
“The concentration of conifer bark extract {ugiml}) iz considered cytetonte when it inkibits cell growth »20
comparizon with wotreated cells.
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Figure 1 : Total phenol content of bark extracts from conifer of the boreal forest obtamed using
diefferent conditions of extraction. Data are expressed as grams of phenol per 100 g of dry bark
extract. Total phenol content of positive control (pycnogenol} 1s 6 = 2 g/100g. All assays were
conducted in triplicate, and mean values are used. The vertical bars represent the standard
deviation of each data point. Means withm each group with different letters (a-c) differ

significantly (p= 0.03) from each others.
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with respectively 61 g, 59 g and 55 g per 100 g of extract. For the other tested species, the highest
total phenol comtent measored i the exiracts were in the following order: Pinus banksiona-
[23:75) (45 2100 g), Larix lovicina-[100:0) (34 g/100 g), Abies balsamea-130:50] (32 g/100 g)
and Pinus strobus-[75:251 (26 /100 g).

The eytotoxicity of all bark extracts was evaluated on human skin fibroblast WS1. The
cells were incubated m the presence or absence of growing concentrations of extracts for 48
hours. In table 1, the results show that all extracts, with the exception of the Larix laricing-
[75:25] extract, do not mhibit cell growth in doses of 30 ug/ml and less, Indicating that the
extracts are not cvtotoxtc for WS1 in these dose ranges. For the Picea mariang and Phus

banksiana extracts, no cytotoxicity was found in doses as high as 100 to 200 ug/ml.

Evaluation of antiexidant activity of extracts using ORACr, and cell-hased assay.

The antioxidant activity of bark extracts was evaluated using ORAC and a cell-based
assay. ORACy values are expressed as Trolox equivalent (umol} by mg of extracts, and cell-
based assays are expressed as the concemtration inhibiting fifty percent (IC;0) of tert-
butylhydroperoxide (BuOOH) induced oxadation of 2'7-dichlorofluorescin (DCFH).
Pycnogenol was used as a positive control with an ORACs value of 2.0 = 0.1 pmol TE/mg and
an ICsy of 5.9 £ 0.7 ug/ml. Results presented in Figure 2 show that ORACy values of all extracts
ranged from 2.4 to 29 umol TE/mg, while cell-based assay ICss values ranged from 5.2 10 0.3
pwg/ml. The Pinus resinosa-[50:50] possesses the lghest ORACy value with 29 pmol TE/mg.
According to the cell-based assay, the results show that the extracts of Pinus banksiana-[50:30]
and [25:75], Picea mariana-{75:25)] and Picea glauca-[100:0], have a higher antioxidant activity
with an ICsp smaller than 0.4 yg/ml The correlation between ORACH and cell-based assay for
all spectes 1s weak but significant {p=<0.03) with a coeffictent of determmnation R? of 0.24. This
weak correlation between both methods can possibly explatned by the cellular context of cell-

based assay which is not present in ORAU assay.

The antioxidant activity of bark extracts was analysed for each species in order to evaluate

the best conditions of extraction. For Pimus banfsiana, the water:ethanol extracts [50:530] and
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[25:75] possess the highest antioxidant activity in comparison with other conditions of extraction.
The ORACs: values for Pinus banfsiana-[30:50] and [25:75] are of 16 = 3 punol TE/mg and 14 =
2 ymol TE/mg. respectively, and their ICs5p are of 0.30 = 0.07 and 0.3 £ 0.2 ng/m!. Both extracts
contain higher phenol concentrations with 37 g/100 g for [50:30] extract and 43 g/100 g for
[25:75] extract. The most active extract of Pinus resinosa is the water:ethanol [50:50] with an
ORAC value of 29 £ 5 pmol TE'mg and an ICsp of 0.7 = 0.1, This extract 15 very rich in phenol
compounds, with 61 g/160 g, suggesting that phenolic compounds are in part responsible for the
antioxdant actrvity. However, the [75:25] extract 15 alse rich i phenol (61 g/100 g) but
significantly less active than the [50:50] extract. For Pinus strobus, no significant difference was
found between the three most active conditions which include the water ethanol [75:25], [50:50]
and [25:75] with ORAC values ranging from 5.0 to 8.5 umel TE/mg and ICsp ranging from 0.91
to 2.7 ug/ml. The total phenol content are significantly correlated with cell-based assay but not
with ORACy values. The extracts of Picea glanca and Picea muriana possess similar
antioxtdant activities, using both assayvs. Indeed, the ORACy values ranged from 11 to 17 pmol
TE/mg and the ICsq ranged from 03 to 0.73 ugiml The total phenol content of these extracts
were also relatively high with concentrations ranging from 36 g to 59 g/100 g The Larix
laricina-[75:25] possesses a significantly higher antioxidant activity in comparison with other
conditions of extraction. For this extract, the ORACE value is of 16 pmol TE/mg and the ICs 18
of (1.878 pg/ml. However, the total phencl content for all conditions tested are not sigmficantly
different with values ranging from 27 £ 2 gto 34 = 2 g /100 g. For Abies balsamea, the lughest
antioxidant activity was obtamned with water-ethanol [50:50] according to cell-based assay with
IC50 of 0.3 pg'ml. This extract 15 also significamtly richer mn phenolic compounds (32 g/100 g)
comparnison with other condstions of extraction. In contrast, the highest ORACsy wvalue was
obtained with a [0:100] extract (11 wmol TE/mg) which contained 20 g of phenol by 100 g of

extract.

Altogether, these results indicate that conifer bark from the boreal forest 15 relatively nch
in phenolic compounds and possesses a strong antioxidant activity. However, the total phenol
content do not always correlate with antioxidant activity. Therefore, the relationship between

v

total phenol content and ORACs and cell-based assay were analysed.
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Figure 2 : Antioxrdant activity of conifer bark extracts using (A) ORAC assay and (B) cell-based
assay. ORAC wvalues are expressed as nucromoles of Trolox equivalent per smiligram of dry
extract. JCsp walues obtained using cell-based assay were expressed as the concenfration
mhibiting fifty percent of DCFH oxidation induced by tert-butyl hydroperoxide. The ORAC
value and ICqp of the posttive control, pyenogenol, are 2.0+ 0.1 ymol TE/mg and 39 = 0,7 pg'ml
respectively. All assays were conducted in triplicate, and the mean values are used. The vertical
bars represent the standard deviation of each data point. Means within each group with different

letters {a-c) differ significantly (p=< 0.035) from each others.
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Relationship between total phenol content and antiexidant activities.

