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RÉSUMÉ

Depuis que les radicaux libres ont été découverts, leur implication dans certains processus

physiologiques, de même que dans une multitude de pathologies, a été mise en évidence. Aussi, plusieurs

méthodes ont été 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 l'oxydation impliquant plusieurs modes d'action, aussi la qualification du potentiel antioxydant

d'une nouvelle molécule demeure problématique. À 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, à 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 maîtrise en l'utilisant conjointement

à un autre test couramment cité dans la littérature, à 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

conifères de la forêt boréale. Parmi tous les extraits testés, les extraits de conifères se sont démarqués des

extraits d'origine alimentaire (fruits et légumes). De plus, cette méthode originale s'est avérée adéquate

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

Sources endogènes des agents oxydants

Bien avant de faire face aux radicaux libres et autres oxydants environnementaux, les cellules doivent

s'acquitter de ceux qu'elles génèrent. Il existe plusieurs sources de radicaux endogènes, mais la principale

rapportée dans la littérature est la mitochondrie (Diaz et al., 2003). À ce jour, neuf enzymes mitochondriales ont

été identifiés comme étant capable de produire des dérivés réactifs d'oxygène (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 (O2*~) à la chaîne de transport d'électrons au niveau de ses complexes

I et III dans une proportion se situant entre 1 et 3 pourcent de l'oxygène consommé (Diaz et al., 2003). Certains

auteurs ont toutefois émis des réserves quant à la proportion d'oxygène 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 �> Oxyde le NAD(P)H cytoplasmique et réduit le Cytochrome b5
Monoamine oxidase ME �> Catalyse l'oxydation des amines biogéniques et libère du H2O2

Dihydroorotate dehydrogenase MI �> Catalyse la conversion du dihydroorotate en orotate
(étape de synthèse des pyrimidines nucléotidiques)

Dehydrogenase of a-glycerophosphate MI -» Catalyse l'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 l'oxydation de l'a-ketoglutarate en succinyl-CoA
NADH-ubiquinone oidoreductase (Complex 1) Ml �> Oxyde le NADH en utilisant le coenzyme Q comme accepteur d'électron
Cytochrome c reductase (Complex III) MI �> Oxyde le coenzyme Q en utilisant le cytochrome c

comme accepteur d'électron
Localisation : ME=Membrane Externe; MI=Membrane Interne; MA=Matrice



Pour éliminer l'anion superoxyde, la cellule le transfonne en peroxyde d'hydrogène (H2O2) et ensuite

en eau (les enzymes impliquées seront abordées à la section « Mécanismes de défenses antioxydantes »). Le

peroxyde d'hydrogène est lui aussi relativement peu réactif comme agent oxydant (bien que toxique pour la

cellule à plus haute dose).Toutefois, il arrive que le peroxyde d'hydrogène réagisse avec le fer ou le cuivre

oxydés (Fe2+/Cu+) pour générer l'anion 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 être généré par la réaction de Haber-

Weiss (Eq.2) (Kehrer, 2000; Dunford, 2002) et par la décomposition de l'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 l'ordre des nanosecondes. Il réagit au site de formation avec toutes les

biomolécules telles que l'ADN, les lipides et les protéines. C'est donc en éliminant l'anion superoxyde

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

Eq.l : H2O2 + Cu+/Fe2+ - Cu2+/Fe3+ + OH" + «OH

Eq.2 : O2 + H2O2 -> HO" + O2 + «OH

Eq.3 : HOC1 + Fe2+ -> HO* + Cl" + Fe3+

Bien que Panions superoxyde produit par la mitochondrie soit parmi les moins réactifs des radicaux

libres (Nordberg et al. 2001), ces derniers peuvent mener à 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.

Parallèlement à la production de dérivés réactifs d'oxygènes s'opère celle des dérivés réactifs de

l'azote (« Reative Nitrogen Species » : RNS). L'oxyde nitrique (NO«) est un radical produit par la « Nitric

Oxide Synthase » (NOS) à partir de l'acide aminé arginine. Il existe trois groupes de NOS : la neuronale et

l'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 à la formation de dérivés toxiques. En effet, oxyde nitrique peut réagir avec l'anion superoxyde pour



former le peroxynitrite (ONOO"), un agent oxydant non radicalaire très puissant. Ce composé est susceptible

de réagir avec les protéines (au niveau des résidus tyrosines, tryptophane, méthionine et selenocystéine) et

métalloprotéine, avec les lipides, l'ADN (Groves, 1999; Patel et al., 1999) et certains antioxydants comme la

mélatonine (Reiter, 2003). Le peroxynitrite peut aussi réagir avec le CO2 pour former un autre composé très

réactif, le nitroso peroxocarboxylate (ONOOCO2") (Nordberg and Arner, 2001).

Les mécanismes de défense antioxydante

Pour contrer les effets délétères des radicaux et des oxydants en général, les cellules disposent

normalement d'un système de défenses antioxydantes. Ce système de défense implique des molécules de

faible poids moléculaire ainsi qu'un système enzymatique (Nordberg et Arner, 2001).

D'abord, il y a la superoxyde dismutase (SOD) qui produit du peroxyde d'hydrogène à partir de deux

anions superoxydes (Eq.4). Il existe deux isoformes de SOD : la première 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 Fanion superoxyde, la

Superoxyde Reductase (SOR), mais cette dernière est propre à certaines bactéries anaérobies (Pyrococcus

furiosus) ou microaérophiles (Treponema pallidus) capables de réduire le soufre (plutôt que l'oxygène)

(Nordberg et Arner, 2001).

SOD

Eq.4 : 2O2"« + 2H+ -» H2O2 +O2

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'hydrogène en eau et en oxygène

(Eq.5) (Zâmocky et Roller, 1999; Nordberg et Arner, 2001). Cette transformation est cruciale pour éviter que le

peroxyde d'hydrogène 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 manganèse-catalase (dites atypiques) (Zâmocky et

Roller, 1999).
Catalase

E q . 5 : HOOH -> H2O + !/2 O2



Tableau 2 : Dérivés réactifs radicalaires et non-radicalaires de l'oxygène et de l'azote

Nom français
Radical hydroxyl
Radical Alcoxyl
Oxygène singulet
Radical Peroxyl

Peroxyde d'hydrogène
Anion superoxyde
Monoxyde d'azote
Dioxyde d'azote
Acide nitrique

Anion peroxynitrite
Radical semiquinone

Nom anglais
Hydroxyl radical
Alcoxyl radical
Singlet oxygen
Peroxyl radical

Hydrogen peroxide
Superoxide anion radical

Nitric oxide
Nitrogen dioxide

Nitrous acid
Dinitrogen trioxide
Dinitrogen tetroxide
Peroxynitrite anion
Semiquinone radical

Formule
"OH
RO'
lo2

ROO"
H2O2

o2-
NO"
NO2"
HNO2

N2O3

N2O4

ONOO"
--

Demi-vie (sec.)
10"s

10"6

l o - 5

7
Décomposition enzymatique
Décomposition enzymatique

1-10
Indéterminé
Indéterminé
Indéterminé
Indéterminé

0,05-1,0
Jours

(Modifié 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'hydrogène, en alcool ou en eau, en oxydant deux glutathions réduits (GSH + GSH -> GSSG) (Nordberg et

Amer, 2001). On en retrouve au moins quatre types, chacune localisée dans des tissus plus ou moins

spécifiques; les GPxl 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 : y-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). Il peut être lié aux composés époxydés par le cytochrome P450 par l'action

du glutathione S-transférase, rendant ces composés plus faciles à éliminer. Dans les cas où il est plutôt

utilisé par la glutathion peroxydase pour convertir le peroxyde d'hydrogène en eau, le glutathion réduit peut

être restitué par l'action de la glutathion réductase (GR) à partir du glutathion oxydé (GSSG -> GSH +

GSH) (Nordberg et Arner, 2001). Le glutathion est aussi un « scavenger » direct du radical hydroxyle ainsi que

de l'oxygène singulet (Valko et al. 2007).

Lorsque le système de défense enzymatique ne parvient pas à éliminer à 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 caroténoïdes (P-carotène, lycopène, etc.), les

ubiquinones (Pincemail et al., 2002) et l'acide lipoïque (Bast et Haenen, 2002) qui sont d'origine exogène, et

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

d'origine endogène.

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 chaîne de la peroxydation

lipidique protégeant ainsi les lipides membranaires juxtaposés (Nordberg et Arner, 2001, Wolf et al., 1998). À ce

jour, huit dérivés de la vitamine E ont été identifiés, lesquels peuvent être divisés en deux groupes, soient les

tocophérols (à chaîne aliphatique saturée) et les tocotriénols (à chaîne aliphatique insaturée) (Tucker et



Townsend, 2005). Chacun de ces deux groupes comporte quatre isoformes (a, P, y, S) parmi lesquels l'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 être recyclés à leur

forme originale par l'action de la vitamine C (sous sa forme ascorbate) (Tucker et Townsend, 2005; Nordberg et

Axner, 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 être recyclés par le glutathion réduit

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

(3-Carotène Mélatonine
OH

Lycopène

^ - \ ^ , ^ m V°

Rétinol Acide lipoïque
\HO' OH

Acide ascorbique

Figure 2 : Antioxydants de faible poids moléculaire

À ce jour, plus de 600 dérivés de caroténoïdes ont été identifiées provenant de diverses sources

animales ou végétales (El-Agamey et al., 2004). Toutefois, seulement une vingtaine de ces caroténoïdes ont été

détectés dans les tissus humains (El-Agamey et al., 2004). Les plus connus sont le P-carotène, le lycopène, la

lutéine et le rétinol (El-Agamey et al., 2004). Les caroténoïdes sont liposolubles et se retrouvent ainsi dans les

membranes cellulaires. Ils y protègent les lipides membranaires contre les radicaux et s'avèrent

particulièrement efficace pour détoxifier l'oxygène singulet (El-Agamey et al., 2004). On attribue toutefois un

caractère pro-oxydant aux caroténoïdes lorsqu'ils se retrouvent en trop grande concentration, lorsque la



pression d'oxygène est trop grande ou lorsque le système antioxydant cellulaire est déficient. Ainsi, chez les

fumeurs par exemple, la faible concentration sanguine en vitamine C rend les caroténoïdes toxiques plutôt que

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

L'acide urique est le produit catabolique final des purines chez l'humain et peut assumer un rôle

d'antioxydant hydrosoluble (Allen et al., 2004; Chamorro et al., 2004; Reeshemah et al., 2004). On le retrouve dans

le sang à des concentrations nettement plus élevées que celle des autres antioxydants (Chamorro et al., 2004).

L'acide urique peut être produit par la xanthine oxydase (XO) et la xanthine déshydrogénase (XDH), toute

deux capables de produire l'acide urique à partir de la xanthine; la XO utilise l'oxygène comme accepteur

d'électron et produit un anion superoxyde en formant l'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 l'appellation xanthine oxydoréductase ou XOR), ont été détectés chez

toutes les espèces étudiées, mais se distribue inégalement dans tous les tissus; chez les mammifères, le foie et

l'intestin sont les organes qui présentent la plus grande activité de xanthine oxydo-réductase (Pristos, 2000).

L'urate, la forme soluble de l'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 sécrétée 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 barrière hémato-encéphalique (Beyer et al.,

1998) et qui présente un potentiel de « scavenger » comparable à celui de la vitamine E et de la vitamine C, de

même que le glutathion (Beyer et al, 1998). Elle peut détoxifier le radical hydroxyl, le peroxyde d'hydrogène,

l'acide hypochloreux, l'oxygène singulet, Fanion peroxynitrite ainsi que son acide (Reiter, 2003). Elle possède

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 endogène aux multiples fonctions : l'acide lipoïque. Celui-ci peut

détoxifier le radical hydroxyl, l'acide hypochloreux, l'oxygène singulet, mais apparemment pas le peroxyde



sousd'hydrogène et l'anion superoxyde en conditions physiologiques (Packer et al., 1995). Il est aussi capable,

sa forme réduite (acide dihydrolipoïque : DHLA) de recycler directement le radical tocopheryl en tocopherol,

ou indirectement et de façon plus marquée en réduisant le glutathione oxydé qui à son tour recycle

efficacement la vitamine E (Nordberg et Arner, 2001; Packer et al., 1995). L'acide lipoïque 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 manière toute aussi importante, d'autres protéines que celles évoquées plus haut contribuent à 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 Nûnez, 2005). Cette protéine est

omniprésente chez les organismes vivants; apparue chez les bactéries et conservée jusqu'aux mammifères

(Arosio et Levi, 2002). Une forme mitochondriale a même été rapportée (Arosio et Levi, 2002). Le transport du

fer vers l'intérieur ou l'extérieur de la cellule se fait par la transférine qui peut circuler dans le sang et

emmagasiner deux atomes de fer. La transférine peut être transportée par deux protéines membranaires, la

DMT1 (vers le cytosol) et Iregl (vers le milieu extracellulaire) (Arredondo et Nûnez, 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 l'intestin, le cuivre est

transporté jusqu'au foie lié à la transcuprein ou à l'albumine (Gaetke et Chow, 2003). Une fois parvenu au

foie, le cuivre peut être 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'à 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-à-dire que chacune a son rôle spécifique, plus ou moins localisé, et a besoin des

autres pour mener à bien une protection optimale.



L'oxydation physiologique et l'oxydation pathologique

Plusieurs considèrent à tort que l'oxydation est néfaste dans tous les contextes. Au contraire, et on le

sait particulièrement pour la phosphorylation oxydative de la chaîne de transport d'électrons, l'oxydation est

un phénomène nécessaire dans le domaine du vivant. Que ce soit pour générer de l'énergie, moduler

l'expression de multiples gènes ou pour se défendre contre les pathogènes, les agents oxydants sont impliqués

dans de multiples mécanismes physiologiques. On parle de stress oxydatif seulement lorsque les défenses

antioxydantes sont surpassées par l'oxydation; ce n'est que dans ce contexte que l'oxydation est indésirable et

que des pathologies peuvent survenir. Les défenses antioxydantes peuvent être surpassées par les agents

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

quantité.

Certaines cellules du système immunitaire des mammifères, dont les macrophages et les

neutrophiles, génèrent des agents oxydants puissants, tel que le peroxynitrite (OTMOO"), qui aident à détruire

et phagocyter les envahisseurs. Ce peroxynitrite est produit quasi instantanément {« diffusion-limited rate »)

par la rencontre des anions superoxydes (O2"), générés par l'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 reçoit (Joshi et al., 1999).

Oxydation-réduction et régulation des gènes

De façon générale, par souci d'économie, les cellules n'ont pas tendance à gaspiller ou à 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. À l'inverse, la fabrication d'enzyme

s'enclenche dès l'apparition du substrat. Il faut donc que la cellule dispose de récepteurs sensibles à divers

stimuli pour bien réguler sa réaction face à son environnement. Il en va de même pour la réponse

antioxydante.
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Face aux dérivés actifs de l'oxygène (ROS) et de l'azote (RNS), la cellule peut adopter certains

comportements en fonction de l'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 l'oxydation, la cellule a tendance à proliférer et donc à accroître la synthèse de composantes

fonctionnelles (dont les défenses antioxydantes) (Fujino et al., 2006; Joshi et al., 1999). Face à un stress

substantiel (où les mutations à l'ADN dépassent la capacité de la cellule à les corriger, ou lorsque l'intégrité

mitochondriale est rompue), mais insuffisant pour contrecarrer les mécanismes apoptotiques, la cellule aura

plutôt tendance à 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 à l'apoptose et la prolifération cellulaire, la nécrose n'est pas régulée par l'expression de gènes.

De façon générale, la réponse d'une cellule face à un stress oxydatif peut être divisée en plusieurs

catégories. Bien que la réponse puisse varier grandement d'un type cellulaire à l'autre, la réponse face à 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 régulées par les ROS et les RNS

Mécanismes ROS/RNS Exemples Tissu
_ . . ROS Libération d'histamine Mastocytes

RNS Expression des protéines IL-1 Cellules musculaires lisses vasculaires
� . . ROS Inhibitions des canaux Cl" Cellules pariétales (epithelium de l'estomac)
Transport ionique =--rj; . . ,+ � <- . , . -

_ RNS Inhibition des canaux a Ca Monocytes ventriculaires
Transcription ROS - RNS Activation du NF-KB Lymphocytes
Neuromodulation RNS Formation de connexions synaptiques Neurones des récepteurs olfactifs
. ��<, Apoptose associée au syndrome de Neurones corticaux

AP°P t o s e R 0 S Down
(Tiré de Lander 1997)

À l'échelle moléculaire, l'état d'oxydoréduction du milieu intracellulaire peut être détecté au niveau

des protéines par l'entremise de fonctions thiols (état réduit) ou sulfhydriles (état oxydé) (Valko et al, 2006). Il

s'agit là d'un des mécanismes cellulaires de sensibilité de l'état d'oxydoréduction les plus courants, dans

l'état actuel des connaissances à ce sujet, et est assumé par le système thioredoxine (Burke-Gaffney et al.,
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2005). Ce système comprends les fhioredoxines, des enzymes qui portent deux résidus cystéines au niveau de

leur site actif et dont les fonctions thiols peuvent être 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 à leur tour être recyclées en réagissant avec une molécule de NADH (World et al., 2006; Burke-Gaffney

et al., 2005). L'oxydation ou la réduction des fonctions thiols mène généralement à 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 l'affinité de la protéine avec l'ADN (modulation de la transcription), soit de moduler

l'activité de la protéine (par la libération ou l'annexion d'unités inhibitrices), soit de moduler la formation de

complexes protéiques nécessaire à la transduction de signaux intracellulaires (Allen et Tresini, 2000). Le

système thioredoxine est impliqué dans plusieurs états pathologiques dont le cancer, et plus particulièrement

dans la résistance des cancers face aux traitements de chimiothérapie (Gromer et al. 2004).