The relationship between the total phenol content and the antioxidant activity (ORACy.
and cell-based assay) were determined for all conifer bark at all conditions of extraction and were
tested using linear regression analyses (Figure 3). The results of these analyses show that
moderate but significant correlations (Ff;2 = .56; p=0.03) were found between total phenol
content and ORAC (Figure 3A) and between total phenol content and cell-based assay (R® =
0.45; p=0.05) (Figure 3B). These results suggest that the phenolic compounds could be, in part,

responsible for the antioxidant activity

Native Americans used water infusion of conifer bark to relieve various ailments and
diseases {Moerman, 2000}, Therefore, water soluble phenclic compounds counld be responsible
for the activity of conifer bark The relationship between total phenol content and actrvity of the
agueous bark extracts was determined for all contfer species (Figure 4). In Figure 44 a
significant correlation is found between total phenol content and the ORACs values with a
cosfficient of determination R’ of 0.93 {p = (.05). In Figure 4B, a significant correlation is also
found between total phenol content and ICs with a coefficient of determunation R2 of 081 ip=
0.03). These good correlations suggest that phenolic compounds are responsible for the activity
of water extracts for all comfer species. The water extract of Picea gloneca and Picea mariana
possess the most sigmficant {p<0.05} total phenol content and antioxidant activities in
comparison with other species. Both water extracts are also about 8 to 10 times richer m phenolic
compounds and about 5 to 7 times more active than pyenogenol. Moreover, i comparison with
pyenogenol, Pinus banksiarma, Pinus vesinosa and Larix lavicing are approxsmately 3 times
more active while Pinus sirobus 1s 2 times more active (p=0.03). Finally, Adies balsamea reveals
a similars antioxidant activity and contains similar total phenol content (6 = 1 g/100g) m

compartson with pycaogenol (6 =2 g/100g).
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Figure 3 : Relationship between (A) ORAC values and (B) ICs values of extracts of contfer

bark, and their content in phenolic compounds. Solid lines represent linear regression curves. The
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regression coefficient (R”) and the equation of curves are given.
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In conclusion, batk of boreal forest comfers 15 relatively non toxic. nich in phenol and
possesses a strong antioxidant activity. The best phenolie extraction vield, as well as antioxidant
activities with both assays, were obtaned with Pires glovea and Picea woriona. A good
correlation between total phenol content and auttoxadant activity is found for all water extracts of
barks, suggesting that phenolic compounds are responsible for the activity. Most of the aqueous
extracts of bark of conifers are richer i phenol and mere active than pyenogenol, a standardized

extract known for its strong antioxidant activity.
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CHAPITRE IV

QUANTIFICATION DU CONTENU PHENOLIQUE ET DU POTENTIEL ANTIOXYDANT DU
CONCOMBRE DE MER NORD ATRANTIQUE {CUCUMARIA FRONDOSA)

Food Chemistry, 104 (2007), 1040-1047.

Résumé

Les propriétés antioxydantes d’extraits obtenus par différentes méthodes d’extraction a partir de
différentes parties anatomiques du concombre de mer nord-atlantique (Cucumaria frondosa) ont été
étudiées a ’aide du test ORAC et de deux méthodes de dosage, a savoir le dosage des composés
phénoliques et flavonoidiques. Les différentes parties anatomiques (tube digestif, gonades, muscles
et appareil respiratoires) ont présentées des compositions phénoliques variant entre 22,5 4 236,0 mg
d’équivalent acide gallique et des compositions flavonoidiques variant de 2,9 a 59,8 mg
d’équivalent rutine avec des indices ORAC de ’ordre de 140 a 800 pumol de Trolox par gramme
d’échantillon testé, ’extrait a I’acétate d’éthyle du tube digestif étant le plus riche et le plus actif. A
I’inverse de la composition phénolique qui n’affiche une corrélation significative avec le potentiel
antioxydant mesuré par ORAC pour les gonades et les muscles seulement, I’indice ORAC affiche
une corrélation significative avec la composition flavonoidique de tous les extraits confondus, ce
qui suggere une contribution marquée de ces derniers dans I’expression du potentiel antioxydant.
L’étude a aussi permis de révéler que la méthode d’extraction a I’acétate d’éthyle pour les tubes
digestif et I’extraction mixte & ’acétonitrile et acide trifluoroacétique pour les muscles, les gonades
et ’appareil respiratoire ont mené aux extraits les plus antioxydants tandis que les extraits aqueux et
les phases aqueuses des extractions mixtes ont abouti aux potentiels les plus faibles. Cette étude est
la premig¢re a rapporter de maniére quantitative le potentiel antioxydant issu des extraits de tissus du

concombre de mer Cucumaria frondosa.
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32.5 to 236 0 mg of gallic acid eguivalonts/160 £ dw, and Savonotds from 2.9 to 35.8 mg of rotin eqarvalenis/ 100 g, ORAC values ranged
from 144 to 800 pmol of Trolox eguivalents/s dw. Among all extracts, best antioxidant potencies were observed in ethy? scelale extracts
from digestive teact, and in acctonitrile-rich fraciions obtained from mized extracts using acectonitriie/TF A (irifluoroscetic achd) acidified
water on muscles, gonads and respiratory apparatus. The weakest potencies were ohserved with water extracts from digestive tract and
respiratory apparatus, and with water-rich fractions obtained from mized extraction of gonads und musces. A sgnificant cormelytion was
observed between ORALC values and total phenol content in extracts and fractions of gonads and muscles, but ORAL und phenols wene
not correlated in digestive ract and respirstory apparatus extracts. DRAC vataes were significantly correlited (p < 005) with total flavo-
noids in gl oxtracts. Successive dhunies oblatned from solid-phase exiraction of waterrich fractions using Cyy curtridge showed ORAC
vataes {105-300 pmot of TEfr) reaching up fo 2.3 thmes the potency of their purent fmetions. Flavonoids are suggested to be mainly
responsttde Tor observed activities, Our results provide o rst quantitative evalagtion of O fromdose tissues as useful sources of anti-
oxidants for haman consumption.
€ 2007 Elevier Ltd. Al dghts resprved.

Kapworde ORAC, Sep cucpmber: Total phsnols; Totel flevoneids; Antioxilant; Peroxd radicals

1. Introduciion

Diets high in frofl and vegetables are recoguized to
veduce the risks of some chronde and degenerative #lnesses
refated to the oxidation of vital biomedecudes (DNA, pro-
teins, pids, ete.), including atherosclerosis, cancer and car-
diovaseular diseases, among others, Antioxidants found in
food and supplements support human intrissic antioxida-
tive protection to maintain the internal oxidation status
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by variow provesses such a3 in site regeneration of antiog
whant molecules (vitumdns and enzymesy or direct neutral-
ization of oxidative compowmds (Kobhen & Nyska, 2002;
ez, Koo, & Min, 20041, Emerging comcerns related to
the synthetic chemicals dusing the last decades heve led
1y oo incres sing Interest in the development of supplements
containing mixvtwres of agtursliy-ocowrding antioxidants,
Up 1o now, most availzable suppletments ate formulated
with natural andoxidants derbved from lereestrial plants
and fish ofl. Although, seaweeds and matine invertebrates
{emddariansg, bryozoans, mollusks, tunicates, echinoderms)
are well recognized as sources of vartows nateral moecules
most often fested anamst cancer cell-lings (Ha & Zi-rong,
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20043, very Hitle is known about antioxidant properties of
crode extracts from thedr thsues sod organs,

As an example, sea cucurbers are well known to exent
heneficial effects on human beslt, These echinoderes are
used In Asten traditiona! medicine to malorabn Stnesy dur
ing long fishing travels or to provent, redocs o curg several
ailments like constipation, reval deficiency or arthritis, Sev-
eral papers published in the last two decades came in sup-
port o these medicingl purposes showing  multiple
hiclogival activites of ez cuocumber exttacts as wound
healing promoter and exhibiting antisscrohial, anticancer,
and mmanomodudatory properties (Asainin, 2001 Freda-
Hna et al., 1999 Kwnesova e all, 1982, Ridewan, Kasw-
sodi, Azman, & Fuad, 1995; Tian et al, 2008). Their
antioxidant properties have recemtly besn meported from
ceodonie fuid of three species { Bohudyoiia manmorata siti-
ensis, Stichopuy wriegerns, 8 boadlonots) collegted i
Malaysian coastal waters {Hawe 21 al., 19991 Aothors con-
cluded that sea cocumbers mvight be in the Duture an appro-
priste senree of antioxidants for lounans. To the best of
our knowledge this study remains the ondy one focused
on antioxidative properties of seq cocumders and data
about other tssues and organs of these echinodermy are
stil voavatlable, These benthic organises deserve much
more interest from researchers & marine natura] products
as their amtioxidant propertics and potential application
to nutraceutical and medical prodocts need to be stadisd.

The purpose of this work was {o evaluste the andoxi-
dant poreatial of Atlantic sea cecumber C. frondosa Gun-
ners  { Cupprmeridee), a widespread species in coastal
waters of the Morth Atlantic Ocean. Agueons and organic
solvent extracts of digestive tract, ponads, muscles and
respiratory apparatug were investigated for thelr antoxida-
tive properties and their content of wotal phenols and
favonoids.

2. Materials and methods
2.1, Chemsicaly and reagents

Gallic acid, rutin hydiate, fuorescein, Folin-Clopalteaw’s
phenol reagent, 2 2-azobiy 2-amidinopropane) dihydro-
chlonide {(AAPHY, 6-hydroxy-2,57 B-teramethyichroman-
Z-earboxylic acd {Trolox) were purchased from Sigwm--
Aldrich Ltd, {Oakville, ON, Canadg), All other chemicals
and solvents were of bighest commercial zrade.

2.2, Bivdogical materials

Sea cucwmbers of about 25 cm long aod 400 g of fesh
weight were collected by SCUBA diving in Avgust 2004
at about fm depth from a rocky shore popudstion pear
Baie-Comeau (north shore of 8L Lawrence Estoary, Can-
ada). Specimens were transporied to searby ISMER mar.
ine station {Rimouskl, Casada) Tor disective aand
analysis, Tissaes of digestive tract, gonads, muscles, and
respitatory apparatis of about 20 specimens were dissected

and pooled together in precleaned gliss containers, Al
biological samples were fresse-dried for 96 b, dried samples
were grotnd to fine powder and kept frozen {—20°C) ungl]
exiraction,

2.3, Extraction procedures

Astiosidant compounds were extracted as 3 function of
their polenty using water, orgasde solvent and a wixture of
waterymiscible organic solvent.

231 Agueouy extraction

About 3.0 g of dried sample were suspended in 100 ml of
freshly detorized water and the mivture continumely st
red i the dark at 4°C to avoid accidental oxidation of
fight and thermal sensitive compounds. After 24 b, the
supernatant was removed, centrifuged gt 10000g, Blirated
o 45 um glass Bher, and collecied i a sedes of pae-
weighted tubes. Coliected waler extracts were Treeze-dried
untd 3 constant welght was reached and fudws stoaed in a
freezer uutit bologieal and chemical analvses were cartied
out.

232 Organic extraction

About 2.0 g of dised sample were first suspended in
0 mi of deionized water with pH adjosted to 2 using 6N
HCE. Extaction was carried out using suecessively 18D
and 70 mil of ethyl acetote o sepearatory funnel. The recoy-
erpd organic fractions {efhyl acetate extracts) were dried
with anhydrous Na.S0y and the solvent was removed
under vacuum, using an Antomatic Bnvironmental Speed
Vac system {(Iastruements de Savant Inc., Holbrook, WY,
USAY ar 20°C.

2.3.3. Warerforpanic solvent extraction

The extraction technigue was adapted from Haug et al.
{2002). Briefly, about 3-10g of dried sample were sus-
pended in M volumes {viw) of a mixture of scetoniizile
ad 0.1% agueons wrifluorcacetic acid (TFAS solution in
proportion of 60040 (vw/v) and continpously stirred for
Wk b i the dark ax 4 °C. Supematant was wmoved, contti-
fuged at 2000g, BHered tooogh (.45 pm filter and kept at
4 *C. BExtraction was repeated onoce again and both extracts
were combined thereafier. Afier cooling the mixture at
=20 for bTh a swodzyer separation is obtained, e
acueous rich layer in the bottom was named the water-rich
fraction and the top orvgauic layer designated a3 the sosto-
nitrile-rich fraction. These two layers were collected sepa-
rately in pre-weighted tubes, evaporated wnder nitrogen
fux and freeze-dried until a constant weight was atigined.