Le facteur nucléaire KB (NF-KB) est un bon exemple de complexe protéique dont l'activité peut être

affectée par l'état d'oxydoréduction du milieu intracellulaire. NF-KB est un facteur de transcription que l'on

retrouve dans la plupart des types cellulaires et est impliqué dans l'expression de gènes liés à la survie et la

differentiation cellulaire ainsi que l'inflammation et la croissance (Valko et al. 2006) comme par exemple

certaines cytokines (IL-1, IL-6, IL-8, TNF-oc), l'iNOS, certaines molécules d'adhésion (E-selectine et VCAM-

1) ainsi que les complexes majeurs d'histocompatibilité (MHC I et MHC II) (Nordberg et Arner, 2001). Ce

facteur nucléaire est inactif lorsque lié à son unité inhibitrice (IKB), mais mène à l'expression de multiple

gènes lorsque cette unité inhibitrice se détache. Aussi, il fut démontré que son activité peut être stimulée par

le peroxyde d'hydrogène et les radiations UV et, à l'inverse, elle peut être atténuée par l'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 NFKB n'est pas le seul à agir de la sorte; une liste non

exhaustive de facteurs nucléaires affectés par l'oxydation est présentée ci-dessous dans le Tableau 3.
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Lorsque les radicaux libres atteignent l'ADN, il peut s'en suivre (i) un arrêt ou une induction de la

transcription, (ii) une induction des voies de transduction, (iii) des erreurs de replication et des (iv) instabilités

génomiques pouvant mener à une carcinogénèse (Valko et al. 2007). Ces dommages à l'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 à l'intérieur du brin d'ADN (Valko et al. 2007). La

lésion à l'ADN la plus étudiée est la formation de 8-hydroxyguanosine (8-OH-G), un produit mutagénique de

l'oxydation des guanines, et constitue un bon marqueur de dommages à l'ADN (Valko et al. 2007).

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

Facteur
Ap-1
Erg

Elk-1
GABP
HIF-1
HSF
NF-1

NF-AT
NF-KB

PAX-8
TTF-1
USF

Nom
Activating protein
Epidermal growth factor
Extracellular-regulated kinase
GA-binding protein
Hypoxia-inducible factor 1
Heat shock factor
Nuclear Factor 1
Nuclear factor of activated T cells
Nuclear Factor KB
Paired box transcription factor
Thyroid Transcription Factor
Upstream Stimulatory Factor

Ainsi donc, vue la vaste gamme de composantes fonctionnelles cellulaires pouvant être affectées par

l'oxydation ou la réduction, il n'est pas surprenant de voir une multitude de pathologies associées directement

ou indirectement à des processus oxydatifs indésirables. Parmi les pathologies les plus connues et qui

impliquent une composante oxydative, on trouve l'athérosclérose, l'arthrite rhumatoïde, le diabète mellitus,

l'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 l'oxydation, le dommage cellulaire et la réponse

inflammatoire, qui à 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, commençant pas un stade d'initiation où l'ADN

subit des dommages non létaux (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 à l'ADN puissent aboutir en un cancer malin, les

cellules disposent de mécanisme de réparation permettant de l'éviter. Ces mécanismes de réparation ont été

mis en évidence sur des foies de souris irradiés où, après cessation de l'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'événements comme par exemple, l'expression de

certains gènes (Valko et al. 2006). Si le stress oxydatif persiste et que les dommages à l'ADN s'accumulent et

ne peuvent pas être corrigés, la cellule enclenchera son apoptose sous l'action de la protéine p53 (aussi

responsable de la détection des dommages de l'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

l'activité transcriptionelle de cette protéine, ainsi que sa capacité à se lier à l'ADN, dépendent de l'état réduit

de ses fonctions thiols (Arrigo, 1999). Ainsi, si le stress oxydatif n'est plus suffisant pour solliciter l'apoptose

par l'entremise de p53, ni pour provoquer la nécrose cellulaire, il aura plutôt pour effet de promouvoir la

division cellulaire (Valko et al. 2006). Ces deux premiers stages de développement d'un cancer sont

réversibles, c'est-à-dire que si les agents mutagènes sont éliminés, que le stress oxydatif cesse et que la cellule

parvient à réparer les dommages à l'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 à

l'ADN, la tumeur bénigne deviendra maligne. À ce stade, le processus devient irréversible et se caractérise

par une instabilité génétique et une rupture de l'intégrité chromosomique (Valko et al. 2006).

La sclérose en plaques (SEP) est également un bon exemple de désordre neurodégénératif à

composante inflammatoire impliquant un stress oxydatif. Dans la majorité des cas, la SEP se caractérise par

une démyélinisation multifocale du système nerveux central qui survient par épisodes successifs (phase
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« poussée-rémission ») et qui éventuellement, après quelques années d'évolution, mène à une dégénérescence

diffuse du parenchyme cérébral (phase progressive). La démyélinisation se produit par l'action des

lymphocytes T et des macrophages, qui sont des cellules immunitaires périphériques, et des cellules

microgliales, qui sont propres au système nerveux central. Durant les épisodes inflammatoires de la phase

poussée-rémission, la barrière hémato-encéphalique est rompue au niveau des lésions et permet l'infiltration

des cellules immunitaires périphériques (lymphocytes et macrophages). Sur les sites inflammatoires, les

dérivés réactifs de l'oxygène et de l'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-KB, lequel mène à l'expression de divers gènes impliqués dans la SEP,

comme par exemple celui du « Tumor necrosis factor a » (TNF-a), de la forme inductible de la « Nitric

Oxide Synthase » (iNOS) ainsi que de V« 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 système nerveux central (Gilgun-Sherki et al., 2004). Il fut démontré que l'activité de

l'iNOS est amplifiée même chez les astrocytes (Calabrese et al. 2000). L'oxyde nitrique produit par l'iNOS et

les RNS qui en découlent ont un effet inhibiteur sur les complexes II-III et IV de la chaîne de transport

d'électron mitochondrial, ce qui a pour effet d'accroitre la production d'anion superoxyde et, parallèlement,

de mener à une depletion d'ATP et ultimement à la mort cellulaire (Calabrese et al. 2000). L'implication de

l'oxydation dans la sclérose en plaques a déjà été mise en évidence lors d'études cliniques. Par exemple, des

prélèvements de liquide céphalorachidien ont montré une concentration plus élevée d'isoprostanes et de

malondialdéhyde (deux marqueurs de l'oxydation) (Gilgun-Sherki et al., 2004). De plus, une augmentation de la

peroxydation lipidique et du taux de glutathion oxydé ont été 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, l'étude directe des plaques à l'autopsie révèle 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 l'athérosclérose, l'hypertension et les défaillances cardiaques.
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L'athérosclérose se produit lorsque les résidus d'acide aminés des «Low-Density Lipoprotein» (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 artères en s'y déposant.

L'accumulation de LDL oxydés a pour effet de rétrécir le calibre des artères ainsi que de réduire l'élasticité de

leurs parois et, ultimement, d'accroitre la pression sanguine (Peluso, 2006). L'accumulation de plaques

d'athérosclérose dans les artères peut provoquer l'inflammation qui aura pour effet d'accroitre le stress

oxydatif par l'intermédiaire de l'iNOS des macrophages (Peluso, 2006). Outre les oxydes nitriques générés par

les macrophages, il y a aussi ceux générés par l'eNOS, une des deux formes constitutives de la «Nitric Oxide

Synthase», qu'on retrouve dans les cellules de Pendothélium vasculaire et dont l'utilité physiologique est de

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

Initiation

Sécrétion d'agents
pro-inflammatoires

Cytokines, proteases
et dérivés réactifs de

l'oxygène et de l'azote

Dommage cellulaire
et tissulaire

Produits
autotoxiques

Réponse cellulaire
Activation microgliale,

activation du complément,
induction de la synthèse protéique

Figure 3 : Modèle de boucle autotoxique proposé pour les mécanismes inflammatoires
des maladies neurodégénératives (Torreilles étal., 1999)
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Problématique

Depuis l'apparition des eucaryotes sur Terre, l'oxydation est devenue le compromis entre un plus haut

rendement énergétique et la production de dérivés toxiques. L'oxydation étant un phénomène 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 problèmes de santé surviennent suite à un stress oxydatif ou provoquent

celui-ci, mais dans tous les cas où une oxydation non ou mal contrôlée se produit, il pourrait être possible de

rétablir la balance oxydants-antioxydants par l'usage de molécules antioxydantes d'origine exogènes.

L'utilisation d'antioxydants exogènes, sans nécessairement guérir ces pathologies, pourrait aider à

mieux les contrôler, à atténuer la boucle de dégénérescence, ou encore à accentuer l'effet des médications

actuellement disponibles. Un bon exemple d'antioxydant exogène 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

même jusqu'à être reconnu par Hippocrate, le père de la médecine, quatre siècles avant J.-C. Ses propriétés

antioxydantes et ses propriétés immunomodulatrices ont été mises en évidence in vitro, ex vivo ainsi que in

vivo. On reconnaît au Pycnogenol® un pouvoir scavenger, un pouvoir de chélateur, de même qu'une capacité

à soutenir le réseau d'antioxydants intracellulaires (Packer et al., 1999). On attribue aussi au Pycnogenol® la

capacité de moduler l'activité de certains enzymes ainsi que l'expression de certains gènes, comme par

exemple une diminution de l'ARNm 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 l'homme pour réduire la pression systolique,

de même 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 nutraceutiques

potentiels, la disponibilité et l'accessibilité des ressources locales méritent que l'on s'y attarde. Ainsi, dans un

contexte de valorisation des biomasses, la biodiversité végétale de la forêt boréale, qui reste encore mal

connue d'un point de vue pharmacologique, constitue une réserve potentielle de composés antioxydants. Il en

va de même 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 espèces autres que celles disponibles localement ont déjà été étudiées pour en

évaluer le potentiel antioxydant. Plusieurs espèces de conifères voisines de celles qu'on retrouve dans la forêt

boréale québécoise se sont avérées intéressantes avec des activités antioxydantes particulièrement marquées.

On note, entre autres, diverses espèces de pins (ex.: Pinus cembra, P. sibrica), de sapins (ex. : Abies sibrica,

A. balsamed), d'épinettes et de mélèzes (ex. : Picea Abies, Larix decidua) (Willfôr et al., 2003; Packer et al.,

1999; Gulcin et al., 2003; Pinelo et al., 2004). Comme plusieurs auteurs ont déjà rapporté des potentiels

antioxydants intéressants à partir de diverses composantes anatomiques de ces espèces (feuilles, écorces, bois,

etc.), il est probable que les espèces présentes localement et qui font partie des mêmes genres présentent elles

aussi des potentiels prometteurs. Il en va de même pour certaines espèces 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 à 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 où l'oxydation est reconnue pour être impliquée dans diverses pathologies, et

où 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

� Élaborer et valider une méthode ex-vivo pour évaluer le potentiel antioxydant (Chapitre 2)

� Évaluer le potentiel antioxydant d'extraits issus de la biomasse forestière boréale (Chapitre 3)

� Évaluer le potentiel antioxydant d'extraits issus de diverses sources animales (Chapitre 4)
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CHAPITRE I

MÉTHODES D'ÉVALUATION DU POTENTIEL ANTIOXYDANT

II existe plusieurs méthodes qui visent soit à mesurer l'oxydation dans un système donné (chimique ou

biologique), soit à évaluer le potentiel antioxydant de composés divers. Aucune de ces méthodes à elle seule

n'est suffisante pour caractériser l'oxydation ou la protection contre l'oxydation, mais chacune contribue à la

caractérisation globale des activités biologiques des composés ou mélanges testés. Bien que les méthodes

disponibles soient sensibles et reproductibles, il reste très difficile, voir pratiquement impossible, de prédire ce

qu'il adviendra ultimement chez l'humain. Ce qui suit n'est pas une liste exhaustive de tous les tests

disponibles, mais plutôt un aperçu 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 première approche pour

déterminer si un composé chimique peut prévenir l'oxydation. Ces méthodes sont relativement simples,

rapides et peu coûteuses par opposition aux méthodes in vivo, mais sont moins fidèles à la réalité

[biologique] du fait qu'on n'y retrouve pas toutes les variables impliquées lors de l'usage d'un modèle

animal. Les méthodes in vitro n'impliquent pas de matériel vivant et se résument souvent à des systèmes

chimiques relativement simples par rapport à 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 l'oxydation (Figure IV). 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 à réduire les

radicaux peroxyles (ROO') (Crichton et al., 2002). Originellement conçue avec la B-phycoerythrin (B-PE)

comme fluorochrome, elle fut par la suite améliorée en remplaçant la B-PE par de la fluorescéine, un

indicateur non protéique et plus stable. La méthode consiste à suivre la perte de fluorescence (X ex. : 485

/ X em. : 530 ran) de la fluorescéine (3',6'-dihydroxyspiro[isobenzofuran-l[3H],9'[9H]-xanthen]-3-one)

lorsqu'elle est oxydée par les radicaux peroxyles générés à partir 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 (a-tocopherol liposoluble). La

méthode ORAC a l'avantage d'être peu coûteuse et rapide. Cette méthode est largement utilisée.

COOH

HO ^ ^ G "^ O

Fluorescein

ii

S ,

N�ft�? 7�*
/

DPPH

[Fe(III)(TPTZ)2]

ABTS

3+

Figure IV : Divers fluorochromes utilisés pour mesurer
l'oxydation ou le potentiel antioxydant

1.1.2 Ferrie Reducing Antioxidant Power (FRAP)

La méthode FRAP est une autre méthode rapide et peu coûteuse spécifiquement orientée sur la

capacité des produits testés à réduire le fer oxydé. Elle consiste à observer durant quatre minutes le

changement d'absorbance à X 593 ran et à pH acide, résultant de la réduction du complexe Fe'"-TPTZ

{ferric-tripyridyltriazine complex) (Benzie et Strain, 1996; Roginsky et Lissi, 2003). Originellement conçue
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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 être mesuré précisément du fait que leur temps de réaction

dépasse les quatre minutes standard de cinétique (Huang et ai., 2005). De plus, il fut montré que certains

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

à 593 nm et mène à 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 à protéger quelconque substrat biologique contre l'oxydation (Frankel et Meyer, 2000).

1.1.3 DPPH

Le DPPH (2,2-Diphenyl-l-picrylhydrazyl) est un radical azoté stable qui absorbe la lumière UV et

visible avec un maximum d'absorption à A. 515 nm. Lorsqu'il réagit avec un donneur d'hydrogène, 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 l'oxygène restent inertes face au DPPH (Huang et al., 2005). De plus,

certaines réactions avec le DPPH sont réversibles et peuvent mener à une sous-estimation du potentiel

des produits testés. C'est le cas par exemple pour PEugénol® (Huang et al., 2005). Toutefois, le DPPH est

plus spécifique que l'ABTS'+ (voir ci-dessous) du fait qu'il ne réagit pas avec les flavonoïdes (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] à partir de sa forme non radicalaire: entre
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autres, le AAPH, le K2S2O8 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

l'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, l'activité mesurée dépend de la durée de l'incubation et de la proportion du produit testé par

rapport à la concentration en ABTS + (Roginsky et Lissi, 2005). De plus, la méthode reflète davantage la

capacité d'un produit testé à réagir avec l'ABTS'+ que son potentiel antioxydant réel dans un contexte

biologique. En effet, le radical artificiel 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 coûteuse 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 l'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). À l'inverse du test ORAC, le Trolox n'est

pas administré dans un groupe contrôle indépendant, mais plutôt subséquemment au produit testé, au

moment où la fluorescence est réduite de moitié par rapport à la fluorescence initiale. Ainsi, le délai

d'oxydation («lag time»), représenté graphiquement par une absence momentanée de perte de

fluorescence, est utilisé pour calculer le résultat final (plutôt que d'utiliser l'aire sous la courbe de

fluorescence) (Huang et al., 2005). Cette méthode a été 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 à cette dernière, elle devient

fluorescente lorsqu'elle est oxydée (Huang et al., 2005). Comme les radicaux sont générés par la

décomposition thermique de l'AAPH ou du ABAP, cette méthode ne peut détecter l'activité des

chélateurs de métaux (capables de générés des radicaux par réaction de Fenton) tels que l'urate (Frankel et

Meyer, 2000).
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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 parallèlement à des tests de potentiel

antioxydant pour estimer la contribution des composés phénoliques à l'activité antioxydante. La méthode

la plus utilisée pour se faire consiste à faire réagir la solution testée avec le réactif commercial Folin-

Ciocalteu pour former des complexes moléculaires qui absorbent la lumière à 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 coûteuse mais n'est pas absolue; c'est-à-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

flavonoïdes. On les retrouve donc dans les mêmes sources que ces derniers (en particulier dans les

bleuets) et pour les mêmes raisons, il peut être d'intérêt de les doser. Il existe différentes méthodes

simples de dosage des anthocyanes qui consistent généralement à mesurer l'absorbance à 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 à 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 être utilisés pour étudier la

répartition de molécules dans une interface hydrophile-hydrophobe (Edwards et Baeumner, 2006). Ils

peuvent aussi être 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 modèle

lipidique pour évaluer le potentiel antioxydant de divers produits (Rackova et al., 2005).

Les liposomes peuvent être préparés avec différents substrats lipidiques et peuvent présenter des

caractéristiques physico-chimiques différentes selon les méthodes de préparation. Par exemple, Gutierrez

et al. (2003) ont utilisé plusieurs méthodes pour étudier l'activité antioxydante et l'interaction

membranaire du tocopherol et de composés phénoliques à l'aide de liposomes uni- et multi-lamellaires

préparés avec un extrait lipidique de cerveau de b�uf. Ils ont pu montrer que l'activité antioxydante est

en partie déterminée par l'hydrosolubilité des molécules, ainsi que par l'agent oxydant et la sonde utilisés

pour mesurer l'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 in vivo sur modèle animal

(sans toutefois l'atteindre).

La description du pouvoir antioxydant d'une molécule donnée peut englober plusieurs paramètres.

Le fait est que plusieurs molécules antioxydantes sont multifonctionnelles, c'est-à-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 l'avantage de cerner un nombre limité de ces

paramètres; les tests abiotiques sont généralement très spécifiques. Mais comme il fut montré plus haut,

cette spécificité peut s'avérer très peu représentative du contexte biologique où les antioxydants devront

éventuellement être 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 l'oxydation. Comme il en

fut question dans l'introduction, les cellules disposent normalement d'un système 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

l'expression de certains gènes 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 être utilisés; les cellules vivantes contiennent l'ensemble des

biomolécules (protéines, lipides, acides nucléiques, etc.) susceptibles d'être 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

l'on retrouve rarement dans les tests abiotiques (souvent homogènes, 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 enchaîner brièvement avec quelques exemples de méthodes cellulaires

proposées pour diverses applications spécifiques.

1.2.1. Dosage du glutathion libre

Le glutathion étant l'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 à

cette fin implique l'utilisation de techniques de chromatographie liquide après 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 (X 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 déjà rapporté des potentiels antioxydants de molécules évalués

par des méthodes de test sur culture cellulaires. Souvent, des cellules hépatiques sont choisies comme

modèle 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 système

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 être utilisées pour

évaluer l'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 l'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 l'oxydation dans les problèmes de fertilité. Le fait est qu'aucune lignée cellulaire ne

peut couvrir tous les aspects de l'oxydation et des mécanismes de défense antioxydante (Liu et Finley,

2005).