2.4. Solid-phase extraction of water-rich fractions

According to Haug ¢t al {2002), 2 sequential clution of
the water-sich fractions 1rongh a chromatographic colpme
was apphied (o agueous extracts in this work, wing Cyy
Sep-Pak curtddges (Waters). Briefly, dried exiracts were
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vesuspended {100 mgfmi) in TFA acidified water (pH 4.7).
Colunrg wers pre-conditioned with 0.05% aouweons TFAL
Smmples were therealfter washed with defonized water to
remerve sed salt. Three successive clutions were carried
out with 14 4006 and 80% (v/v) of the mixture of aceto-
sitrile and 0.05% agueous TFA. Successive eluaies were
collected on pro-weighted fubes, svaporated under nitropen
farx and Tregre-dried wathl a constant weight was attained.

2.3, Antioxidant assuys

Antioxidant properties of samples were measured using
{oxveen radical absorbance capacity) {ORAC) assay that
measures their scavenging capacity against peroxyl radi-
cals, The procedurs was adapted from the method
described by Ou, Hampsch-Woodill, and Prior (20017,
Briefly, the ORAC assuy was carvied out using 96-wells
niicroplates and a Fluoroskan Ascent FI™ microplate
reader (Labsystenms, Millord, MA, USA) Trolox, a
water-soluble analog of vitamin B, was used as a positive
cositrol stardard, The assaxy was condocted at 373°C
and pH 7.4 with a blank sample in pasailel. The spectrofiu-

orimeter was programmed to record the fuoresornce of

fuorescein every mingte after addition of 2.2%-azobig(2-
amidinopropang) dibydrochloride (AAPH). Final resulis
were caleulated by comparing the net areas under fuores
cetn decay curves between blank and samples. ORAC val-
ey were expressed in pmol of Trolox equivalents/mg dry
welght of sample {pmol TE/mg dw).

2.6, Totald phenols

Total phenols were determined using Folin-Ciocalteay’s
method, Aliquets of 40-100 ] of ethanol extracts were
transferred into the fest tubes and their volome adjosted
0 500l with defonwed water. After addition of 250
aof Folin-Clocalteaw’s reagent and 1.250 ml of 12.5% aque-
ous sodipm carbonate solution, (ubes were vortexed and
held at rovm temperatuse for 40 min allowing complete
reaction between reagent and phenols. Absorbance of the
biue cmmrmd solution was recorded 4t 750 mm {Specira-
FluorPlus™, Tecan, Durham, NC, LISA) againgt 2 blank
comaining 40-100 1 of ethanol. Total phenol content
was caloulated as a gallic acid equdvalents using calibration
curves prepared with galbo acid standard solutions. All
measurements werg carried out in tiplicate

2.7, Toral flavonnids

Total flavonoids wers detsrmined using slomimim che-
lating method of Maksknovie, Makercic, and Kovacevic
{2005). Aligquots of 50 ] of ethanol extracts were trans
ferred into the test tubes and their volume completed 1o
750 o} with deionired water, After addition of 250 ol of
AL, reagent, tubes were vortesed and held at room fem-
perature for 30 min to allow the complete reaction between
the reagent and Havonoids, Absorbance of te vellow col-
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ouwmd solalion was recorded &t 408 am gzaiogd blank con-
z,c;e“mg gl of ethenol, Total flavonoids content was
calvdated 85 o orotin couivalents wsing calibration curees
pregared with rutin hydote standard solutions covering 2
concpntration range botween 1 and 30 pefml,

2.8 Dava analysiy

Drata wers reported as mean values calcwdated from rep-
toates (n = 33 Statistical freatments were mi’fwmwﬁ gsing
SigmaStat” software (Jandel Scientific) at 5% significance
error fevel, Comparisons between groups were performed
using test or l-way ANGVA. When differences were
detected we performed post hoe comparisons using the test
of Stdent Newman Keuls (SNK). Relatonship between
ORAC values and total phenols and Havonoids were deter-
mined using linear regression,

3, Results
35 ORAC values

A6l samples showed sntioxidative protection against
perosyl radicals. ORAL values varied greatly from 140
to 800 pmol of TE/g dw, depending upon tissues and
extracts involved (Fig. 1). Digestive tract showed the best
protection when cousidering water-rich Tactions awmd
eihyl acetate extracts. The best oxidative protection was
obtained from gonads and muscles when considering ace-
toniirile~-rich fractions and water exiracts, tespeciively
{r < 005, Amoong all extracts and froctions, acetonitrile.
rich fractions were the most efficient ones with the highest
ORAC walues obtained for theee {gonads, muscles and
respiratory apparatis] out of four tssues of C frondoss,
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Fig. 1. ORAC valieg of extract sed frections obiained from different
tissuen of € fromdods tiing differenr zotventsand exteation methods. Datk
sepe expressed a8 meicromoles of Trolox equivelents per gram of dryexiract,
Al s were conducted o teipliese, md mean values sre used. The
vertical bars represent e standard deviation of such dats point, Meany
within each proop with diffevent leters fa-40) differ significealy {p <005
from each others. B ppperatie stands for vespiratiory sppacites.
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Likewise, ORAL valoes of geetonitede-tich fractions of
digestive tract was relatively higher (600 £ 55 pmol of
TEfg), but it was kewer {p <005 then ethyl acetate
extracts (800 4 62 pmol of TE/g) showing the hiphest
values in this study (Fig 1) The weakest ORAC values
were obtained with water-rich fractions {gonads and mus-
clesy and waler extracts {digestive tract and respiraiory
apparatus). Higher ORAC values of the organic estracs
over the agueonus ones were observed in both extraction
types osing waterforganic mixtpee and single {waler or
organic) solvent. In waterforganic solvent extraction, the
ORAL ratio of the soetonitrile-richyfwater-rich fractions
ranged from 20 to 54, while in separated extractioas,
the ORAC ratio of extracty etlnyd acetatefwater varied
between 10 and 3.3, An excepiion was found i muschk
sasaples where ORAC wvalues i ethyl scetate extracts
{300 £ 34 prol of TEfg) were comparable o the one in
water extracts {310 -k 58 pmo! of TE/g). The ORAC rank
order for all four tissues was as follows: water-rich frac-
tions = water exiracts << ethyl gcetate extracts < goetoni-
trile-rich fractions.