Lima et al. (2006) ont étudié l'effet protecteur de divers composés phénoliques déjà reconnus

comme des antioxydants sur des hépatomes (HepG2) soumis à un stress oxydatif induit par le tert-buty\

hydroperoxyde (tBH). Ils ont mesuré les dommages subits par l'ADN («Comet assay»), la depletion du

glutathion libre et la peroxydation lipidique (avec l'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 l'hydrophobicité des

composés antioxydants testés a autant d'importance que le potentiel anti-radicalaire sur la survie

cellulaire et la protection contre les dommages à l'ADN (Lima et al., 2006); ceci reflète bien le problème

de partition des molécules dans les interfaces eau-lipides exposé par Frankel et Meyer (2000).

Estany et al. (2007) ont évalué l'effet protecteur de divers antioxydants sur leur modèle cellulaire

endométriale (RL95-2) soumis à un stress oxydatif au peroxyde d'hydrogène. Ils ont préalablement

déterminé les différents degrés de toxicité du peroxyde d'hydrogène sur leur modèle 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 à des concentrations toxiques et non toxiques de

peroxyde d'hydrogène. En comparant différents modes d'administration, il on pu déterminer que le N-

acétyl-cystéine prévenait la toxicité à toutes les concentrations toxiques de peroxyde d'hydrogène pour

peu qu'elle soit co-administrée avec ce dernier (antioxydant administré en même 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

suggèrent donc que l'effet protecteur induit par le N-acétyl-cyctéine est dû à son pouvoir de «scavenger»

(Estany et al. 2007). Ces mêmes auteurs rapportent que des potentiels antioxydants inférieurs avec le N-

acétyl-cyctéine ont été publiés par d'autres équipes de chercheurs utilisant des méthodologies et des

lignées cellulaires différentes; ces différences soulignent bien l'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

l'humain. En effet, il est possible sur modèle animal d'étudier la pharmacocinétique des molécules testées,

c'est-à-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 été reconnue

comme étant très efficace lors de tous les tests in vitro et ex vivo antécédents et ne montrer aucune activité

une fois testée sur modèle animal tout simplement parce qu'elle n'est pas disponible une fois absorbée par

l'organisme.

1.3.1 Dosage du MDA et des TBARS

Cette méthode est destinée à quantifier le malondialdéhyde (MDA : OHC-CH2-CHO) issu de la

dégradation des peroxydes lipidiques. On retrouve le MDA à même les tissus ou le plasma et il est

éliminé par les voies urinaires. Ainsi, il peut être mesuré dans l'urine de modèles animaux (mais aussi

dans le surnageant de cultures cellulaires).

Plusieurs méthodes ont été publiées pour doser le MDA; certains par chromatographie gazeuse

couplée à la spectroscopie de masse (GC-MS) après la formation d'un dérivé avec le

pentafluorophenylhydrazine (Yeo et al., 1994) et d'autres utilisant l'absorbance ou la fluorescence du

MDA ayant réagit avec l'acide thiobarbiturique (Jentzsch et al., 1996). Si les méthodes utilisant le GC-MS

sont plus sensibles et plus précises que les méthodes utilisant l'absorbance ou la fluorescence, elles

restent beaucoup plus longues et dispendieuses que ces dernières.
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Ce n'est que plus tard, après quelques décennies d'utilisation, que le terme TBARS

(ThioBarbituric Acid Reactive Substances) est apparu car l'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 peroxydes, et lorsque que le MDA est généré suite à une peroxydation lipidique,

il n'est pas possible de déterminer quel type de lipide a originellement été oxydé.

Cette technique de dosage constitue une approche globale (par opposition aux approches pi

spécifiques telles que le dosage des isoprostanes et des neuroprostanes) du fait que le malondialdéhyd

peut provenir de n'importe quel tissu de l'organisme. De plus, cette méthode peut être utilisée de manière

non invasive en analysant l'urine des modèles animaux utilisés.

1.3.2 Dosage des Isoprostanes et Neuroprostanes

Les isoprostanes, aussi appelées prostaglandines, sont des messagers chimiques issus de

l'altération enzymatique (par la cyclooxygenase ou COX) ou non contrôlée (par attaque radicalaire)

d'acides gras polyinsaturés (PUFAs) tels que l'acide arachidonique (C20:4) et docosahexaénoïque

(C22:6) lesquels sont des constituants membranaires (Durand et al., 2004). On leur connaît quelques rôles

dont l'inhibition de l'agrégation plaquettaire, la promotion de l'adhésion des polynucléaires neutrophiles

et des monocytes et la contraction des muscles lisses. Il existe une variété de 64 isomères 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 à même les tissus ou à partir de fluides biologiques comme l'urine, le plasma, la

bile, le liquide céphalorachidien, le liquide séminal, le liquide péricardique, etc. L'urine a l'avantage, au

contraire des autres sources, de contenir très 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, à savoir celles impliquant une chromatographie

liquide ou gazeuse suivie d'une spectroscopie de masse et les méthodes immunologiques (Berdeaux et al.,

2004). La première est la plus sensible et spécifique tandis que la deuxième approche est plus rapide.
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CHAPITRE II

ÉVALUATION DU POTENTIEL ANTIOXYDANT SUR CULTURE CELLULAIRE

Food Chemistry (2009), doi:10.1016/j.foodchem.2008.12.002

Résumé

II est aujourd'hui reconnu qu'un large spectre de pathologies (dont les maladies

cardiovasculaires, neurodégénératives ainsi que l'apparition et le développement du cancer)

implique une composante oxydative. Aussi, l'usage de composés antioxydants d'origine exogène

est aujourd'hui envisagé comme une solution possible pour mieux contrôler ou remédier à 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 à être utilisée complémentairement aux autres méthodes déjà 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 > pêches. 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 à dose élevée et un potentiel antioxydant à plus

faible dose. Un pouvoir pro-oxydant a aussi été révélé pour les extraits de carotte et de brocoli, mais

a pu être complètement inhibé par la chaleur pour restituer un pouvoir antioxydant. Cet effet pro-

oxydant s'est montré comparable à celui obtenu avec le beta-carotène et un mélange d'isomères de

carotène. Finalement, cette méthode originale s'avère 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

l'interaction synergétique de divers caroténoïdes.
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.Reactive oxjrgea species, ptay a critical rale in caittiovaMMlar diseases, »ftamaMt»ry diseases,
g«:ne:ratt¥� iBsenûtars, emcee and agtof, Diets, ticïî in foods eoatatHÉBg antloxid*iEs, suefe as finies and veg-
etables, could îsei-p pisEwent tfeese patlsolof les, It is t taefat» importaat to property s say the antîoxîdaBE
potentiate of these awtioxtdant fociis in méer to have a guideline for their proper use. Acteal Ira VIM
metfeodofogjes ate often, very specific, for one ornée, of action and do not necessarily reflect, the aonnaJ
feiolof ical context "vu which they are used, in this work, we lave developed a ceK^based assay using
2*,7*-tidsteoIiicf escis-diacecate (DCFH-DA), a usefiit indifca tar of reactive oxygen species fROS), ta osier
to ÊEteiTEriae the-antiamfesat properties of S»fe,.exttacts. and mote^es,.KesaHs stow a iose-flepeafient
andosdaiït activity for pu.» connpoundls {in tiecfeastag order of activity: q;uercetin > crfTeic MM > gallic
acM > x-tocoplietoi) and fruit juices {hi decreasing cider of actwity: s trawtartes» îsightasti Waefeer-
iies > Mwis > peacfies\, Ttiese results are in good agreemaett with resiil ts obtained usiisg the OlAC^asay,
However, tt»celHsas«d assay detected a pre-oâdafit efTect wttt» braccstt and c a n * juices wMcts was. not
observed using the ORACW. assay. Mixed iswsneis of^a-caroteneisolatsclftoïn cartots were also fouad to
oxtdfe* DCFH about 2122 above ccnt.rol4ev*L ÎMerestingly, the botting of brcccoli aad c«TOt Juices
mhtMts this p»-«sidaBt effect a"sd restores the astte'tdant p»pefties of îfeejukes^ Meroewr, the tail tag
of the ^.{jMatocene mised Ssonners cames their paitSat degradactaa m%4 sigmftcant% BtfetUtK QCM oxtda-"
tkm about 68*, siçgestir^ that carotenoids pKisait In broccolr and carrot juices are, in part, cespomfbte
for their pro-atkiaat effects.,

Crowa Copyright t> 3SXS& PuMiished by Elsevier ltd. Mi rigftts reserved.

1 Iritroijuctitm

Reactive oxygen species JS0S1 ire involved m wich pathoïcgies
as cardiovascutai dsseasei^auierobdero^a), unQamEiiattYy dtseaisei
(asthîfla, rteaniaiatd irthntts, atlergiejiX neurade^enetative dts-
eave«;(I'arfct[isonândÂkhe«ïierdi!.eawf^5, cdtw.tr, and jging(*>tohs,
1995), The principal ROS formed in biolo#cal sjsiems are superax
tile atiions, hydrogen penmde, peroxyl radicals and hydroxyl rad
icab {Bêsgertdi, Benes. Duratkovi is Ftrentik. 1999} ROS tan react
wall and damage many trfiute uanponen& 'ptotesn* hpid^ and
ùtik) {HallMeU. I99èj Ilie tell ha* evofved many antrtmdant

i t iystetns in order to protect itself agatrt1.! MOS Pnnopai
n^yrejes include ^uperoxide dtwtiuUiM* liOL'j, which

the iuperoxide &tuvn into hvdrogen peroxide, &iuta£hi-
one peroxtda&e (CPx) and «taiase {CAY} whsch elimtnatei, hyJso
gen peroxide (Mates & Sandier Jiraenei, wml Man> bttu.ll
moleeuies area!so invofved tn ROS detoxification, $uth as «lutasht
one (CSHj, -x-totopherol (vitamin E) and au-orbtt aud (viUuiin Cl

ng author TfL +t ! A 5i5 SO*, i fax S'8 S-.r/ "50 i

'Sits, ÎS9/X In a normal healthy eel!, etjuthbnum is inamiamed be
nveen ihe generation of EOS and tiietr etirniftatton t^ the anttoKt»
dam system. However, ait unbalance can occur when 80S
production is greater than the antioxidant detente capacities of
the cell, or when tht; nonaat aftttoxtdant defences of trie ceiï are
inhibited, fhis» unbalance beEween the oxidant and anaoxtdant
^sterns, also called oxidative 'stress, tan lead the cellular system
towards a pathological biate ,'SieK, W9?).

Ut eu» nth m ftiodi tontammg anaoxidant compound',, '�udt as
ftuiti. and vegetable;,, toutd betp pEevetit pachologtei catfet-d by
tr<idattve i,ttesb, (Latnpe, 1LS9) f herefore, it » impotEartt to evafu«
ale the antrù-udant potential ciftcuits and vegetdhEesmârder tu be
ceiUun ot thLir quality and to develop methods for their optimal
conservation Several in vitro methods Mich as the ORAL â<*$ây
^oxvxen radical afeosbraç Lapactiyl, the 1RAP method ^total radt
t.a! trapping anEioxidant parameter) and the TEAC method (trdux
équivalent «mttoxtdanc capacity) are used for the evaEtiation of
the antsoxidant activities of fruit and vegetable extracts. (MoBm»
'yam.het, 2ÛU2 Prileguat et at, 2003, Proteggente et aL 2002,
Wue t a i , 2004* In MtTûiesf-. «uchastheORACassiy do not how
e\er lake into accnunt the phy.iotogtcai conditiani of the cell, the
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btoa\aESabitey nftheantEo\Edjnt molecule a* well as general
\ât meLabokim Liu K hnîev. 2005 s, ÎV'uteaver, antiaxidjiU mole
aâei present m fruits and \Bgetjbies are helero^cnou' and
multifunctional ^rankel St Ke^ar, 2UUÛ! Kany facture can aftect
their antoudant potential, such as the affinity of the molecule*
for die aqueous or Up id pha�, the oxtdation condition's tn the ceii
as we lit a1 the nature of the oxtduabEe ^ub' trate used in fhe a<>«ay
ïï-rankeÊ & Me\ r , 2t>lXJj Therefore, a one dimensional ascay pro
ux.nl cannot be used atone to test all relevant parameter;» FranKet
& Meyer, 2000) A complementary method u<ed ro evaluate the
antioxidant activities of h a t and vegetable extracts directly tin live
rrummakan tells could be uiefuS Unfortunately, \frv few itudits.
us.e eel culture models to evatuate antioxidartt potential En thi5
work, we have developed a rapid ceU ba^ed assay using i'J'
drcntorortuoresan [BLVH) oxidation to aiw^t the pro and anuox
tdant potential of various pure compounds, Emits and vegetables

K. Graré-labiiceiTS saL/fes-ï Ckenùssy xm(2S09j xxx-xcx
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2, Materials and methmâs

2.1. Chemicals

Fluorescetn sodrum salt |[FL), 2',7-dtcMorofluQresdndia-etate
;DCFH>DA\ 2',1'-dkbforofluore5Qn ^DQVj, 2.7-dfchlorofluofe$-
cein (DCF), tert butyl hydroperoxide [t BuCOHX 6-hydroxy 2,5,7,
8-tetrârnethyi-J-carboxylicactd (Trotox), quercetin, s-totopherol,
jS-carotene, %fi carotene ,'t;2 mixed isonsers from carroîl, caffac
arid, gallic acid and 2,2'-3zobts{2-amtdfm>prDpane) dihydrochio-
ride{AAPH)wete all purchased from Sigma Aldricb [Oakviile, ON;,

2.2. Sample preparation

Fruits and vegetables were purchased at a tacai grocery store
and refrigerated at once. Fruit and vegetable juices were extracted
using a juke extractor, Juices were then vacuum filtered with a
0.22 urn filter, frozen at -SO^C and then fyopbittzed. Dry matter
was soiubiiteed m water at AVDmgfmi for the celt' based assay
and 100 tag/mf for the ORAC assay. Pure chemicals were dissolved
in the appropriate solvents, inorderto avoid solvent toxscuy in the
celt'based assay, the final concentration of solvent tn the culture
medium was maintained at 0,2SS {volume,'votume), 'Ihe «.ample
concentrations tested ranged from OS to 12.5 < 10' ugtal tor the
ORAC assay and from 1 to 1000 fig/ml for the celt-based assay.

1 1 OMCk assay-

'Ihe procedure was performed as described by Ou, Hampsch.
Woodill, and Prior $001) with some modifications. Briefly, the
ORAC assay was carried out in black round bottom 96-welt
mîcroplates (CosiBr) on a fluorosfcan Ascent Ft"* pfate reader
;tabsystems) equipped with an automated injector. Four concen-
trations of Trofox {the control standard) were used ;i.5fci: 3.13;
6.25 and Ï25 ufc!) in quadrupficate, and a gradient of 16 concen-
trations of the samples was prepared without replication. The
experiment was conducted at 37.5 -'C and in pH 7.4 phosphate
buffer, with a blank sample in parallel. The fluorimeter was pro-
grammed to record the fluorescence [k ex.: 485 nmjenv. 530 nm)
of fluorescsfei every minute after addition of 375 roM 2,2'-azo
bîs(2-amidmopropanE5 dthydrorfiîortde fAAPH). for a total of
35 mi a. The final neuilis were cafcufated using the net area under
toe curves of the sample concentrations for which decrease of at
{east 95% of fluorescence was observed at 35 rcitrt and which also
presented a linear dose -response pattern. ORAC values were ex-
pressed in microflioEes of Trotox équivalents {TE) per gram fpmoi

Ihe l 929 Tiunni. nbrosjFinrna ceîtlme %]LL#LUL llwasob
taired irom the Ameriran I ype Lulture Collection, Manas Mi, U5A)
Ihe tells were cultured m mmiroum es-sentia! medium containing
tarte s âtt1» and iuriplemeated with IUA fetal
Lo^an, USA), vtt3cnm< 1\\ sodsum pyruvate *1X),
ammo acid�� "IX! penaidm 100 [Ui and streptornyan 000 ug/
rnt) �'IVediateuh Ceîtçro ' 1 Lefl' were incub3ted in a humidified
atmo^pher» at 37 t tn 5 ' COj

^ T Huortsisnte quendivng

1 he 'LUMttvsty of Lhe fluortmeter 3nd the curve tmeanty of DCF
are determined with gro.vmg ttini.entratinnof DLt tn hank'sbuf~
fered salt «-ofutton ÎHBSS) ranging frnrn 60 pM to 12^ n^f (l-iuoros
kan "tstent i-U*, Lab'yitems; ex : 48'5 nm em : 530 nmt îtie DCf
OuoretLence quenching ot each iampie iv prevrously tested by
jTsea«-urtng fluoreicente oï tncrea^ms; concentrations of sample
ranging ftomlSO^ tn 12 '5mftrnlw«h2'> nMDCrinHBSS Intrinsic
fluore'tence of each sample is atvr* mea«-uted in HBSS ^i lhout
DC )̂ IheceË lia^ed a^jy is,perfarra.d m conceatratrans of satn
plei watch are not fluorescent and which do not quench DCE-
fluorescence,

16. CeM'bmed assay

P10- and aatioxidant activities were ev.a'uated ustatg DCFH-DA
probes. L-92S celts were plated fa. ttansparent flat bottom 38«wel
racroplates (B0 Falcon) at 10,000 cells per wei and incubated far
24 b at 37 « and 5% CO2. The cells were washed with 150 j±l of pH
?t4 phosphate buffer saline. (PBS) aàd incubated For 30tain wilh
iOO'pl Hms {pH 7,4) contaiaing S pM BCFH-DA (S%ina~Aldri.cfa,
Oakvili», OH), t h e ceils were then washed again with 150 pi PIS,
To assess aflttaxidaat activity, the eels were incubated for ! h with
growing eeeeeatrsttem of pare roraptnuuk or extracts to the ab»
seftce or pïésêftce of 200 ^M tert-bati?t%dffi|eriSsïdé {t«BfiO0H)>
iluoiiescéttcft was measured fcnidediatety after r~BuOOH adffljftis-
tratton. and also SO itita later on thé autômâEêd plate reader {Wuo-
loslan Ascent FL*, Labsystems), using art excitatioH. wavelength of
485 Bin aad an eBiisslon wavelength of 530 om IÇ»» were calcu-
lated using the logarithmic regression of the dose-resporBe carve
after subtraction of both blank and intrinsic sample fluorescence
values, te all cases, the coefficients of deterKunation of the regres-
sion (B**) we» greater tfean Û3S. ICss are the raeaBSl standard
deviations of thtee detfirrnlBàtionsk

2.6.1. Statistical analysis
'Ihe values were expressed as means±standanJ deviation of

three determinations, The resuits were analyzed by the Kruskal-
Wall is test followed by a Student Newman-<KeuIs' or Dunn's post
hoc test. P values of 0,05 or less were considered as statistically
significant.