ORAC values of eloates of water-rich fractons varied
frora 105 1o 30D winol of TE/g. Some clustes showed higher
ORAC walues than their parest fractions (Fig 2). The
OBRAC ratio eluates/parent fractions varfed greatly from
D46 w 2.31 for all tssues. In muscles, all eloates showed
ORAC valoes higher than the parent fraction {p <005
In contrast, none of the three cluvates from respiratory
apparatus extract showed ORAC values higher than parent
fraction. In eluates from gonads and digestive tract, only
ghate 3 showed ORAC values higher than parent frac-
tions. Comparison between cluates showed that the hest
ORAC response was obtained with clustes 2 and 3, with
the exception observed for closte #1 of respiratory
apparaing.
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DRAC values (i of Trolox ecpivalerisig davy

Fig, 2 ORAL values of eluates obisined from solid-phass extraction of
seater-rich fesctions wing Oifferent concentetion of solvents. Al fests
wers condocted i triploste, and wean vilues ave used. The vertical burs
represent the standued devigtion o such dotn point, Means within sach
sreoup with difvent Tetters (o-d} i sipniffoady {p C005) from el
otbiers, Floates 13 weee obteined frovne sobventy sattos 1090, 4060 pud
8020 {uiv) walng soetoniteile sod 05% TFA scidiied watse, reapociively.
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Total phenods in samples varied from 223 0 2360 mg
of gallic acid equivalents/100 ¢ dw, depending on tissues
ard extracts mvobved {Tabls 1) Digestive tract showed
the highest level of total pherols when considering acetond-
trile-rich fractions and othyl acefate extracts, while the
haghest lowel was obtained from muscles and respivatory
apparatys when considering water-rich fractions and water
extracts, respectively (p <1 005) Among fractions and
extracts, acetondrile-rich fractions showed the highest lovel
of wotal phenals foe all four tissues, Ethyl aeetare and water
extracts showed an wtecmediste kvel in total phenol
content, while the lowest level was gencmally obtained
For water-rich {ractions. Aa exception was observed for
respiratory apparatus where the lowest level was obatned
from water extracts {p < 0.05). Total phendd conwents of
sea cuctmber tssues followed order: water-rich Hace
tions < water extracts  ethyl acetate extracts < acetoni-
trile-rich fractons,

Total phenols in elpates of water-tich Dractions varied
from 30.5 to 153.5 mg of GAE/I00 g, depending on tissues
and chuates inwolved {Table 2). Generally, there were more
comcendrated total pheools in cluates compared to their
parert fractions, with the ratio cluates/patent fractions
varying from 10 fo 53 Comparison between eluates
showed 2 geners! ncrease of total phenols a5 following:
eluates 1 < eluates 2 < eluates 3. However, one exception
was found i muscles where total phenol content was vory
stmilar between eluates | (43.7 4 6.6 mg GAES100 g) and
eluates 2 (43.2 £ 7.9 me of GAE/ 100 gl

31.3. Tenal favonoidy

The amount of tota! favonokds in semples varied from
19 to 598 mg of rotin eqguivalents/100 g dw (Table 3).

Fabils §

Totel phetls i gl 10 g of dey welght)® in extracts and frpctions obtained
feom digestive truct, gonads, musehes and respiratory apperatgs of €
Srondoes wing separated and mized extractions

Bty Muscles R

Praetiva apperate’

Clotuds . et

Aixed extruction:

Axeronitrile- £33.2:£ 227 FBAOL 363 94320 MO AT
rich
Fraetivety

Witer-rich 2254 40 AT 40 94355 4824738
{ractions

Feparated exiratipng

Byl soctate B4.4:0 129 17T6E 33 Y6434 TEELME

fatd Ftiy
Warer REZ 4 BT &7 27 HHBAIIZ 281442
[ disiged

* Data expressed 23 gollic zcid syvivalent, mesn & 8T {ne= 3,
¥ T3, tonet, digastive veact,
® R, appuratss, respleatony appariiug,
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Tubla 2
Totad plenply gl g of Jde
peapiratory appurais of O f

AXFELRS

ikt i eluptes obtained faem solichpluge expemution of water-rick fractions of dipestive wact, povsdy, masales and
using different prisportions of solvents

Elmtes® Gunzds I tract® Males R, appersius?

i %ﬂ‘;’k-}gi %33 31 33 AEIAGLT 43. AL 8244
2 22.5) G5 £ 7.3 {307 3. BRT AL {412}
3 {23.5} B33 L8537 153 RE2:4& HLI{4LD

k4 mww,
Wler, nEpe

¢ feet, 4 wm’e tracL

* R, opparatus, resplrativry Epperning.

Gonnds showed the highest level of flavonoids when
considering  water-rich and  acetonitrile-rich  fractions
{p <008 The highest level was obtained in digestive tract
when considering water exiracts and, in muscles = diges-
tive traot when considering ethyl acetate extracts. Flavo-
ooid comtents in aoctonitrde-rich fractions and water
extracts were generally comparable, being higher than the
ones i ethyl acetate extracts and water-rich fractions
{p < 0.05) However, a remarkably higher content of wial
flavonoids was found in acetordirile-rich fractions {59.8
4 6.3 meg of REAM0 ) compared o water extracts (8.1 4
1.6 mg of RESI00 g) for gonad tssues {p < 0010, The over-

Tuhle

TFord fevonoids (mefli0e of dey weight?® in extrects and frostions
obtained Gow digesthue tract, gonads, museles aud respirstory gppacatos
of & frossdons nsing sepavated and mixed extractions

Exteactsffactions Gonmls Dnoteaet®  Musles R
apparated

Mived extractiong

Aspronitslerich 39845 443482 2E8L35 96410

40408 2540 33406 22407

8

Water-tich fractions

Separoied extractions

Byl acetute 6£2:L 180 BO218 HE34£21 42109
EXALY

Water extracts B4y 448462

[
LA
e
e
Lo
o0

* Digta expues
D, tract s tract
R, apprarteg, respliatory appatatus,

sed as ratin equivalent, mese £ 5T o

.fei
T

all rank order for tomal flavonoids of the four lssves iz
given by the order water-rich fractions <efhyl acetme
extracts < water gxiracts ~ acelonitnle-rich fractions,

Total fHavonoids in eluates of waterrich {ractions
showed a high variabilivy from (187 to 33.09 mp of RE/
100 g {Table 4. Some cluates contained a much higher con-
centration of Bavonoids than their parent fractions, with
chaates/patent fractions ratio varying from 0.22 w0 1031,
I gonads and digestive tract, eluates 2 and 3 showed total
Havonoids contents hgher than parent fractions (p < U5
In muscles and respiratory apparatus, efuates 3 showed
total flavonoids higher than parent fractons {p <003
Fluates 1 and 2 from muscles showed total flavonoids sime
ihar to and Bigher than patent fractions, respectively. Comt-
parisons betwesn eloates showed the peperal following
pattern: eluates 1 = eluates 2 < eluates 3.