3. fcsiifts and disctastai

t h e prindpai objective of this vtiarkwas to �e a eel-based as-
say to sjeasure the antioxiiaat potential of natural cottpoaads
a:ad mixtures such as ffflit aad vegetable: juices. Same researcher
groaps hâve reported t i e use of 2?;?-dkMttraliK>rei£dti-"diaceEate
(DCFH-OA) in bfoiûgka! systems for the evafaation of nataral anti-
ox ïdants, Takaiflatsu et ai. (2003) r^xnted the: scieeuliig of some
flavonoids for their amioxidant properties on H.L-6Û ceils ffiiaf a
DCFH--DA assay. However, in their assay, f-'l-èpigàliocieclïïB
and qmercetia {both positive standards) did. net show appâtent
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activities in anottier ïtudv. Lu «t a! ,2004) used a
DCTH OA av>.ay to assess* the anttemdanL * avmt% of procyamd n%
from grape '�etds Unfortunately, the DLi-H DA ctil based as'-ay
u«ed bv Lu et at. f2Ù04) was not. described. Kitjreover, fcberhardt,
Kobtra, Ketk,JuviBC,andjeffef> (iOCG^uLeda ceiluiar assay to e\al
uate the anttoxidant activities of broccoh extract1- However, the
pD.ntwe coniroi used to validate the method was not thnwn Re-
cently, Wolfe and LJU Î2007; developed a new cetiukr anuoxtdant
activity assay (CAS), but the method is not verv '�ermttw with fcC>./>
ranging from 3 to K3 rng/rnl for vannus. fruit extract « Ccmse
quentt/, the lack of standardization, unuomvty and lemitivity of
the DCFH 04 av-ays m the literature prompted m to devdon nur
ceil based assay condtuons to assess the anttox.dant activates of
natural compounds and mixture*,

3.Ï. Evaluation ofpvre tmtioxMant cvmpeurds hùtk by a ciU hosed
catty us. Ing DCFH oxidation and by the ftttAC

BCtH DA is a u&eful tndtcatarof reac£i\e oxygen
and oxidatwe stress. Fbe nonpobr and non-ionsc DCFH
cell membrane1? and i% hydrotjized by tntracelluÈar esterai;e> to
non«fltarèrent i',7 dkhlorortuoresan ;DCFH). Sn the presence
of ROS such as hydrogen peroxide ;HJOJ), kpid hydroperoxtde'i
and peroxîmtnte, DQ-H to ovdLzed to fluorescent 2,7 dtchbroflu
orescein ,'DCFj, Hie oxidation s ampttfîed b\' mtracetlutar Eerrou*,
iron (Fe2'11 ]1ie reaaton of HJOJ witn Fe2* tan generate hydrotyE
radicals [HO') which can oxidize DCFH Superoxtde anioni do nut
d'rectiy oxidize DCFH, however, in biotosicai ïyuerni, superoxtde
dkmutase (SOD) trantfonns supero«de amons tmo HJOJ which
can then oxidize DCFH, ta addition, DG-"H can be oxidized by mtra
cellular oxtdases and oxtdants formed during the reductran of
H A . Altogether, these observa Lions, indicate that the oxidation
of CQ-H may be denved from jeveraî ROS intermediates ! LeBei,
Eschtropoufo^, & Bondy. 1992; Wang & fosepb, 19W) iiiereEore,
DCFH is usefut to tndiiectiy measure the effect of intracelluiar anti-
oxîdanl actmtîes in scavenging the ROS and in protecting the
DCFH from the oxidation, However, to a'Sievs the potency of a
compound to inhibit PCF formaKon, tt is important to measure
the sensitivity of the fluonmeter to avotd the Saturation of the
detector and DLF fluorescence quenchtng induced by vegetable
and fruit jui�s, therefore, the relative flunrescence of growing
concentrations of DO- wa« measured first, in oider to both teM
the sensitivity of the ftuonmeter and confirm cur«<e linearity In
Fig. 1A, results show that relative DCF Huorewrenoe for concentra
tmns ranging from 60 to 195Û pM ss [(near \H* * 0.9993^ Moneo\fer,
a relatively high Concentration of DCF{ 125 nM) does not sahirate
the detector (daU not shown), fa test DCF quenchung induced by
various frtitt and vegetable juices, DCF wa1; inoibated m the pscç
eace of growing concentration!* of carrot broccoli, peach, lemon,
strawberry or blueberry juices rangLng from 005 to I2 5mg,'ml.
rhe tes ulfcs presented in Fig. 1H show that none of the juices *sgn«f
icantty quenches DCF fluorescente at concentrations lower than
2 nig/mi except for the iemon juice which quenches about il** of
fluorescence at 04 mg/niL However, at b,J5 mg/ml and more, ait
tested juices significantly quench DCF fluorescence. Moreover,
the higher t|aenchmg values at 12,5 mgrrst were obtaEtied wtth
fruit juices inefcuhng lemon (63i}, 'trawberry V55fti. peach {r->\ ' )
and blueberry (4SI) in companMin with vegetable jutcei sui_h a\
carrot ( 19^1 and braccotinot), îheie rei.uki indtcate that a deter
minationof DCF quenching is important before testing theananx-
idant potency of fruit and vegetable JUILCS or extrdas Indeed, at
high concentrationi ùï fruit juscei or extracts, a part of the decreas
ing of DCF fluoreM-ence can be doe to DCF quenching and not to
anttoddant scavenging.

In the liieraftire, concentration!» of DLFK DArangmg between 5
and 100 \ih\ w«e used to detect intraceilutar ROS produced in the
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presence of vanous oxidants. tn ourceli-based assay, tcrr-butyftry-
droperoxide {t- BuOOHj was chosen as the intracdlufar oxidizing
agent Ihe opumal concentration of DCFH-DA used to detect tntra»
celîular SOS induced by iSOU |iM (-BuOOH wa$ next evalttated on
the L-929 ceil fine. Cells were first loaded for 30 min with growing
concentrations of DCFH-DA :0.04-20fiM), then ceils wasted ta
eliminate unloaded DCFH DA and treated for 30, 60 or 90 min with
>00 ^M I- BuOOH. Results presented m Hg, 1C show that the incu-
bation of L-929 cells with 5 ̂ iM DCFH-DA permits the optimal
detection of SOS induced by t-BuOOH At this concentration, rela-
live fluorescence is not significantly different from that observed
when using 10 or 20 pM DCftf DA.

The amioxidant activity of Tratax, a water-bottible vitamin E
analogue, was then evaluated using both the ceil-based assay
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Hg.. 2, Q&luatian of anfkoridant prsperâes of TTSIOK gainst traatj�nt with r-
SaOOH feriSraia aàngtfc �«U-feasel assay p } and a r t i s t treatewnt with AAPH
usràig tteORACk assay (B). 'Sïgriifiantîy diffère» fera t-BH (200 (AI); p «Q.OS.

;hg.2A)andthe(MALl.iasïay(hg.2BJ.En hg.'M.L 929 celts were
pre treated fer 60 min with f rowing concentrations of Froiox
[0 02 -1000 JIM) and were incubated for SO mm m the presence
of 200|iM t-BuOOH, Results stow that the dose response curve
to Tralox is biphask. In the firet phase, Trdox decreases t
8nO0H-induced DCi-H oxidation in a dose -dependent manner at
doses ranpng from 0,02 to 1 jiM.ïn the second phase, frotox in-
creases t-BuOOH- induced DCFH oxidation at concentrations above
250 pM. Antinxidant and pro «xidant properties of Trdox have ai
ready been reported during the Or*-induced oxidation of tow
density iipoproteins (Albertim & Abufa, 199 S ). The cell'based assay
allows the detection oF significant antmxidant activity For Trdox
concentrations as !ow as 0J02 uM. in comparison, the ORAQL assay
detect "Irolox anttoxidant activity at doses higher rtian 1.56 fiM
il-ig, 2B), "fhese resuks show that the celt- baied af$ay i s a sensitive
assay which atlows to detect the anti- and pro-oxidant properties
of TroloK, Stmilar results were obtained with other ceil lines
utriudmg AS49, DLD1, HepC2 and WSt ;datanot shewn"!

'Jhe activities oï pure antioxidant compound* such as querceun
{fig, 3A), caffek add C Fig. 3B), gallic and ; Fig 3C) and t tocopherot
{Rg. 3D) were thai assessed using the celt based assay. Kesutb
show that atl these antioxidant standards inhibit RO5 mduted by
t-BuOOK in a dose-dependant manner, in order to compare the
anftoxidant activities of these standard compounds, concentrations

mhtbutnj, U_>H oxidatmn by riQ", [iC, > were LatoiEaied ior
n,otfi.ii!e fee" son i oetRuent1» tH'I tatcuuted for each ioganth
tstc curie jvt.re'-upcnDrloOi"; in lable t, ce'uItvtnJtcatetbatthe
aniioxrdant ptxcnuals ; IL ,,) of these lta idards are cSasistfled a«
'uch- qmrcetin 'n 11 ± 0 08 fiMj > cattttt acid 0 9 ± 0J |.iM i �� gal

2 0 ± 0 6 |.tW!> i r o toph«o \H9± ibfiMs A^smtlaranti
potential t ai,rification wj'- obtained U<MÎ  the ORACjj.

as'Jif With regard ri querceftn1; Etv,, ourtefê ba«ed a'.'ay i' about
H3 folds more sensitive m companion with CAA dereloied by
i^n.fe and Ltu ',1007 i Eurthermore, the antsoxidant activity of t
uieopherol wa^ detected utmc the teil ba'.ed j«sav, suj^gesttn"
that JLi-H !*� a to pre^enL el the tell membranes, todtied, a MM A
Lhemical ^htft polarity Studv has previous.v indicated that DQ-H
D1*. and DCi-H Aie located within the iiptd bda^er {Vfrt. frimer, h
Lohen, 2U04X 1 bic «-ug^eïti. that OCt-H can aho be used to detect
the anuixtdane acttvttte« ô  hvtirrphDbit compnundi

32 t\uit,atii>n ùf ïke aitwudant potential uffnttt md vegetable

I he anunxidant attiv ftie^ DL htgbbush biuebeiry [Vaccmîtim cm
>mb«it«iTijt kiwi, neath and strawberry juicei. were evaluated utmg
the uttl hawd a^sav. I he L 929 tell trne wa*- pre treated for one
hour wan increasing concentration's offrait fu�ei \\B 1000 f.tgl
ml i and then incubated for TO mm in the presence oft BuOQH. Re
iuïts presented in Y ta 4A show that a low cant entra d on of high
bush blueberry JUILË ; 1 ti (.ig/ml) ugnifkantiy EishibiE' HUH
oKsdahon bj about 1 ^ 6 ± 0 J ' M , while bwi, peach and strawberry
juices are lightly pro~oxtdant at this concentration. However, this
result is not statistically ugntfitant in tompanson wtlh untreated
tetfo Atl Sratt juicei tested have annoxtdant properties atconcen»
tracions ranging from K 5 to lOtiQ ^g/ml. In iable 1. ICv. vaïues

from the loganthmic curves indscate that the anttoxt-
of5trawberr>juiLe^5i ±Sfjg/ml) is the greatest» M

Sowed by hignbu&Ji blueberry |u»ce ;llfe± 15f.ig|mt), kiwi jaice
(214i'30fLg/ml) and finaltv peach jutte i 1119 + 303 fig/mij. I he
anitoxidartt potentfai of fruit ptte? was also assessed using the OS-
ACn a'.say The URAC}1 vatuei for strawberry, highbush blueberry,
kivw and peach p i�s are respect-vety of î90± J, S25±ti, 70+ 10
and 2b ±4 promt ofl t /gofdry matter, rhese reiults are consistent
\¥ith thwie obtamed with the cell based assay However, compari-
son of theve results with thos-e from the literature is not easy be
cause OUAĈ i values for fruits vary with seasons, regtons and
culttvaR ;\Vang& an, 200fl; Wuet at. 20041 For example. OKACJL
values obtained bv Wan.; and Lin ' 20Ot)j for strawberry jutce ran-
sed S"om Si to 153 |imol of rejçofdry matter, depending on the
developrnenta! stage of the fruit (Wang & bn, 2000) Moreover, a
study on Ltie antioxtdant capacitie? of J-0 dtfferent S/aictraurn et-
tracts tncludtng htgnbush bhiebcrnis showed that ORACn values
ranged from 19 to HI \tmo\ of it,'g ; Moyer, Hummer, tmn, f-rct.

1 he antiastdant actaitiesof two vegetable juices ;broccoh and
carrot) v�re also evaluated using both antioxsdant assays, Tte OS-
ACfl values for broccoli*; and carrots are of 3M±2fl and
70+ lOjimotofTE/g of dry matter, respectively! Table I)»1hesere-
s-utts are in good agreement with those reported ie. the literature
Indeed, the antioxidant capacities of different freeze-dried vegeta-
ble samples including 59 carrot samples and 130 broccoli samples
were analyzed bv Ou et al» and the ORACrt values obtained ranged
between 25 irt p;moi of 1 big, for canrot samples and 23 208 jumol
of !E,'g for broccoli sample? ,'Ou, Huanf, Hampsch Woodilt, FIana<
gjn, & Deemer, '2002). Sturpnstngly, the results obtained with the
cell-based assay show that broccoli and carrot juices are strongly
pro-oxidant when tested at dose? ranging between 2 aad 300 jigf
ml ;hg. 4B). When compared to the level of DCFH oxidation nor«
maliy induced by £-BuOOH alone, DCFH oxidation was increased
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K CisTi-iahiwstxs �.ral./fàad Cks.msstry xix(2003) m - m

0.004 0.02 0.06 6.2 1
Concentration {pM)

O.ttS 03 1 4 16 63.5
Conceatraioo (pM)

I 4 16 62.5 258
Comceairsaoa (jiM)

1 4 IS 625 250 MM»
ConceatratSoBi (pM)

. 3, Evaluation of the antioxfabnt propati.es of queresrtin ;A), caffek 3«5 (B), gallic add (Cj and McKBptarol fDJ after absrsiptisn (80 ran) bg OBHS and aabseipasHt
osition (§0min) to 200 pM f-SuOOli using t t e «il-tased assay. Th# tariasnul line is set at SOS i:nJii:bitj.3ii. Data shown are t t e moms±standard dasîatisn fer three

tenBittatieis and are reprcsssBtative sf Usra* àifferrat exp&riroarats. 'SignificanUy rfiffermt frem i-EH (X6 jifil); p <0.Q5.

atri the celHsa&jd assay.
, ftuit and-vfigaabkjiiia;s using the

Ï*U tac

liiiiii

W i W ? !* �

"* ConcentrarÊin lrthitatingDCFH oxidation ire3ur.'dl)y t-GuOOH by fifty ps-r&nt
** IC^jvalue in ttiiawnoLir 'jittfl
' Extrajwlated value obtained fram
s Pro-axidant artivity.

to 204 ±31 to cells treated with carrot juice (123 jig/rai) and to
1 ?» ± 4 Ï is ceils treated wteh broccoli jy.ke (125 jigfml). The effect
ûf heat on these pn>«xkiàHt activities was then tested by iniliag
bofe Jaîces fer 3& rain at 100 °C After fctoïl.ag, feotïj. vegeta&te Juices
were foaad ta he strongly aaBcBcMaat, with !�.« waioes af
14 ±4 pgf'mi to bffictôli jafcé *ftd 55 ±37 |igfnal far caffûÊ: juice.
These lesttte suggest ftst the prô-oxHânt coespouads are

sensitive. Results prejented m Table 1 show that the QRACa assay
did not datect the pro-oxidant activity of vegetable juices and that
the boiirog of both s-ampîe&dtd not signEficantly affect thetrORACn.
values. The pro-oxidant effects of carrot and broccoli juices were
also confirmed oa other human cett lines including normal human
fibroblâsts {WS-1 ), A humaR lung adenocarctnomaceli Kne (A-549)
and a human colon cardoamaceli line {DID-I ) (data not shown1),

it is known that carrot and broccoli contain carotenoid com-
pounds such as "X" and |i carotene (Cortes, Esteve, Frigota, &Torr^;-
rasa, 2004; Kurttscb et a t 1999). Moreover, it is known that p
carotene exhibits pro-oxidant properties in cultured celts {Palazta,
Serini, Di Ktruoto, t'iccioni, & CalvxeBo, 2fX)3), The presence oF �*�
and p-carotene :n our carrot juice was confimied by thin layer
diromatography using a carotene standard (data not shown), Ihe
pro-oxldant effects of carrot juice, j*<arotene and a mix of fV and
x-carotene isoraers tsoîated from carrots view then evaluated,
both before and after botkng. on L-929 cells untreated with t-
BuOOH. DCPH oxidation m cells uotreaied with t-BuOOH was used
as controL Results presented tn Fig, 5 show that 4 and 16 yfejtpi of
unboiled carrot juice increased DCFH oxidation bv rcspectwefv
24±2 t and 191 ±7% above the control' kvel. In �mpartson.
200 »LM t-BuOOH increased controt-Ievel DCFH oxidation by
384 ± 4%. Boiled carrot juice was also evaluated and did noi. possess
pro oxidant propercies. Increasing concentrations of f5 carotene
(bcited or not) were then tested on the L-929 cell fine fortheiranu-
oxidant properties. The results indicate that at low concentrations
(4and îfîug/mlj 3-carotene is not pro-oxtdant However, 62.5 fig/
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et al./fossi uteeriftty :ex< (âWS) XXX-XKX

boikiî canot broccoli boiled broecoli

Rg, 4,. E�tairân «sf fc «MStfaxMaix prapstfes sf différant fruit juices îfc} or
vegetable jukes (WtesJ oc not) ÇB} after ahsarplicm. fer <SQ min arai sulsasquent.
«position (SSlitfin) ta 209{iM t-SiftlOH, using t te tret-based assay, ffegativs
values indicate a pra-�rîdant effort ÇBCF flaorascence Iraels ate w that aif control
cells treïtfri with MltiOÛH tjiïly}, whereas positive «lues iindkate an antteidant
effet Data s tem are the means ± standard deviation Far th:r<s detcrmmtians; «ret

. *S3gmficant3y diffewnt from r-BH

«I ôf p-ca.rotené {««âsed coflirol-Ewel DFCH oxidatlaa by
2S ±2S, As was cs&served with tolêd c&tmt jaice, the toiiag of
p-caroÈ�ffi 5igaiitaa% �daces {74%) its pto-exïdaat properties,
Môrétwêr, à «Mut* ta p- ând a-carotfeae îSÉnsers (2:1) feote.êd
Èom csnrots was ewtoted. OR 1-029 eels. The rixed îscanets
(�I3|f.g.tal) stroifif increased BOH eadàitoà (2ï2±1l2ï âbave
côiîtraHeve!), suggesting that ««carcteae is anostiy respoastbie
fbr the pre-oxMaHt effects of carrot | » c e aad/or thâÉ thé pro-ûxi-
dant effect is due t© syaergfetit tetérâctfans between ^- and ai«car-
olene. As was observed for toiled p-caroee&e, the M i n g of the
Isuaser mktioe decreased ÛCFH ûxïdation tons IS+7X,. It k
taowa that p-tarotefie is seftsitwe to tbenaal degradatioa (Mader,

|v Ttemal dègradâtiea of p-carateriê aad of t&e mixed fso-
(«.p-caratene) isolated from carrots were evaluated ndag

thtft layer Atû»ate$;rà|%, Kesulti IMtole that iwft the fi-cato-
â t i thémtxeâiaméfs ara, sa part, degraded after 30mM ôf

CoacenlraîîtMi

Ptg, S. EVoaxidant effmt aftsr sxpasiton ta carrot juic* p-îarotïïis er mbed
aiattiiK (2; 1 ) isaialsd fora taire», using the cdl-bas;d assay. Ha

rmatment of �Jls with t-BuOQH. was petferiBSd DCFH. «ddaf ian by
untreated «alls were tsa3 as canrral Çjers). Vataes greater than MID insiifare st
praosdsSant effztt, white ntigativ» vaimss M i s t s an arttinsdaBt effect Daa ïhswti
ara tte .raaans + standard &«a'Son fer tlsres «JstenninMians and are repreastMive
of ttefie different cxpisrinsems. *aigij;i:fe3«.̂  dilferaît trom blank Çi

botStng (data not shown). Altogelher, theïe resuEts suggest that fî-
and ^-carotene parttcipatein the pro-oxiclant effectçof carrot juice
and that their thetmat degradation possibly restores the anticrai-
dant activity of the jaice.

Thepro»oxtdant effects of broccoli and carrot juices on cultured
cells and animai or tiuman modeis have not been reported Mozza
-,2005) stated that trie administrât fort carotenoid-contatnîng fruits
and vegetables have never been associated with procarcmogentc
effects due to the carotenoids. possibly because the carotenotds
are stabilized by other aniioxidant nutrients, However, ït i& impor-
tant to note that very few studies OR fruit and vegetable juices
were reatked on cultured ceils. Recently, Eberhardt et at (2005)
assessed the dnttoxtdant activities of Hpoph'lie and hydrophilk ex-
iratts from broccoli unrig the HepG2 cell ime and the QKMlu as>
say QRACn. values obtained for the hydrophiSk: exiracts were
�iimiiarto the results obiaîned tn our study. In contrast, bberhardt
ec a! found that both extracU were annox'idant on HepC2 cells.
Ihts difference could be explained by the celf line u&ed ss wett as
their vulture conditions. Sndeed, tt has been demoas-trated that dif-
ferent chemical and biological environments can modify theredox
properties of carotenoids (Patoaa et dL,.2OO3}, torexampte, p-car»
oter» faeajmes pro-oxidant at a high oxygen pressure IPateza
et aï., 20O31. Tharefore, vegetable juices contaÉntng carotenoids
could be either anhoxidant or pro-oxidant, depending on the test
conditions. In this work, the ceil culture conditions favored the
prO'-oxidanf. properties of the vegetable jutces.

In conclusion, we ha\e developed a sensitive cril«based assay to
J5.se» the pto> and antioxidant properties of compounds, and mix-
tures Mich as fruit and vegetable Juices. ïhis cett based assay a l
tows the evaluation, m a teologtrat system, of the aotioxidant
activities of both hydrophobtc aod hydrophiiic compounds. Alto-
gether, our results ihow that antioxtdant activities measured with
the cell- based assay are, m générât, in good agreement with vaines
obtained using the ORACH. atsay. However, tn contrast to the OR-
AC|t asi-ay, the cell based a«ay aStowed us to reveal the pro*osi-
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dant eftect rbirou-di and carrot jutte* and to identify (J t carotene
a the motecute po £tbiv re.cp{ nsib'e tn part torth^tfiect hnai
ly ibis Atwk 'IOA" ih t a t e ! ba^ed . \ aj can bring u-npurUnt
addetionai tnf ntiat» n t i re<ut* obtained vithine )RJ4Ln a a./
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CHAPITRE III

ÉVALUATION DU POTENTIEL ANTIOXYDANT DE VÉGÉTAUX DE LA FORÊT BORÉALE

Résumé

Les écorces de divers conifères sont traditionnellement utilisés par les amérindiens pour traiter

diverses maladies dont certaines, comme la broncho-pneumopathie chronique obstructive et l'arthrite

rhumatoïde, impliquent un stress oxydatif. Ainsi, les bienfaits thérapeutiques de ces écorces pourraient, en

partie, être induits par leur composition en molécules antioxydantes. La composition phénolique totale

ainsi que l'activité 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 conifères de la forêt boréale.

Ainsi, les écorces du pin blanc, du pin rouge, du pin gris, de l'épinette noire, de l'épinette blanche, du

sapin baumier et du mélèze laricin ont chacune été extraite sous ultrasons selon cinq conditions de

solvant, à savoir dans Péthanol, dans l'eau, ainsi que trois combinaisons des deux solvants (75-25%, 50-

50% et 25-75%). La composition phénolique de toutes espèces et méthodes d'extraction confondues varie

entre 6 et 61% avec, de façon générale, une composition phénolique plus riche obtenue avec les mélanges

d'éthanol aqueux plutôt qu'avec des solvants purs. Les indices ORAC mesurés affichent des potentiels

antioxydants non négligeables, variant entre 2 et 22 umol de Trolox par milligramme d'échantillon testé.

De plus, tous les extraits présentent des potentiels antioxydants marqués sur cellules avec des IC50 tous

inférieurs à 10 ug/ml. Considérant toutes les conditions d'extraction, on observe une corrélation modérée

entre l'activité ORAC ou sur cellule avec le dosage de composés phénoliques. On observe toutefois une

corrélation beaucoup plus marquée lorsque l'on considère les extraits aqueux seulement, ce qui sous-

entend que l'activité mesurée avec les extraits aqueux peut être en bonne partie attribuable aux composés

phénoliques. Finalement, les tests sur cellules n'ont révélé aucune toxicité substantielle. Cette étude est à

notre connaissance la première à rapporter le potentiel antioxydant des écorces des conifères de la forêt

boréale québécoise.
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Antioxidant potential of bark extracts from boreal forest conifers
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Abstract

The bark of boreal forest conifers bas been, traditionally used, by Native Americans to treat

various ailments and diseases. Some of these diseases involve reactive oxygen species (ROS) that

can be prevented by the consumption of antioxidants such as phenolic compounds that can be

found in medicinal plants. In the context of this study, ultrasonic assisted extraction has been

performed uader various soiveat conditions (water:ethanol mixtures) on tke bark of seven boreal

forest conifers used by Native Americans including: Pinus strobus, Pinus resinosa, Firms

banksiana, Picea mariana. Picea glauca. Larix lancina aad Abies balsamea. The total phenol

content, as well as ORACpi, potency and cellular antioxidant activity (IC50X were evaluated for

all bark extracts, and compared with the standardized water extract of Pinus maritime/ bark

(pycnogenol), which showed clinical efficiency to prevent ROS deleterious effects. Considering

all conifers aad all extraction conditions, our results reveal higher total phenol content wad

antioxidant potency than pycnogenol. Moreover., all extracts revealed only a. weak or an absence

of toxicity oa human ftbrobla&ts (WSI). When taking all tested conditions into account, s

moderate but significant corrélation is found between total phenol content and ORAC-H,

(R2=§.555; pO.OS) or aatioxidant IC5& values (R~=Q.449, p<0.05). Moreover, we found a good

and sïgpificaïit correlation when considering water extracts oaly^ suggesting that phenolic

compounds may be responsible, in part, for the- aatioxidaat activity of water extracts measured

with OKACn. (RN).93; p<0.05) and the cell-based antioxidaat assay (R2=G.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 various ailments and

diseases (Moeiman, 2000). The bark of several conifers, such, as Pinus strobus (white pine),

Picea glaum (white spruce), Larix laritimt (Larch tamarack) and Abies balsamea (balsam fir),

was used. The bark was prepared as decoctions, infusions or poultices to treat gonorrhea,

tuberculosis, diarrhea, pain, cold, kidney troubles, burns, inflammation and rheumatoid arthritis

(Reagan, 1928.; Mcchling, 1959; Palmer, 1975; Chandler et al. 1979; Gottesfeld and Leslie, 1992;

Moeiman, 2000). However, baxlc was mainly used for cough relief (Lloyd and Wesley, 1945;

Chandler et al 1.979; M�rman, 2000). Moreover, some species were used as an expectorant to

teat breathing difficulties {Pinus strabus* Picea glaitca), and persistent cough (Larix lancina)

(Moeaman, 2Q0G).

Reactive oxygen species (ROS) have been, implicated in several diseases for which

conifer bark was used, in particular inflammation (Chappie, 1997: Nagata, 2.005) and rheumatoid

arthritis (Hitetaa and El-Gabalawy, 2004). ROS also play a role is chrome obstructive

pulmonary diseases (COPD) (Repine et al., 1997; MacNee, 2005). 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 Nicotian® rustica and Nicotians tabacmn

(Moerman, 2000) suggesting that COPD was possibly present in this population. Today, COPD

represent a major health problem in Native Americans (Rhoades et 1990). Interestingly, the

consumption of palypheaaalic compounds showed to be. beneficial to relieve COPD (Tabak et aL,

2001; Arts and Holirnaa, 2005; Santos et al, 2005; Rahmaa and Kilty, 2006). The water extract of

Finns maritjma bark (pycnogenol) is rich in phenolic compounds, mainly procyaaidins aad

phenolic acids, and possesses a strong free radical-scavenging activity against ROS (Packer et al..,

1999). Pycnoge&ol has been reported to increase plasma, anttoxidant capacity and to significantly

improve pulmonary functions and asthma symptoms (Devataj et aî.,. 2002; Lan et al., 2004).

Surprisingly, in spite of the strong potential of bark from boreal forest conifers, the total phenol

contest and the aatioxidaat activity remain, �ikaowa.



39

la this study, we reported the total phenol content of bark extracts from seven conifers of

the boreal forest,, including Pinus banksiana. Pinus r&sinosa, Finns strabus, Picea glaitca, Pic&a

mariana, Larix laricina and Abies babamea. The aiiiioxidant activity of conifer bark extracts was

also evaluated osûig ORÂCn. an«ï a cell-based aatioxidaat assay. The results are compared with

pycnogenol, a standardized bark, extract of Pinus maritimes.

MATERIAL AND METHODS

Chemicals. 6-Hydiiosy-2,5,7I8-tetramethykîiroman-2-carboxylic acid (Trolox) and 2,2'-

Azobis(2-metiiylpropionamidine) dihydrocbloride (AAPH) weis purchased from Aldnch, Folin-

Ciocalteu (FC) sodium carbonate decahydrate from. Fluka, Fluoresceine disodium salt (FL) aad

dichîorofîuoresctn diacetate (DCFH-DA), tert-batyl hydroperoxyde (t-BuOOH), resaziffia (Rz)

and Hoescht (Ho) were purchased from Sigma.

Plant material and preparation of crude -bark extract. Ail conifer bark specimens ware

harvested in June 2005 near station Sitnoncouche is the Réserve faonique des Lawentides,

Quebec, Caaada. The specimens were identified by Patrick Nadeau (Département des Sciences

Fondamentales; Universilé du Québec à Chicoutuni).. Barks were dried at room temperature then.

powdered aad stored à -20°C. All extractions were ultrasonic assisted and performed with 25 g of

bark powder iti 375 n i of solvent for 30 minutes. Extraction mixtures were constantly mixed

with a magnetic agitator and were maintained at 3G°C Each bark sample was extracted in parallel

with five different solvent conditions: etkaoLwater [0:100], [25:75], [50:50], [75:25], [100:0].

Extraction mixtures were then filtered aad dried under vaciama.

Hosing «f total phenol content. The total phenol content were determined, «.sing the Folin-

Ctocalteu reageat according, to the procedure reported by Singleton and Rossi (1965), with some

modi&atioas... Briefly, a voiuiae of 50 ul coctteàning growiag concentrations of extract rasgiog

from 0.39 to 50 mg/ml were mixed with 25 ul of 1:2 water diluted Folin-Ciocalteu reagent in

transparent flat-bottom 96-well plates (NUNC). Ali îîîaniputlatiofts were performed in a light

shielded environment. After 5 mis of reaction, 125 ul of sodima bicarbonate solution (0.27 g/ml)

was added to each well. Absorbaace was then measured at 758 am «sing a» automated 96-well

Vanoskan. Ascent plate reader (Thermo Electron). Analysis was performed in duplicate, and the

results were expressed in gallic acid equivalents.
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assay. The procedure was modified from the method described by Ou et al. (200I).

Briefly, the ORAC assay was carried oui in black round-bottom 96-welI plate (Coster) oti a

Fluoroskan Ascent Fl� plate reader (Labsjxtems). Trolox was used as a control standard. The

experiment was conducted at 37.5 CC and pH 7.4, with a blank sample in. parallel The

ftaorimeter was prograiïîïîied to record the fluorescence of fiaorescein every 60 s after addition of

2a2'-azobis (l-amidiaopropaae) dihydrochloride (AAPH). The final results were calculated by

comparing She net areas tinder the fkiorescein decay curves between the blank and the samples.

ORAC values were expressed in micromoles of Trolox equivalents (TE) per milligram (uniol

TE/mg).

Cell cnHnre. The minarke fibrosarcoma L-929 (ATCC #CCL-1) and human skia fihrohksts WS1

(ATCC # CRL-1502) cell line were obtained from the American Type Culture Collection.

(ATCC, Manassas, USA). They were grown in Minimum Essential Medium with Earle's salts

supplemented with 10% fetal calf serum (Hyclone, Logan, USA), solution of vitamins (IX),

sodium pynivate (IX), non-essential aatino acids (IX), penicillin (100 IU) aad streptomycin (100

Hg/ml) (Mediatech Ceflgro®). Cells were culbired in a. humidified atmosphere at 3? °C in 5%

cell-based assay. Antioxidaut activity was evaluated using the DCFH-DA assay as

described by Legault et aî... (2003), with some modifications. Briefly, L-929 cells were plated ia

96-microwelI plates at 10,000 cells per well and incubated! for 24 h at 37 °C <wd 5% CO2.. The

cells were washed with 150 jd Hank's balanced salt solution (HBSS) at pH 7.4 and incubated for

30 rnia with 100 pi HBSS (pH 7.4) containing 5 pM DCFH-DA (Sigïïia-Aîdrich). The cells were

then washed again with 150 jil HBSS. To assess the antioxidant activity, the cells were incubated

either with a growing, concentration of methanol extract, Trolox or quereetin, ia the absence or

presence of 200 uM tert-butylhydroperoxide (tBH). Fluorescence was measured after 1. h and 4 h

oa the automated 96-weIl plate reader (Fkwsaskan. Ascent EL�, Labsystems) using aa excitation

wavelength of 485 nm anct an emission ivavelength of 530 am. Antioxidatit activity is expressed

as the concentration of extract inhibiting 50% of DCFH oxidation
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Cytafemcity assay. Exponentially growing WS1 cells were plated in flat-bottom 96-weH

niieroplates (Costa*, Corning inc.) at a density of 5 x 103 cells per well in 100 pi of culture

medium aid were aBowed to adhere for 16 hours before treatment. Increasing concentrations of

extract in their respective extraction solvent were then added (100 jd per well). The final

concentration of ethaiiol or water in the culture medium was maintained at 0.5%

(volume/volume) to avoid solvent toxicity. The cells were incubated for 24 h in the presence or

absence of extract Cytotoxicity was assessed using the resazurki reduction test (O'Brien et al,

2000). Fluorescence was measured on an automated 96-weîl Fluoroskan Ascent Fl� plate reader

(Labsystems) using excitation aad emission wavelengths of 530 nm and 590 am, respectiveiy.

Cytotoxicity is expressed as the highest concentration of tested extract inhibiting 20% or less of

ceil growth in 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 Ânova

analysis followed by a Bonfeixoni post, hoc test P values of 0.05 or less were, considered as

statistically significant. Relationship between ORAC, ICsa and total phenol content were

determined «sing linear regression.
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RESULTS AND DISCUSSION

In this study, various extracts of bark from boreal forest conifers were evaluated for their

total pheaol content and aatioxietarrt potency. The tested conifers were: Finns banksiana, Pinus

resinasa, Finns strobus, Picea glauca, Picea mariana, larve lancina and Abies halsamea. The

antioxidant activity and total phenol content were compared with a standardized water extract of

Pinus maritima bark {pycuogenol) recognized as having a strong antioxidant activity. The main

constituents of pycnogenol are phenolic compounds, including monomers (catechia, epicatecbm

and taxifblin), and condensed fiavaaoids (procyandms and proanthocyanidiss) (Packer et al..s

1999). Pycnogenol also contains phenolic acids, such as caffeic, ferulic, and p-hydroxybenzoic

acids (Packer et al, 1999).

Extraction yield, total phenol canfent and cyfotoxieify of various conifer bark extracts.