3.4 ORAC wmiups vs. phenoiic compords

Correlations between URALC values of the whole of frac-
thoms and exiepets and their congent in total plenols and
Buvonoids are given in Fig. 3. ORAC values did ot signifi-
cantly correlate with total phesol coments {r ={L13,
pr=01F, == 18, but total ﬁ&mnmdﬁ and ORAC values
showed a significant correlation (¢ = 0729, p <0.01,
i 16), When analyzing date by individeal tissues and
organs ssgmﬁmm carm%atmns exasmd between ORAC val-
79, p =0047) and
musc%cs {f == I"J 91 p e 1&&4’{ IR imt not for digestive tract
and respiratory apparatus. Total Bavonoids and ORAC val-
ues showed stenificant correlations for all fractions of thesea

Tibls 4
Toted Havonoids (g0 g of dey welghtl™ in ebastes obuined from solid-phase exvenction o wipst-rich Muctboas of dipeiive traet, gonads, mizsties sl
respinatory apparams of C frandons using different propostions of solvents
Bluaes® Consds D, s’ Muevces R, apparatas’
H 087 401 397 221 4 0.5 {284 3094 13 1332} 341 £ 0.7(3.28)
2 10,34 427 397 THT A L E{28) 35307 ¢332 B3P :R0.3 63,20
3 125 L6397 F385£ 28 (254 A BE 37 (332 33064371325

Tuotul Buvonold concentmtions of waker-vich exteasts obiained of each tssue are given in parentheses.

# Tapta expresved g5 nutin squivalent, wean - 81 5= 3).

* Eluntes 13, obigined Trom solid-phase seiraction of water-rich Tragtions wsing rafion W50, 40080 and $9:30 v of webmitrile and 0.0%% TRA

acidified water, respecily,
S I, vract, digestive teact
4 R sppersti, respiratory BppRrRi.
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cucumber {r* = 0.67 — 0.85, p < 1.05; n =4 for each tissue).
Finsadly, no sigrdficant correlation was foond between QRAT
values of elnates of water-tich fractions and Selr pontent in
total phenols(r® = (.03; p > 0,055 = 12, forthe four tissues)

and total favonoids (7 = 0.003; p > 0.05; 2 = 12)

3,

#. Diseussion

The detailed sindy bere on ¢ fremdosa tssues and
organs is a ficst to teport @ guantitative evaluation of the
antioxidant propertics of sea cucember extracts. This
anti-peroxyl radical activity screening of sea cwcumber
extracts s part of our research offort to explore the poten-
tial health benefit of echinoderms of St Lawrence Estuary,
The mitial objective was to obtain some oxtracts showing
suitable ORAC values that might rival the ones previously
ohserved from patural extraots from plants, Al ORAC val-
wes observed for € fromdos (140-8300 pmod of TE/gd are
considered low when comparad to very sirong satural anti-
oxidant fractions obtained from grape seeds (12000 pmod
of TE/g) and grape skin {15000 wmol of TEfg) (Ou et al,,
20013, or from medicinal plant leaves (16000 pnol of TE/
gl (Domingues ot al., 20051 However, most extracts and
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fractions showed ORAC valoes compurable o or exceed-
ing those reported in the Bievature Yar several sajural frac-
tioes obtained Trom plaot meterials, nchuding medicinal

of TEfg) {Zheng & Wang, 2001y, dried comestible {30~
125 ponot of TE and fresh frovts {20-600 umol of TE/
23, and vegetables { 30-250 povol of TEf) (Wi ey al, 2004).

Antiperoxyl radical propecties of netural exiracts are
generally attributed to redox reactions with some bioprod-
ucts present 0 gxiracts, notably phesolic compounds
including  flavonoids, ambocvaning or  anthoryanidin
{Ehlenfeldt & Pror, 2005; Prior ot al., 1998). Thesse com-
pounds may act a5 repid donators of 2 hydrogen atom to
peraxyl radicaks, before the latter react with biological mol-
ecules or, Anorescetn for ORACQC assayvs. Their presence in
. frondose tissues was expected because these natural mol-
ecudes gre selatively easy 1o assimilate (Bravo, 1998 Karn-
kaya, 2004) and maidn food sources of this suspesivorows
benthic invertebrate are phvtoplankion and partcies
derived from degrading magsine macro-glage, rich i pheno-
Bie compounds. Totsl phenol and wial Bavonoid contents
in marine algee might reach up to 2006 and 12% of dry
mass, respectively {Lim, Cheung, Ool, & Ang, 2002; Van
Alstyne, McCarthy, Hustead, & Dugging, 1999 Yoshie-
Stark, Fsich, & Suenld, 2003} Levels of towml phenok
and flavonoids from sea cocumber tisswes are reported
for the first time in s study, Concentrations observed
in C frondosa extracts are consistemly lower compared
io those generally observed in extracys from plants knovwn
for their high antioxidem properties. However, their range
in total phenols {23-236 mg of GAEJI ) is similar to
values ohserved in antkperoxyl radical plant exdoacts with
low phenolic contents including those of some comestible
fruits {59-262 mp/H00 g), veostables (24-244 mg/100 g)
and nuts (68-274 me/t00 g3 (Toor & Savage, 2006; Wu
et al., 2004). Likewise, their content of total flavouoids
{3-60 me/100 2} approached or exceeded values observed
in plants with low comtent of favonoids incleding some
fruits (10-96 mg/100 @) {Kim, Chuon, Kim, Moosn, & Les,
2003; Kuoti, 2004; Laximon-RBama, Baborun, & Crozier,
2003 and vegetables {21-94 mg/ 100 g) {Luwinon-Ramma
ef al., 20,

A pood correlation existed between the ORAC values
and total phenols in ponads and muscles, but an appareat
tovwer contribution of towl phenols ia digestive fract and
respiratory apparsius. This apparent discrepancy ndght
be the wault of a significant difference in phenolic comtit-
wents between tissoes. Previous studies reported that con-
tribution of individual phenols to anti-peroxyl radical
varies among chemical species and depends upon their con-
centration (Zheng & Wang, 2003). When examining the
relationship between tofal favoneids and ORAC values
we ghserved a highly stpmficant correlation of this sub-
group of phenols with anti-peroxyl radical activities. This
result shows tat sea cucumber extracts present some sim-
flarities . thelr anti-peroxyl radical actvities with plant
materials showing a probable high contribution of flavo-
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noids to the redoy reactions. This correlation also supgests
that among phenolic constitieents present In O frondos tis-
sues, Bavonoids contributed o major part to antiperoxyl
radical sotivities observed in digestive tract and respiraiory
apparatus extracts. As well, they seem to contabute exten-
sively to the redox sctivity in extracis and fractions from

gonads and muscles, but s signtfoant contribution from
athu‘ phenols is ase expected becanse Havoncids measured
in O fromdosa exiracts sepresended in gverage sy than 2096
of total phenols. The presence of easy assimiated antioxd-
dunt phenols Bke amthocvanins, aathoovaniding, tanning
and others in the food sources of O frondosa seppests thelr
potentisl occurrence within 85 dssues.

Solid-phase extraction {SPE} technigue was wsed in an
attempt to increase the antioxidative potency of water-rich
finctions that generally showed low ORAC valuses. This
technique i3 weefol to discard some water-soluble and
non-antioxidative constituends that might exert a ditution
effect lowering weight based ORAC values. However, some
anti-peroxyl radical constituents could be lost in wasking
solvent or retained within 8PE column during elution steps
(Kihkdnen, Hopia, & Helnonen, 2001 Zheng & Wang,
20031, In most of our eluates, the refative concentration
of total phenols wreased compared to their parent frac-
tiong. This resalt sugeests o significant removal of some
water-soluble constituents Hke sali, sugars, ascorhic acid,
glutathione, peptides, and other water-solable compounds
during SPE provess that have Bitle antoxidant activities,
Yellow to reddish color of the washing eluates observed
during SPE process sugpests the removal of some water-
soluble pigments. There was probably a loss of flavonoid
constituents in washing cluates since total favonoids in
some eluates remained stable or decreased afier SPE trest-
ment {Tables | and 23, Finally, results obiained from cor-
relation anslysis suggest & relative dncrpase of e
presence of some other water-soluble anti-peroxyl radical
constituents following SPE. In fact, neither wtal phenols,
nor total Havonoids present In these eluates seem to con-
tribute significantly to the response of ORAC assays. In
fight of these results, improving ORAC values by using
SPE is powible, but farther studies are needed to learn
more ghout he changes in sodi-peroxyl radical constituents
during suecessive chution steps.

Oy results come in support to the antioxidant potential
previonsly observed in codennic Buid of three soa cocpmber
species collected from coasinl waters of Terengpanu,
Malaysia (Hawa et al., 1999, Ceelomic fuid in echino-
derms shows a chemical composition close to seawaler sut-
rounding the animal and contents amochocytes devoted to
the inmune defense systom of the ammal Authors
observed an important activity of enzymatic antioxidants
{superoxide dismutase = 5-9 % 10° IU/g protein) and low
to moderate scavenging activity of DPPH (9-5294). This
antioxidative potential of sea cucumber colomic Huid
comes in support to ity believed health benefit by Asian
people and snpgests its usefuliess In preventing oxidation
of vital biomolectles. As observed From our study, the edi-

ble part of O frondoss {muscles, mainly exported to Aslan
market) could also provide Lo consumets an appropiste
anti-peroxyl radical prodection. By-products  includiog
gonads, digestive taet and respiratory spparares showed
suitable gati-peroxvl radical activities sugpesting the mode-
rate antiosidany potential of O frondose and 8 prssible
valorization of 5 Ussues oy an additional souree of antioxi-
Gants for huwnan digt

3, Comelosions

Resulis from this study show that dssues of € frondosa
contain natural bioproduets able to prevert oxidative reac-
tions, notably the ones iitiated by peroxyl radicals. Active
entracts examited here might exhibit beneficial effecis in
prevention of polyussatmsted {atty acids oxidation and
the alteration of biological membranes offen Haked with
murerous severe discases. Among the ati-peroxyl radical
bioproducts, Savonoids are sugpested to be mainly respon-
sible of observed activities, but a significant contribution of
other phenolic compounds is expected. Further, research is
veeded to identifly and characterize chemicals contribagting
to antlogidant propertes of the axtracts.
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CONCLUSION

Avec la popularité croissante des thérapies alternatives et de la nutraceutique, les antioxydants attirent
aujourd’hui I’attention de la population en général, mais aussi de la communauté scientifique. En effet, on
observe actuellement une explosion du nombre de publications dans ce secteur d’activité. De plus en plus, les
relations entre les phénoménes d’oxydo-réduction et une multitude de pathologies (ex. : cancer et maladies
inflammatoires) sont mises en évidence et suggérent la possibilité d’intervenir par I’'usage de molécules
antioxydantes de nature alimentaire ou purifiées sous forme de médicaments. Dans ce contexte, il importe
plus que jamais de disposer de méthodes fiables et standardisées pour valider le potentiel antioxydant des
molécules issues de sources naturelles.

Bien qu’il n’existe actuellement aucune méthodologie adoptée consensuellement par toute la
communauté scientifique pour mettre en évidence le potentiel antioxydant des nouvelles molécules
découvertes, certaines méthodes sont privilégiées parmi d’autres, comme par exemple le test ORAC. Chaque
méthode constitue une approche plus ou moins spécifique pour caractériser le potentiel des composés testés et
il semble improbable qu’une méthode puisse un jour englober tous les aspects impliqués dans la protection
contre le stress oxydatif, d’autant plus que la plupart des méthodes rapportées ne tiennent pas compte du
contexte cellulaire. En ce sens, la méthode originale ici proposée se positionne bien parmi les autres par son
plus large spectre de sensibilité permettant  la fois de déceler des potentiels de chélation aussi bien que des
potentiels de scavengers en plus de permettre un apergu de la toxicité potentielle des molécules testées.