The bark of each conifer was extracted using sonicatioB with five solvent conditions

including wateretihanol [100:0]; [75:25]; [50:50]; [25:75]; [0:100]. The total extraction yields,

presented in table 1, show that the extracted quantity ranged from 5 to 30 g. for 100 g of

powdered bark. For all conifers, the highest yields were obtained whea ethanol concentration, was

of at least filly percent. For each conifer species, the best extraction yield was obtained with the

following conditions of extraction: Larix la}icma-[25:75} (30 g/100 g), Picea gl£mca-\25:75} (29

g/100 g) and Picea marimta-[25:75] (24 g/100 g), followed by Abies baîsamea~[i>:lOQ] (2.0 g/100

g), Pirns banksi<wa-lQ:lQQ] (15 g/100 ^ Pinus sfr-obu$-[5Q:5U} (15 g/100 g) and Pinus j-esinosa-

[25:75] (11 g/100 g).

The total phenol content of bark extracts were evaluated «sing Folin-Ciocalteu assay. This

method! allows to measiare phenolic and poiyphecolic compounds such as phenolic acids,

flavonoids, and tannins. The results, expressed as grams of total phenolic compounds for 100

granits of extract, are presented in Figure 1. Pycnogenol was used as a positive control with, total

phenol content of 6 ± 2 g/100 g... Of all the tested species of conifer barks, Films resinasa-{5Q:5O],

Picea glaiica-i 100:0] and Pices tnarmna-[l'5:25] were found the richest in phenol compounds
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Table 1. Tbtaï extraction yield and cytofoxieity.
Conifer species

Pinas hantksiana

Pimts resmosa

Firms sirobus

Pices glauca

Pices mariana

Larix kuieina

Abies babxtmsa

Extraction conditions
(water : efaaaol)

1CN3: 0

75 :25

50 :: 50

25 : 75

0 : 100

100 : 0

75 : 25

SO : 50

25:75

0 : 100

100 -. o

75 : 25

50 : 50

25 : 75

0 :. IQQ

100: 0

75 :25

50 : 50

25 : 75

0 : 100

100: 0

75 :25

50 : 50

25 : 75

0 : 100:

10© : 0

75 : 25

50 : 50

25 ; 75

0 :: 100

100 ; 0

75 : 25

50 : 50

2 5 : 7 5

0 : 100

Extraction vield"1

9

11

12

13

15

5

7

11

10

7

9

15

9

9

17

21

24

29

26

14

17

23

24

23

11

15

24

30

30

7

9

17

20

CyîDtoxicify '

>î00

>100

>I00

>200

>100

>200

>100

>100

>100

>50

>50:

>200

>50

>50

>50

>1DO

>100

>50

>.2OO

>100

>200

>10Q

>200

>200

>100

>50

>12.5

>50

>50

>50

>100

>I00

>100

>50

>50
*TotaI estracttoîi yield from !00g of p&wdexed dry powdered conifer bark.
Tlîe esseettiratïofl of coaifcr baA extract (fig/tal) is considered cytotoxic wbea it iaMbits cell growth >20 % in
comparisiDQ wife untreated cells.
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b ab

OH2O:EtOH (100:0)
B H2O:EtOH (75:25)
5H,O:ROH(S0-J0)
OH^OrEtOH (25:75)
i3H2O:EtGH (0:100)

Pinus Pinus Pinus Pfcea Pïcea Larix Abies
banksmna resinosa strobus glauca mariana îaricîna balsamea

Conifer species

Figure 1 : Total pheaol content of bark extracts from conifer of the boreal forest obtained using

different conditions of extraction. Data are expressed as grams of phenol per 100 g of dry bark

extract Total phenol content of positive control (pycnogenol) is 6 ± 2 g/lOOg. AH assays were

coadttcîeé in triplicate, and 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< 0.05) 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 pheaol content measured in the extracts were in the following order: Pinus banksiana-

[25:75] (45 g/lQG g), Larix Iaricma-[1W:Q] (34 g/ÎOO g), Abies bakamea-l5O:5Q] (32 g/100 g)

and Pirns strobus-{75:25} (26 g/lQG g).

The cytotoxicity of all bark extracts was evaluated on toman skin fibroblast WS1. The

cells were incubated in the presence or absence of growing concentrations of extracts for 48

hours. la table 1, the results show that all extracts, with the exception of the Larix laricina-

[75:25] extract, do not inhibit cell growth in doses of 50 fig/oil and less. Indicating that the

extracts are not cytotoxk for. WSÎ in these dose ranges. For the Picea mariana and Pinus

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

Evaluation of aatioxldant activity of extracts usiag O K A C a and cell-based assay.

The antioxldant activity of bark extracts was evaluated using ORAC and a cell-based

assay. ORACFL values are expressed as Trolox équivalent (f-iniol) by rag of extracts, and cell-

based assays are expressed as the concestrafioii inhibiting fifty percent (IC50) of tert-

butylfayclirofteroxide (tBiiOOH) induced oxidation of 2',7'-dicliloroiliiorescm ÇDCFH).

Pycaogeaol was wsed as a positive control with an ORACn, vahie of 2.0 ± 0.1 ptxaol TE/mg and

an ICJO of 5.9 ± 0.7 }.ig/ral. Results presented in Figure 2 show that ORACFL values of all extracts

ranged fiom 2.4 to 29 umol TE/mg, while cell-based assay ICj© values ranged from 5.2 to 0.3

jig/inl. 'The Pimts ressimxsa-[5Q:5Q] possesses tlie highest ORACn, value with 29 pmol TE/mg.

Accc«rding to the cell-based assay, the results show that the extracts of Pinus banksimm-l5Q:5Q1

and [25:75], Pic&a mariana-[75;25J and Pic@a gIa«ca-[100:0], have a higher antioxidant activity

with an. IC50 smaller thas 0.4 ug/nil. T te correlation between. ORACn, aad cell-based assay for

afl. species is weak but significant (p<0.05) with a coefficient of deterrnination R of 0.24. This

weak correlation between both methods can possibly explained by the cellular context of cell-

based assay which is not present is ORAC assay.

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

the best conditions of extraction. For Pinus banksiana, the water :efhanol extracts [50:50] and
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125:75] possess the highest astioxidant activity in comparison with other conditions of extraction.

The ORACn. values for Finns bankriema-l5Q:5Q] and [25:75] are of 16 ± 3 {.tinol TE/mg and 14 ±

2 pmol TE/mg, respectively, and their IC50 are of 0.30 ± 0.07 mid 0.3 ± 0.2 pglml. Both extracts

contain higher phenol concentrations with 37 g/100 g for [50:50] extract and 4.5 #100 g for

[25:75] extract. The most active extract of Pittas résinas® is the water.ethanol [50:50} with an

ORAC value of 29 ± 5 uniol TE/mg aad an IC59 of 0.7 ± 0.1. This extract is very rich in phenol

compounds, with 61 g/100 a, suggesting that phenolic compounds are in part responsible for the

antioxidant activity. However, the [75:25] extract is also rich ia 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 jimol TE/mg and IC50 ranging from 0.91

to 2.7 !*g/mi. The total phenol content are significantly correlated with cell-based assay but not

with ORACBL "vaines. The extracts of Picea gjauca and Picea mariana possess similar

antioxidant. activities, using both assays. Indeed, the ORACFL values ranged from 11 to 17 jinicd

TE/tng aad the IC50 ranged from 0.3 to 0.73 jig/mi. The total phenol coateat of these extracts

were also relatively high with, concentrations ranging from 36 g to 59 ĝ '100 g. The Lmix

Iaricma-f75:25} possesses a. significantly higher antioxidant activity in comparison with other

conditions of extraction. Foe this extract, the. ORACFL value is of 16 u.aioi TE/mg and the. IC50 is

of 0.878 ug/ml. However, the total phenol content for all conditions tested are not significantly

different with values ranging from 27 ± 2 g to 34 ± 2 g /100 g. For Abies balsam&a, the highest

antioxidant activity was obtained with waterrethanol [50:50] according to cell-based assay with

IC50 of 0.3 fig/ml This extract is also significantly richer in phenolic compounds (32 g/100 g) in

comparison with other conditions of extraction. In contrast, the highest ORACn, value was

obtained with a [0:100] extract (11 umol TE/mg) which contained 20 g of phenol by 100 g of

extract

Altogether, these results indicate that conifer bark iroia the boreal foxes* is relatively rich

in phenolic compounds and possesses a strong antfoxida&t activity. However, the total phenol

coflteat do not always correlate with anttoxidaat activity. Therefore, the relationship between

total phenol content aad ORACn, aad cell-based assay were analysed.
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A

B

£8

Pîwis Pimm Pinna Pice® Pic&m Larix
banbmna resmosa stro&us glmica mariana. laricins.

Conifer species

Cttp:Ei0H(I»:O)
IB BjO:EMÎH (75:25)
BH^O^tOH (50:50)

7-

1-

BjOiiOH (0:100)

�be

3

SB? |asa>

% 3b

L
Pimts Pmus Picea Piema Larix Abies

btmhrkma nsmasa strokus glttttca mariana lariemn bateamm

Conifer species

Figure 2 : Antïoxïdant activity of conifer bark extracts itsiag (A) ORAC assay and (B) cell-based

assay. ORAC values are expressed as micromoies of Trolox equivalent per milMgrain of dry

extract. IC50 values obtained using cell-based assay were expressed as the concentration

inhibifiag .fifty percent of DCFH. oxidation induced by tert-butyl hydroperoxide. H e ORAC

value aad ICSQ of the positive coated,. pycaogenoL are 2.0 ± 0.1 p.naol TE/mg aad 5.9 ± 0,7 jLig/ml

respectively. AE assays weie cosdbcted in triplicate, aad the mean values are used. The vertical

bsrs repteseat the standard deviation of each data point Means within each group with different

letters (a-c) differ significantly (p< 0.05) from each others.
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Relationship between total phenol content and autioxidant activities.

The relationship between the total phenol cosiest and the aatioxiclant activity (ORACFL

and cell-based assay) were determined fee all conifer baric 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 (R~ = 0.56; p<0.05) were found between total phenol

content and ORAC (Figure 3A) and between total phenol content and cell-based assay (RT =

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 phenolic compounds could be responsible

for the activity of conifer bark. 'The relationship between total phenol content and activity of the

aqueous bark extracts was determined foi all conifer species {Figure 4). .In Figure 4Â, a

significant correlation is found between total phenol content, and the ORAOFE values with a

coefficient of cletetminatioii R" of 0.93 (p < 0.05). In Figure 4B* a significant correlation is also

found between* total phenol contest aad IC50 with a coefficient of 4etenaitiatioa R~ of 0.81 (p <

0.05). These good correlations suggest that phenolic compounds are responsible for the activity

of water extracts for all conifer species. The water extract of Picea glauca and Picea mmiana

possess the most significant (p<0.05) total phenol content aad anfio-xidant activities in

comparison with other species. Both water extracts are also abort 8 to 10 times richer in phenolic

compounds aad about 5 to 7 times more active than pycnogenol. Moreover, in comparison with

pycnogenol, Pinus banksianna, Pinus resmosa and Lmix laricina are approximately 3 times

more active while Pimts strobus is 2 times more active (p<0.05). Finally, Abies balsamea reveals

a similars antioxidmt activity and contains similar total phenol content (6 ± 1 g/10Og) in.

comparison with pycnogenol (6 ± 2 g/100;g).
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Figure 3 : Relationship between (A) OSAC values aad (B) ICSQ. values of extracts of cooifer

bark, and tlieir contest in phenolic coaipoiinds. Solid lines represent linear regression curves. The

regression coefficient (R*) and the equation of curves are given.
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Figure 4 : Relationship between (A) ORAC values and (B) IC50 values of all water extracts of

coaifef back, atiet their content ta phenolic compomids. Solid lines represent littear regression

oaves. The regressioa coefficient (RT) and the equation of cur\res are given.
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la conclus-ion* bark of boreal forest conifers is relatively son toxic, rich in pîieaol

, a stroag Mtisxklant activity. The best phenolic extcaetion yiald, as well as aatiaxife»

activitks< with both: assays, were obtained with Pkea glmtca and Picea mariano. A good

côffitlâttoa betweaa total pteioï OOÏIÎ®IIÎ and atitioxidaut activity in found for all wûtet «xtiacts of

barks, suggesting that phenolic compounds are responsible for the activity. Most of the aqueous

ejctracts of bark of conifers are richer m phenol and more active than pycnogeaol, a standardized

extract known for its strong antioxidanl activity.

AckiBQwletlgnieiits

We thaak Catherine Dassault for technical help and suggestions. The authors would like to timak

Patrick Nadea» for pîaat identification. This work was supported by Action Concertée FQKNT -

Fonds de la recherche forestière du Sagtieaay - Lac-Saint-Jean.



52

References

Arts, I.C.W. and HoUman P.C.H. 2005 Folypàeiiois and disease risk in epidemioiogic studies.
Am J d in Nwtr 81(suppl): 317S-25S

Bohadana A* Teculescu D, Martinet Y. 2004. Mechanisms of chronic airway obstruction in
smokers. RespirMed. 98: 139-51.

Carr, Lloyd G. aad! Carlos Westey 1945 Surviving Folktales & Herbal Lore Among' the
SniimecQck Indians. Journal of American Folklore 58:113-123

Chandler, R. Frank, Lois Freeman and Shirley N. Hooper 1979 Herbal Remedies: of the Maritime
Indians. Journal of Efhnopharmacoiogy 1:49-68

Chappie IL. 1997. Reactive oxygen species aad amiioxidasts in infktmmatory diseases. J Clin
Periodonlol. 24: 287-96.

Deiraraj S, Vega-Lôpez S, Kaul N, Scîîôalaa F, Rohdewald P, Jiala.1 I. 2002 Siipplementatioa
with a pine bark extract rick ia polypheaols increases plasma astioxidanf capacity and alters the
plasma lipoprotein profile. Lipids. 37; 931-4.

GottesfeW, Leslie M. J. 1992. The Importance of Bark Products ia the Aboriginal Economies of
Northwestern British Columbia, Canada. Economic Botany 46: 148-157

Hitehon CA,. Ei-Gabalawy HS. 2004. Oxidation in .rheumatoid arthritis. Arthritis Res Ther. 6:
265-78.

Laa BEE, Riesen SK, Tmoag KP, La» EW, Rohdewald P, 'Baireta RÂ. 2004, Pycnogeaol as aa
adjtmct in ihs mansgexae&t of childhood asthma. J Asthma. 41: 825-32

Legault I., Dahl W., Debiton E., Pichette A., Madelmont J.C., 20CB. Aiitiîu�or activity of balsam
fir oil; production of reactive oxygea. species induced by alpba-biinnilene as possible mechanism
of action. Planta Medica 69(5), 402-407.

MadNfee W. 2005 Piilmoaary and systemic oxidstnt''astioxidaiit imbalance in chronic obstructive
pititatoaar|r disease. Frac Ara Thorac Soc. 2: 50-60.

Mechliag, WJH. Ï959 The Malecife Indians With Notes on the Micmacs. Anthropologies 8:239-
263

Moesmaa, D.E.,. 2000. Native american ethnobofany. Third edition, Ed. Timber Press Isc,
Portland, USA.

Nagata M. Inflarmnatory ceils and oxygen radicals. 2005. Curr Drag Targets Inflainm AUeqgy.
4:303-4.



53

©'Brisa, J., Wilson, I., Oiton, T., Pognan, ¥., 2000. Investigation of the Alamar Blue (resaznri»)
fluorescent dye for the assessment of mammalian cell cytotoxicity. European Journal of
Biochemistry 267, 5421-5426.

Ou, Boxin, Hsiapscli-Woodàill, Maureen, Prior, Ronald L.., Development sad validation of an
improved oxygen radical absorbance capacity using fluoresceia as the fluorescent probe, Journal
of Agricultural and Food Chemistry, 2001,49,4619-4626.

Packer L, Rimbach G, Virgili F. 1999. Antioxidant activity and biologic properties of a
procyauidin-rich extract fioia pine (Finns rnaiitima) bark, pycnogenol. Free Radie Biol Med, 27:
704-24.

Palmer, Gary 1975 Sbsswap Indian Etiaiobotaay. Syesis 8:29-51

Reagan, Albert B. 1928 Plants Used by the Bois Fort CMppewa (Ojibwa) Indians of Minnesota.
Wisconsin Archeologist 7(4):230-248 (p. 244)

Repine JE, Bast A, Lankhorst I. 1997. Qxidative stress in chronic obstructive pulmonary disease:
the Osidative Stress Study Group. Am J Respir Crit Care Med. ! 56:341-357.

Rhoadbs ER. The major respiratory diseases of American ladiaffis. Am Rev Respir Dis. 1990 141:
595-600.

Santos P5 Sola A, Carlucci P, Fnmagalli F, Di Gennara A,. Mondoni M, Cainini C, Centeîmi S,
Sala A. 2005.. Lipid Perosidatioîî and 5-Lipoxygenase Activity in Chronic Obstructive Pulmonary
Disease. Am J Re&pir Crit Care Med. 171: 838-43

Singleton, VJL, Rossi, J.A_S 1965. Coloriuietry of total phenolics wilfa phosphomolybdic-
phosphotiMigstic acid reagents. American Journal of Eaology and Viticulture 16, 144-158.

C, Arts, IC.W., Smit H.A., Hee-derik, D. and Kromhout, D. 2001. Chronic Obstroctrve
Pstmonary Disease and Intake of Catecmias, Flavonols, aad Flavoaes Am J Respir Crit Care
Med. 164: 61-64

Rahmafi, I. and Kilty, I. 2006 Antioxidant therapeutic targets in COPD. Ourr Drug Targets. 7:
707-20."



54

CHAPITRE IV

QUANTIFICATION DU CONTENU PHÉNOLIQUE ET DU POTENTIEL ANTIOXYDANT DU

CONCOMBRE DE MER NORD ATRANTIQUE (CUCUMARIA FRONDOSÀ)

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

Résumé

Les propriétés antioxydantes d'extraits obtenus par différentes méthodes d'extraction à partir de

différentes parties anatomiques du concombre de mer nord-atlantique (Cucumaria frondosa) ont été

étudiées à l'aide du test ORAC et de deux méthodes de dosage, à savoir le dosage des composés

phénoliques et flavonoïdiques. Les différentes parties anatomiques (tube digestif, gonades, muscles

et appareil respiratoires) ont présentées des compositions phénoliques variant entre 22,5 à 236,0 mg

d'équivalent acide gallique et des compositions flavonoïdiques variant de 2,9 à 59,8 mg

d'équivalent rutine avec des indices ORAC de l'ordre de 140 à 800 umol de Trolox par gramme

d'échantillon testé, l'extrait a l'acétate d'éthyle du tube digestif étant le plus riche et le plus actif. À

l'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, l'indice ORAC affiche

une corrélation significative avec la composition flavonoïdique de tous les extraits confondus, ce

qui suggère une contribution marquée de ces derniers dans l'expression du potentiel antioxydant.