Cette méthode originale s’est montrée adéquate pour mettre en évidence et comparer le potentiel
antioxydant d’extraits alimentaires et de composés purs en plus de permettre la mise en évidence du potentiel
pro-oxydant de certains. Ce dernier point est d’un intérét particulier du fait que le test ORAC, un des tests les
plus largement utilisés, en est incapable. De plus, cette méme méthode originale s’est avérée adéquate pour

étudier ’impact de la méthode d’extraction sur le potentiel antioxydant résultant de celle-ci. En effet,
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différentes conditions d’extraction utilisées sur différentes especes de coniferes affichent des patrons
d’activité antioxydante différents d’une espéce 4 I’autre, Ainsi, le premier objectif a ét¢ atteint avec la mise au
point et la validation d’une méthode de test ex vivo du potentiel antioxydant (Chapitre 2).

Pour ce qui concerne I’évaluation du potentiel antioxydant de coniféres de la forét boréale (Chapitre 3),
I’objectif a aussi été atteint. Le potentiel antioxydant des écorces de toutes les espéces étudiées (pins gris,
blanc et rouge, épinette noire et blanche, sapin baumier et méléze laricin) s’est avéré aussi prometteur que
ceux rapportés dans la littérature pour d’autres espéces issues des mémes genres. De plus, notre méthode n’a
révélé aucune toxicité considérable. Chaque espéce a offert des rendements élevés d’extraction de composés
phénoliques et présente des potentiels antioxydants prometteurs lorsque comparés a ceux obtenus de substrats
alimentaires.

Parmi les espéces de coniféres étudides, seul le sapin baumier a déja été rapporté comme étant
antioxydant. Par conire, le substrat d’extraction rapporté dans la littérature pour cette espéce était le bois de
neeud. Ainsi, les résultats présentés au chapitre 3 constituent a notre connaissance la premiére étude du
potentiel antioxydant des écorces des espéces précitées.

Le troisiéme objectif de ce projet de maitrise consistait & évaluer le potentiel antioxydant de diverses
sources animales. Le chapitre 4 rapporte les résultats issus de 1’analyse du concombre de mer (Cucumaria
Jfrondosa) récoltés a Baie-Comeau dans I’estuaire du Saint-Laurent. Les résultats obtenus supportent ceux
publiés dans la littérature pour d’autres espéces de concombre de mer de Malaisie dont ’activité antioxydante
a été étudide (Hawa et al. 1999). C'est-a-dire que les potentiels antioxydants observés se situent entre ceux
mesurés avec les écorces de coniféres, dont les extraits sont trés antioxydants, et ceux rapportés dans la
littérature pour diverses sources alimentaires dont le potentiel est plus modeste.

L’étude du concombre de mer permet de suggérer que les composés flavonoidiques sont principalement
responsables de I’activité antioxydante mesurée. En effet, la composition flavonoidique de tous les extraits
affiche une corrélation significative avec les indices ORAC obtenus. L’étude a aussi révélé que les potentiels
antioxydants les plus élevées sont obtenus avec les tubes digestifs extraits & I’acétate d’éthyle, ainsi qu’avec
les extraits de gonades, muscles et appareils respiratoires issus d’une extraction mixte & 1'acétonitrile et a

Pacide trifluoroacétique.
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Avancement du projet et perspectives

11 fut évoqué plus haut que la mise au point d’une méthode qui soit capable de rendre une évaluation
globale de tous les aspects impliqués dans le processus d’une protection contre le stress oxydatif demeure
improbable. Aussi, bien que notre méthode cellulaire soit & large spectre de sensibilité, elle demeure
insuffisante pour la caractérisation compléte des potentiels antioxydants qu’elle est en mesure de révéler.
Ainsi, il importe dans un futur plus ou moins rapproché de complémenter cette méthode avec d’autres tests
(in vitro ou ex vivo) spécifiques 4 chacun des aspects impliqués dans la protection antioxydante. Il est vrai par
exemple que cette méthode originale peut détecter des chélateurs de métaux, mais elle demeure incapable de
distinguer ce mode d’action parmi les autres possibles lorsqu’elle révéle un potentiel antioxydant. Comme la
méthode se préte davantage & la mise en évidence des potentiels sans les caractériser ou les définir, il faudra
ultimement la compléter par 'usage d’autres méthodes telles que FRAP ou d’autres tests de biologie
moléculaire orientés sur les défenses antioxydantes de nature protéique.

Le chapitre 3 rapporte des potentiels antioxydants non négligeables pour les écorces de plusieurs
coniferes de la forét boréale. Ces potentiels antioxydants se démarquent de tous les autres mis en évidence
dans le présent document pour des substrats alimentaires ou d’origines animales. Le fait est que plusieurs de
ces espéces de coniferes sont déja I’objet d’exploitation par I’industrie forestiére laissant de c6té les écorces,
entre autres, comme des déchets. Ainsi, le substrat d’extraction est déja disponible en quantités importantes et
pourrait & son tour étre I’objet de valorisation.

Outre les coniféres, plusieurs espéces végétales ont été étudides pour leurs propriétés antioxydantes dans
le cadre de ce projet de maitrise. Plusieurs extractions de plusieurs composantes anatomiques de diverses
espéces ont été testées et présentent elles aussi des potentiels antioxydants prometteurs. On note entre autres
la verge d’or du Canada (Solidago Canadensis) qui a offert des potentiels impressionnants lorsque testée par
la méthode ORAC et notre méthode sur culture cellulaire. De plus, cette méme espéce affiche un potentiel
anti-inflammatoire ex vivo sur les macrophages murins en diminuant leur production d’oxydes nitriques.

Le chapitre 4 présentait les résultats issus de I’étude du concombre de mer. Comme 'objectif de départ
était d’évaluer le potentiel antioxydant de plusieurs espéces d’échinodermes, d’autres travaux ont aussi été

réalisés sur I'oursin vert (Strongilocentrotus droebachensis) et ont révélé des potentiels antioxydants du



66

méme ordre de grandeur que ceux issus du concombre de mer. L’oursin vert est considéré dans certains
contextes comme une nuisance, mais leurs gonades sont déja consommeées. Ainsi, la mise en évidence de
propriétés antioxydantes dans les tissus de I’oursin vert pourrait ultimement déboucher vers une exploitation

lus marquée de cette espéce puisqu’elle est au départ considérée comme une nuisance.
p q
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