L'étude a aussi permis de révéler que la méthode d'extraction à l'acétate d'éthyle pour les tubes

digestif et l'extraction mixte à Pacétonitrile et acide trifluoroacétique pour les muscles, les gonades

et l'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 première à rapporter de manière quantitative le potentiel antioxydant issu des extraits de tissus du

concombre de mer Cucumaria frondosa.
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Quantification of phenolic contents and antioxidant capacity
of Atlantic sea cucumber, Cmumaria frondosa
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Abstract

The astioxidiint activity (oxygen radical afesorban�. capacity, QRAC) and total phenols and flavonoids werç delermined lit extr
from, digestive tract goaads, uiasde and mpiistory appanafa» of sea cocumlx?, Cueumariafnmdma. Total phenols eontenî varied from
22.5 to 236.0�f ofgaliK acid eqnivalcata/lOO I dw, and Savpaoids bam 23 to S3 J nag olrotln equwafeHte/Kll g, ORAC valaes ranged
from Î4Q to SO0 pro»! of Trolpx eqawitfenis/gdw. Among a l ««tracts l»est aHtioxidaBt potencies were observçd in eftji açetele exIracIs
ftwn digestivç tract, and m JKetoHstjSe-rbli fractiemjt sAtaiaed from, mixed extracts using a�iooitrfïç/TFA (iriâaoroacetk acid) aadiisd
wafer OH musd@s gonads and .respkatoiy apparatas. T ie weakest potencies wem obsersed with water extracts .feoni dige^ive tract and
respiratoiy apparata$, aad with waier«rkh fractions ofjfeiiaed irçsn mked extraction of gonads aad aitusdess. A ajpiifiswt cor�&îion was
observed between ORAC vales» and îotaï pbsaol content in extracisi and fractions of goïiads and muscles, to!: ORAC and phenols weae
not t#r.re!ated in digssstiTO: tract and respkatoiry apparatos exttscts. ORAC vaines were sigirffk-aiaily coTreiated (p < 0,05) with total fiavo-
aoids ïa sjîl çstrscl*. Suasessive eteste- oblaiBed from -sold-phmse extraction of waicr-rEcti ftactkm$ using Cis csrtridgs stowsd ORAC

s (105-500 (.uiioi of TE/g) reaching, ap to 2.3 times the potocy of their pareni CractfOHS. Fîavonçïds ai© «uggsled. to fe?. mainly
tiw olwcrvsd acth-fti©. Oar reittlfs provide a first quantitative evaluation of C. frimdma tissues as asefiil sourcss of anti-

oxidaBts ibr taraan con«a.mptJ0H.
Lid. All rigftts tessrved.

ORAC; Sea CHiMtnbssE; Toul plieatsls; TtoLel ffaaonokb:; ActMSiskM; B»c*jf

ï . ïmttlMÎtiCtfelt

Diets high in frui» aad vegetables are recognized to
traduce the risks of some chmnic and degenerative ïiaesses
related to the oxidation, of vital biomofeoates (DNAS pro*
teiaa Iplds, etc-), including atiiewscierosis, cancer and car-
dio%!asçîikr diseases, among others. Antic* klants foiand in.
food aiîd. sappteiaeBîs support human intrinsic aattasda-

protection to maintain the internal oxidation

<nïûtKf_ivlIk.twr<ït<|irt(v«.ii E Pfllctwr)

by varkiss processes such as in situ, régénération of antioii-
idant molecules {vtianatts aad enzymes) or direct aeuttal-
izatton of oxMaûve compounds (Kolieu & Nyska, 2002;
Lee, Koo^ & Mkts 2004). Emerging concerns related to
the syatbetic dieisjcab during fee last decades hme led
to an increasing interest HI �ie de^lopmsntof fopplexnentg
containing mixtures of natufsily^occwrhig aatioxidaats,
Up to aow, toost available supplements &m foxmukited
with natural antioxtdanfe derived from terrestrial plants
and fish oil Although» seaweeds and marine invertebrates
(catdarians, btyozoans, moBusks, tutiicates, edtinodbims)
are well recognized as sources of various natural molecules
most often tested against cancer celHines (Jlia & 2à~t&ng,
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j , \&\ hldiî is knowit about A** OXÏÙMA piopeitu s of
a m i ; eOracts fium 'Le.ï ti'.swi a^d maai-s

As a a example, *£à cucuttfteis aie wd.1 î a o n j tn e^eit
henefiual effects on human health These Ah< loifcitio .ne
u<y:d in AH an traditional n te ic *ie to ruuittaut .'H «cv> dm
mglong fishing t3<iwK 01 »o p event adm^ 01 ^ute^-e^^î JIJ
ailments hke-ionstipattoa, iasal de 'CÏCIJO 01 uitht Us S'A-
eial papeis pub'tshçd m the !,i t iv»o do. ides tante »n sup-
port tu these medtiindl pw poses shewasa .nu!t<p'e
biological activities of sea; lUturcuiei vttiaets ,*s
healing promoter and exhibiting antimiinh a!, ant'
and inimunumoduiatoiv pnpe i t^s tAia nax, 2001, Tî^dj-

al , J W , Kwnetsovd e> a!, Î982. FLd/rt,ii, k>,*-
i. A/nun, & TuatJ, IW5, Tta'i el ol., 2OU5) Ilvn

io^eait» have iece»tl% ha.a« t^poiud ïtaax
en iumtc fluid i'f îîuee sjienes 1 JSt>A tdsihiu wuinutritta t itt-
at\t\, St chopus ïJih'gitus. S ! tdmnatusj cofeçîed ni
Malaysian coastal ivata1- ! ï Jswa it aï , 1WJ) Autîiois ton-
eluded thil « a tucumbei might he m the fiduic ait appio-
pnate sour� of jrstso\$tSants 101 huma»<> To ttw best oi
our knowledge iks bîndy ictstaus the oal> ^ne focused
on antioxidatne piopeiùcs ot sea eucunibei" >tsd data
about other tmues and «gans of the* echtn>>deim.s die
still unavailable Thew bentlnc orgaiiisms descive tauch
moie interest fi -\m icsearcheis d\ ntaniie natural pinducfc»
as theu anttoxidant propvrties ard potenti «I appbcatioit
to iïuUaceuîical and ineditvl pjodutfa need to be studied

The purpose of tins *CHL <*&S to ev>tiu<>te the a»jo\.f-
dant potential of Atlantic ^ea cucuuibei f ' fiumlma Cun-
netiis (CucumtiiiJoi), a «idespiead spec-es m coastdS
waters of the Noith Atlantic fkc in 4qi<eous and organic
sohent extracts of digeswe ttaU. gonads, muscles ïmd
lespiralory apparatus Viete in%esttgated for thus autiouda-
tive ptopesUes and then cuiteitt < f total phenols and

2. Materais ami M«tJ*«fe

2.1. Chenumis ami r&ag&tts

Gallic addfratiii hydra te» Eaoxmcda,
phenol «agent, 2,2I-a2obi<2'atHidi.»op.ropaae)
cMoride (AAFH), ô'hydroxy^S^jS-teranïeâiyl
2-carboxylfc add (Trolox) were puîdiased. from Sigma
Aldrich Ltd, (Oakvflie, ON, Canada), All other chenucal
and. solvents were of bigness; comtnvercial grade.

2.2, Bwi&gtea! materkik

Sea cucumbers of about 25 cm long and 400 g uf fie-sh
weight were collected by SCUBA dffing in August 2004
at abset 6 m depth from a rocky slit>»e population Bear
Baie-COBiean (north shofe of St Lawrence Estuary, Can-
ada). Specimens were traiKported to nearby 1SMER mar»
me station (Rhoouski, Canaâa) for dissecfam and.
analyse» Tfasaes of digestive tract, gonads, tmoscles, and
resp«teiy apparatus of aboat 20 speciass were dissected

and pooled together ia pre-cieaaed glass c-ontaïass. All
biological samples were freeze-dried for 96 h, dried samples
were grotaid to fine powder aad kept ftozea {� )̂fflC) until
extraction.

2,J. Extttictiùn procedures

.daut .ompounùs A«e e\»iacted «s i function o.
anu ifoir^ AuîC1 oiga mt ->oheu a.nl d s»u\ti ic uf
sable KI^IUC SO.' JIU

tltea

2 i ! AqtfLt if- t K KU ruw
About 3 \\% i f ûiitù Nantpie u n e suspended in 100 ail of

fie^iit. d£tui\i/ed svu'ei asiJ the tiaxh re continuiti*!* s*»-
icd in th^ daik at 4 (' lu auud ate denial ox<da(ton ni
li^ht aitd fhcintdl sensitive compounds Afcer 24 h, the
supernatant nas rentined i^rUituged JC lOttOOi'. tihtat^d
oi. I) +5 (j.m gias*. iiltcj, ard tofeued in 4 « J ^ S of pic-
wcighted tubes Col!a.ted ivatei ^^.tiacH weie itee/e-dned
untd 4 ici.ssiant weight svas leached And lubes stoied m A
tiee/ei m»til hiMogu.ii5 isnd chemical aaaijsts > êie cas tied
yut.

2.3,2. Organic extraction
About 2,0 g of dried sample were first suspended in

70 ml of �deioiiized water with p-H adjusted to 2 using 6N
HCL Extxactiofi was caiïied out using, successively 180
and 70 ml of ethyl acetate in sspearatory funnel. The recov-
ered organic fractions (ethyl acetate extracts) were dried
with anhydrous Na^SO^ and the solvent was removed
under vacuum, using an Automatic Environmental Speed
Vac system (Instruments de Savant lae.,, Helbrook, NY.,
USA) at 20 "C.

2 3 3. H'uU'ihigJtui loluitt c.xttucturn
Theeyiactioa technioue uas adapted ftom Ilaug et ai

(2002). Rriefly, about 5-10g of dried *$<tmp!e were sus-
pended m 10 volumes (v/wj ol a ISIKIUIC of ucetomtitle
and 0.1*"* aqueous tnfluotoacctic acid fTFAJ solution in
piqportion of 60 40 (\f\) ànâ cosHuiuoitt!} sttned fot
24 h in the dark at 4 CC Sup^mtiid.in wa-s tcmn\ed, ccntti-
fugjd a( 2fW)0̂ , tittered uough 0.4? fini fflîei md kepî at
4 C Euractmu wjâiepeaied iticù agaaiand both extracts
v\eie conihisieâ îlaCJcD'ter After cooling the raixture at
�2li 'C Un Hi a ivkoA'jer sep.» atscas is obianstrd, the
at|ucou^ Ï tch layer n the bottom %4s »a«Ecd die *trter-rich
fraction and the top oigatiu; lavet designated as the ac^to-
nitnle-rkh ûàciiun The>e two lavas were collected sepa-
ratclj in pie-neiglttel tubes, evapoiaied tutder oitiogen
flux and heeie-dned until a can tant weight was attained

JvC SoBd-pkûse exintclkm �&/'w&fur-rkk fractions

According to Haug et al (200.2), a sequenteal elution of
the water-rich fractions trough a ohromatographic colana
was a l l ied to aqueous extracts in this wotk:i using Cj«

i cartridges. (Waters), Briefly, dried extracts were
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ressspçnded (iOÛBig/�l) in TFÂ acidified water (pli 4.7),
Columns wers preconditioned with 0.05% agaçons TFA.
Samples were thereafter washed with, deionized water to
remove sça salt Three successive dations were carried
out with 10%, 4CB4 and -8<J% (v/v) of fee mixture of aceto-
mitrile and 0.05% aqueous "IFA. Successive eluates were
collected on. p'«-«eî girted tubes, evapoiated under nitrogen
flux and fteeze-drkd until a constant, weight was attained.

2 il Amî&xtdaiu

AnUoxidant properties of samples were measured using
(oxygen radical absof bance capacity) (0RAQ assay that
measures their scavenging capacity against peroxyl radi~
cab, The procedure was adapted, from the method
described bf Ou, Hanipsch-Woodill, aad Prior (2001).
Briefly, the ORAC assay was carried out using 96-weis
niieroplates and a Fïuotoslcan Ascent Fl� microplate
reader (Lah$y$ terns, Milford, MA, USA). Trolox» a
water-soluble analog of vitaniîa E, was used as a positive
çQirtBjS standard.. The assay was conducted at 37,5 !5C
and pH 7,4 with s Mask sample in parallel. The speetreiu-
orimeter was prograranied to record the fluorescence of
fiuç�sçeta every minute after addition of 2,2^a2obM2-
amtdinoprapane) dihydtochlosride (AAPH). Final results
were calculated by comparing the net areas under fluofss-
cem decay çiinss between blank and samples. ORAC val-
ues were expressed in pmal of Trolox equlvaients/mg dry
weight of sample (pmol TEfmg dw).

2«S. Tirt&l phenols

Total phenols: were deter�ïiîed. using Fo-Kn-Oocalteau's
method. Aliquots of 40-100 pJ of ethanol extracts were
transferred into the test tubes and their volume adjusted
to 300 |d wMi deionized water. After addition of 250 ul
of Folia-CSocalteau's .reageflt and L2S0 ml of 12.5% aque-
ous sodium carbonate solution, tubes were vortexed and
held at rosin temperature for 40 wn allowing complete
reaction between reagent and phenols. Abserbatice of the
blue coloured solution was recorded at 750 ran (Spectra-
.FluorPlus*, Tecan, Durham, NC, USA.) against a blank
containing 40-400 pi of ethanol. Total phenol content
was calculated as a. gallic acid équivalents using calibration
corves prepared with gaiïe aeid standard solutions. All

were «arried <yvt in. tripMcate.

2,7. Totatjfommids

Total flavono-ids were detennined using aîuminusa che-
îating method of Maksimovic, Mafeak, mod Kovacevic
(2005). Aliqiiflts of SCI p! of ematiol extracts were trans-
ferred into the test tubes asd their volume completed to
750 pi with deicaked water. After addition of 250 ul of
ÂIO3 reagent, tubes were vortexed and held at room tem-
perature for 30 mitt to alow the complete reaction between
the seagsstf and iavonoids. Absorbante of the yellow col-

oured solution was recorded at 405 nm against bîaak
laialag 50 |il of etlianoL Total flavonoids eottteat was
calculated as a rtiiin equivalents using calibration curves
prepared with rutin hydrate staB-dard sokitroas covering a

raage betweeu to and 50

2,8. Data analysis

Data were reported as mean values calculated from rep-
licate» (« >� 3|. Statistical treataieatg were performed using
SigmaStat'* software (Jaaclel Scientific) at 5% significance
error ïevel. Comparisons 'between groups were performed,
using t-test or 1-way ANOVA. When differences w$t&
detected we perforraed post .hoc comparisons using the test
of Stodetst Newman Keiils (SNK), RebtlonsMp between
ORAC values and total phenols and flavoaoids were deter-
mined using linear regression.,

3. Results

XL ORAC

All samples showed antfoxidative protection against
peroxyl radicals. ORAC values varied greatly from 140
to 800 umol of TWg dw, depending upon tissues and
extracts involved (Fig. 1), Digestive tract showed the bsst
protection when considering water-rich fractions and
ethyl acetate extracts. The test oxidative protection, was
obtained from gonads and. muscles when, considering &c&-
torslfrite-riçit fractions and water extracts,, respectively
(p < 0.05). Among a i extracts and fractions, acetonittfle-
rich fractions were the most eiBclent ones with the highest
ORAC values obtained for three (gossads, muscles and
�respiratory apparatus) out of four tissues of C jrmtdtma.

Ci «f tt\i

All U A . . Ï ^4re ..t'tiJuclA'J in ttiplii^te &\£, ns.a lalutt» 'I* UseJ The
Kin. rcpwiti t liie st^ntLrj JetuUut. of tAth tkU point

Bijup .'il'idffi-T^tiC letter»,{.b�il} J JE* -.yniljUJilly !/' -
jTi M itivti others R ^ppkr'tu^ -.ttjiiiU r r



58

I. Mamekm si 4l. îFoôâ Oxitmlfy HPf {2007}

o i

OR\C salues ni acelo'iiti
dtgenne u<ict w,ts leijtt.el, htghei (fcfR) t ^5 p^wl o'
TF/g|, but at «.as 3OWCJ f/> 0 ()5j than eth\5 acetate
extracts- iStMi J- ô2|.imol of TF/g) ^ OAWL die Iyi ie4
salues ni dis-; stud' (Fig Ji Tite ucAest ORAC wives
ueie obtained with vMïej-Jicït htiittim, fgimads and an , -
ck*) ànà wàVit etfaacts {digestive tiaci oui i spi iuton
apparatus) ihghei ORAC naines uf th; mgain» cuiacts
owi th^ aqueotss ones weie ibscived <n bo'Ji e\'iac o*«
t\pes using water/organic fit \ims as d nng.c {viatei
organic) solvent lu Matei/cïganit si Keirt e\tiaj>iinf.
ORAC litio of the iScetoastuIe-nui/Aitei-ntfe htKM
jsrtgcd from 20 to is 4, uh'te «a seipaiated
the ORAC îatio of extracts ellnl «rectate/vtate»
between 10 aâïd it "\ An vxteptson «as touitd m
samples Vkheie ORAC \alues a ethvl acetate ettuwts
i3(H* 1 34 ftniol of Tf^/gj ^eje coinr>jidbie m the one >n
watei exWi&i, OÏQ L 58 htmnl of TE'gj The ORAC jaak
older f if all foui tissues *dus av follows" vvata-nch frav-
ttons ~ watei h l

ORÀC .allies oi eluates of uatci-udt fraconns. vaned
105 to 501} ^mol of TC/g Some eluaies showed high<ii

ORAC -valises than their paient fiactions ( f^ 2) The
ORAC iatio elaates/paieot hactinns varied greatly fio.ti
0 46 b» 2 31 foi all tissues Ift mustles all duates
ORAC vaSaes htghei than the parem liaction 1/?
In coiiiiast none of the tfeee eluates Irora
apparatus extinct showed ORAC values higher ihan fiaient
fiactton In eiuates û un gnoada and digeVne ùact on h
ifoulu 2 shw&sa ORAC v^lue^ Lighet vha« paient fi ac-
tions. Cotnpansun between eluates- shewed that the best
ORAC tesponse A as obtained mth eliutes 2 and \ with
the excepiion obseived tin cluate #1 oi
apparatus

Fot«î phot o s tt. sii«stple> ' aued fa om 22.5 t « 21M) < ig
oi gallic aCid equ»« ak* :»/HH)g dvv depeiuimg on tissue>
ard evtiat.ts <ïni«\cd (Tahk 1/ Di^estne ti«ct showed
'he Holiest 'eveîuf Co'af jiuenols whe i ci»i->ideun|; acewia-
uik-nt s l u t t o n s a<;d Ah\\ acerak* attracts, «rhil" the
1 igi'esf Iç-vd vas oiituiii^d hnrn i nu r e s «,£»d jespuatoiv

wrter. cous ucî.'lcr tVutci-rKh ii jctiOsi» ard vv t̂er
lespct-'iveh I/» (MISj \moi"g it at tirais *uû

ace^ouiti t'e-ti.h f laciKHts showed i e highest level
ot total phanoK ici a!l 'oui tussves T'Av ! acetate and uatei
enac t s iiowcd ai intennajidtc tg\cl m total phenol
content whik t!ie So^e^t level wa> geiieialH obtained
tur Adîtr-irch factions An exception *\3s obsei\i.d *oi
jespiutniv t-f>aii.4us i\"ieie tne louest live» ftas obtained
nom ^esteï extract» (/J 0.05! Toy3 phenol coii^eutb oi
^ca U!tu»ïih« ccssue-. iollnwed tadct ^ilei-mcU SdC-
tioife \\Met extracts etftjl acetate extracts - aoetom>
XiÛÇ-ULA } JCtîOHS

Tntal phenols m eluates ot watei-iich iiacUons \aned
fsom 10 5 to 153 5 mg of GAE/100 g, depending on tissues
and duate' nwriKed )Ta'î5e 2) Gejieîallv, tîiese were inoie
conccntruted to»al phenols m eiiwtes1 compaicd tu theu
paient fractions, vvith the ratio eluates/paient haction$
vdivusg hum 10 ïo 5 3 Comp irtso» beincen eluates
showed à geneïal «ncreasc of total phenols as foBowtng*
eluates i ehu/^s 2 eluaies ? llovvevei, o«c excepuon
v\as fouiid a ijiiiscles whcie total phenol content »as \civ
s>itïtïîai be,ween eluates ! I 43 7 } 6 6 ing GAF/IOOg^ ai<d
eSuate-s 2 {H 2 i 7 l) \ig o "

i i /ïi/f anùhh

The aaiount of tola! Puvonoids in saniples varied fioia
2 9 ïo ^9Hmg o* iiain cquivakïrts/iOOg d» {Table 1)

5> E^3 Vf afar rich tecbsiTs

^ ^ 3 Cbirtoîâ

Fig, 2 OR.VC .«lue*oleUuieii»bum«I Iiwm -asl-J-pî^. «s evir<.E«« isf
vv iei-n<-h h tût it», uaii c Jin.rkiit .cri/i'tttt»Mt «t îl>«.M> \U d*u

<cnt tlie -iLiidt. I itevH-tip t oi v>'«.h tL.L> posnt Vftzr:-» >UI] in e<x̂ h
*ak i i ficieat kttei-. {<- J u l Sit -.lurnfic-Jitl » ,f t (05 i f« r « A !

1-3 »6S» sbl «i <lt lift MtsKenU r tiu, 10 ft* 40 641 «jt/l

Table J
TeteJ ptettols img^IOO |; of «try weiglttf ta «siracat* sad ffiictto&s obtïitKd

dîgestlws ïfset, gtsaisct*, tsuâcks and rBspiiatefif appâMttK ef C
Bsiiig separated aad

CffâftâéS D. tmci* Muscles it.
ftîlCtfctBSi

Mî xgtf éxin/vtwm
A�teaitrite- 130.2 ± 22.7 236.0 ±- «.3 i 94.1 ± 32.0 2», I ± 33,7

rich

22.5 ±-4.0 30J±4!
ffsetiotts

Separated vxlr
Ethyl acetate

«rs.tri.t-B
Water

84.4 i. 12.3 17T.6±â4.3 ».6± 13,4 ?S.S± 10J

85.2 ± 14.1 «,.»±.1.2.7 Sïi.SA-ff.2 26.î±4.2

* D a i «Hpr«is«l as gallic icit
ts D . ttact, diuifcîii^ rritei.
f R. qspttratus,

nsesn ± SD ÇH= 3).
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T j i b :
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r ^ p i r - l u n ' p p rjtIxi-> < i .." / ^ j * > J u>u <� i i l t u v r t p t o p i r i i t p , » E > o h v n u

rii IL.- ' R .prvi-Uii '

t »<i *>�* 4 Î '22 )!

"5 h t 111 7 22 51 2 J
id "I

-T'l

-*�> " i A t> 2 ^

4 1 2 1 " J J 2 J
I. i 82 41 2)
7 i 8 ï {4Î2I
_ h V) ~i *4 2[

D.Utf ipf tsxsi s citiu a d «4111 > l . u ! it.v-it i **D i T< L 1 ph^iipl <.< nUr I . �>! w-ixrri*l ir ^tu rto(«.< J i
n t h f r^t iom u irnj t t *l -^^ 1 � t ut) 2 � v i t-H

1 R . ».tti>«

it ïs*<-ti m p itt tlit
ttdnfrt TT \ »

Gotiads showed die highest level of ftamnotds vhen
coiiisideang waters ich and acefonitiile-nch fraction'»
ip � 0 05} The highest level was obtdûned BS-S dige t̂î c tiact
when constdeting water eibitcts jnd, ttt muscles ^ dtgev
tive tiau when consideiing eihjl aceutt* evtraets Flavo»
«did contents m acetoiiïtiiltMsch fi actions and vvatci
eKlraCiS were geneialh camparabls, Ixsmg highci than the
ones in ethsl acetate eKtiacte jnd vvatei-nch fiactto»s
I/;- 0.05). IIutte\er. a lemaikdhij highei content uf total
flavonotdis was found tn acetuuiui'e-iich fiavt'ons Jf 59 R
J 6.3 mg of RE/lOOgt compaied to watei cvtractb (S 1 i
1.6 mg of RP/100 g) for tonad ligues [p 0.01 S. The o%ei-

TMiî
Tot^l fUuiwrfi (jng/iCiflc rt «irv u.«uj!hti in sj\tTtut>

of C

Evfcr .UsrtrM.tMtL-1

WUtef-twh Erâtuctw

StparultJ u i r j '«as
Ftfcyl acettfe

Goi^tis

4.0 ± a*

6.2 ± 1.0

8.1 ± 1.3

O ttwE *

44.1 ± S.2

2J±e.6

10.0 ±1.9

44.8 ± 6 J

3.3 ±a«

R
<,ppamti,c

3.2 i 0.7

4.2 ± 0.9

lï.7±1.5

nïïitt etfui«»lenf, I S I B i SD (w ss S).

tract-
R, Ap|\,ir4itss,

all rank order for total liavoaoMs of the (bar tissues is
given by the order water-rich fractions < eflsyl acetate
extracts < watier extracts w acetonitiiie-rich fractions.

Total iavoBoids ia eluates of water-siçSi traçtïo�
showed a high variability from 0.87 to 33.09 ing of RE/
100 g (Table 4), Some el «ales contained a much higher eoa-
centration of flavoBoids than their parent &actioas, with
eluaies/paiait &accic«E ratio varying from 0.22 to 10.31.
In goïMsds and digestive tract, eloates 2 and 3 showed total
fiavoijoids contents Mgber ûtau pa�nt fractions (j* < 0.05).
In mascks and respiratory apparatus, etaates 3 showed
total flavonoids higher than parent fractions (p<QM5),
Eluates 1 and 2 front muscles showed total fevonoids sim-
ilar to and higher than parent fractions, respectively. Com-
parisons between eluates showed the geeerai foïowïag
pattern: eluates 1 wduates 2 <eluate 3-

3.4. ORAC tmtm$ w. ph&uMc compounds

Correlations between ORAC values of tte wbote of frac-
tions aad extracts aod their content in total phenols and
iavonoids are given in Fig. 3. ORAC values did not signifi-
cantly correlate with total phenol contents {/=0.I3,
p=f)A7, n~W), but total fiavonoids and OEÂC values
showed a sifHtficaM corrélation (^ = 0.729, p < 0,01,
« = 16), When analyzing data by individual tissue» and
organs significant correlations existed between ORAC val-
ues ana total phenols for goimçte (r � 0.79, p = 0.047) and
muscles {r* = 0.92, p = 0.042), bat not for digestive ttacl
and respiratory apparatus. Total Savoaoidsand ORAC val-
ues showed significant correlations tor all fractions of thesea

Toia Ça
rtiipifsu

Elt^ito1"

P

3

u [ttud, (JKJ-V E((0 u <rf drj (tttehlj- m filtLsl» t bL.» ctî fit m M. 1 Mi-pli.1

rx jppatt ia> <t C w «wfi>K* u^ ni; tliffic.nl propi ritt<n<i «�! �< h t n l \

&s isJv D tiisaL

0?;7 4 0 t 1 97} 221 i^Si2'
10 54 i _7i397( 737 } U{2<
n [ 5 i ! f i | 3 J 7 ) iXBSi^H: 1

w ex With») n

Mi
M|
M!

tifw itt-fi'Jh

5 0̂ »

it 9i

+ î 5 n 32i
h n 7 n '2j

R.. àipparacBs'1

3,41 ±0,7(3-21)
1,37 ±0,3(3,21)

33,0? ± 5,7 |3.2i)

corvtetitriiti«!is of *k«m
mi tt e*)tm<sle t,

f-\ abutntsl frwu
v «iWr K

D. tiwt, (figes tive
R.

SD ft ~
tte nuit i»

< f w > 4t* at §.0S% TR4
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r tg, 3, RUOIOKE .hip bU'*»X'n OR
<inJ llwir tOiitenl in ;

«\f«ns%<l * ruj! tif (stlli

reptBi«iit Uat^ï rsj!t>;>,«
IS Jttt: of

\C Vilt.

tUUll Cl

E ^ rf J IU

iîs Top
citr<K.L> irai

p> Pel -1J til

< Bk/tli itt p u
'IflO y dn Si

ft .Jittt/iti

ul T«E« 1

�AvX httOi

cocutnber (r1 = 0.67 - 0,85»/» < 0-05; « = 4 for each tissue).
Finally, no significant coirdation was found between ORÀC
values of daatesof water-rich fractions and their content in
total phenolsCr2 = 0-03;,p > 0,05.; n � 12, forthefour tissues)
and total, flavonokîs if = 0,003; p > 0,03; tt = 12).

4

The detailed. «tud> heac oa C /?«!&&>« ««.sues and
irgans >% a ftct to tepoit a qudntttative evaluation of the

prDpeities of >ej cucuuibei j\uaLl>> T!MS
ictdscai ^cis\ïtv sleeping oi sea cucunibcr

ts pait of our reseaivh ziïoii to explore (he {x>ten~
tial health beiïdït of echinotlenuj» t>t St
Tte tmttal objective w,as to obîaia
ratable OR4C \aJaft that «tight ma l the nnes pie\iot:sl>
observed ft cm imtui4] etîracis lioju plants 411 ( >RAC val-
ue» «hseived for <"* Jiamimu {140-SlH> ^unol t i TF/g^ aie

compared to \er\ sirong natuial auti-
fuctions ohtaffled iiom giape ieeds t I2CMK) funol

>f TE/gi and grape skin 415«00 jtmol of TE/g) {Ou et a l .
20011, o! *iora mal'ctnal plant ? e a \ « {16000 s.miol oi T t /
gj CDot>tittgue/ et a l , 2005) Ho^e^et, mest e vu aits and

o imitable *n oi
srg t!
tunjs

t.* TE/
125
ai, ard

o i

sejd!î\

showed UK Af \j i
jeported >J t5<e «îeu'tuic 'm st*ves J! naiura! Ii JC-

hot k pla it putïea aK. tHvIudii.g incdicinal
ofTr. 'g) a ad iiila>(>jv 2tfili> fib 800 ,tiuol
iig &. \ \ a ' ^ , 2i»Uj diitd tomesublc (30

j .aid fjv-sh fruits (20 W^)pmoï of TE/
( ̂ li 2^tl jimol of TE,'g) (Wuei ai, 2W!Ij
Atd! pnipeatcs ot nattial cwHacts aie

affîïbucd to tedox tcj^lsnits Atth soreu. b,upsod-
piescia m csiiatts tintablv pE*e«olit compounds

g Havottiiuis. «.i titm/aaM^ OÏ «.rnthoc\<iu»dti&
îcSdt <&. PI.OI 200], Pi ,>t et ,4 , |y)S) Tlse,. com-
s may atî ^s rapid donauns ai a hvdrogen atom to
l radical! befme thclattei tcact v.tfh biologic a I inol-
oi, fluoiescein ÏOJ ORA.C a,vii.s Tlivif piesoisce m

( J amena tiques » js c\j)ecîed biXdUse iîiese aatuul m«J-
ai*, tdatneh easj- "o a*">«nulate (Br( vo, 1998; Kara-
2 W ) and mam tiitid ^UUJSS of l%s su^penst* oi nus,

une»tehîi-îe aie phvtoplanktOn and païticie%
deuwdfiotn degiadmg puune mucio-dgae, udv an plteno-
bc cnmpoundN Testai plienol and total flavotjoid contents
»n tnariïie jigae ntight leach up to 20'<� and 12' of diy
mass, itspectiv^v (Ltni. Cheung, Ooi, & An^, 2CHJ2, Van
ASstyne, MtCarthy, Hustedd, & Dugginv. 1999; Yoshie-
S*aik. ihieîi. AL Su/uki, 2(fOU Lî\ek oi t^tal phenob
and fla\onuids fiiim sea wmumbei Jissiïes aïe icpoited
foi the fust time tn tits study Coni.'eiitidLous oî>sei%ed
us C jumdoMi ex u acts die >.onsistenth lowei wo
to thnse gcnciaih observed HI exisacis fmm plant!»
f u then hsgh anuovtudii): piopeitiev HoAcvei, their iange
ia total phenols M^ 2% ing o r OAE/100g) is
values, ubser%ed in aiUfpeio\.>l ladcal plant cxtiacts
low phenolic contend int.iudin^ thosa of some comestible
hurts t59-262mg'lOOgj, vea?tables (24-24-1 nig/100g|
and nuts (68 2T4 tng/lPO gj (Tom & Savage, 200b Wu
et a l , 2004) Lsk«.»is^, tteu coûtent of tola! davonoid*
{1 fiOni^JOflg) appiajt.Led I"M exceeded \alues obser%ed
in plants with low content of flavouodi including some
hurts (Ht- 96mg/100gj iksm, Chan Kin, Moon, & Lee,
2003, Kun, 2004, Lu\imon-Ramma Bahomn, & Crosier.
2tK> )̂ and vegetables (21 -94 rag/tOOgi {LuMmon-Ramira
et J ' . 2003^ "

A good couclattoa eiis^d buween the OR AC values
*ad total phenols n> gonads and muvrlct, but an appai^ni
lowcf cotilt*butKin o j tutal phenols i-i digestive tract and
se^p'satorv jppjiiîLS Tins apparaît disaepanq- iragîii
be «he i«»ii!t oi a signih<.ant diffaesice m phenolic const>t'
uents between tissues Pieuous studies tepiMted that cttn-
t ibuton of it'dsv dual phenols to anti-{)eiovvl «adicais
vaneii among chenut-al spciits> and depends upon tltea con-
centtation (/heng & Wang, 20f)Hî When e\aixiimng the
leiationslisp between total flavofoids and ORAC values
we observai a hghlj <>i>!ntncant cturelation of ftss sul>-
group of pheiink with ditti-peioxvi tadical aciivinei This
result shows dut sea cucumber extracts present some sim-
tlamties m then arti-peioxjl i-jdical actnittes with plasrt

sho^ng a probable high contribution of flavo-
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in the iedr<x i c a c t u s I his coiiJ.di.ixi also suggest
i >utiopg pheuo*K const UM\KS pie z it «i C j»
s, fiavooitids cOiUnlmtcd a .iu toi pa t to a

jadic.il activities obsened in digestive ûdet a.id
appaiatui cvtiactt As vvef, fhev s«m t» i cavnbutc e\teti~

to t!w iedo\ activity m cvi<?c»s a*u ft action's im.n
a?d mu-c'es, but a sign i^art conuibutton fiom

othei jihenxls .s jJs<* evpected bet u use flavo i< >* is neasuted
tn C ^(«t/ywesujets icuieseiited 11 average <ev, îKm 2t)'
«)} total pheno*s The picserce oi ea».\ ass.niJ.iied juunu-
dant phenols like aitthm.vanu)<, ai.Uiocydiudi.is tannins
and otheis- t» the food suuices ol C ftondma suggests »'#»
potential oeem tente vuiitin its tissue^

So'id-phdse *.\tiattion fSPEj technique was u^ed m an
aitanpt to lacua^e ihi- aiitioxid.*nv^ pouacv of vvjici-n^H
fiucuons tiuc gcacraC> sl'owcd Io^ OR\CA \aluei TStiS
technique « iseîtil to discjjd ome watci -soluble and
nnn-unuoxidUuv^ uinsmuen*-» thai nught e\en a Uiiuaon
effect lowenng weight based OR AC ^diues Havwrver, -.orne
auti-peioxyl radical cnastitLeiits could tie lost m vtashing
soif eut 01 tctained M ithin SPF tulunin du* usg elutton steps
^Kahknnen. Hopia, $, Ilesioucn, 2001. Zheng &, Wa<tg
_003> In ÏÙO--4 of our eluaîes. the teialtve cooceiitiation
of total phenols met cased complied to thetr paient fiac-
tious. Tlis ic-ittk suggests a significant ieistu\al M some
walct-solubîe constitueots like salt, si%«s, a«icoi*m. acid,
glutathtone, peptides, and crthct H atcr-solubfc compounds
dunng SPE piocess that have Mîle antitvudant
Yellow to reudtsh color oi the v>& b>ng eîuates
dunng SPE piotxss suggests the remmal ofsutne *au.»-
soluble pigments Theie IVAS pjcbabh a loss of i!avonuid
conuttuents sa washing ciuaie? since tou! flavonotds i«
some eluates ie«nas«ed stable 03 deceased aftei SPF »ieat-
ment (Tables 1 and 2) rma ' h , Jesuits obtained flora tnr-
1 elation atul>SES suggest a telatne M«ciease of the
piesence of some othei watci-soluble anti-peiox.%1
coïîstituesits kiiawtng SPE In fact, tt&thei total
not total flavonoids piesent m Ûwse eluates seem to con-
tnbutL stgiijficainiJv to tlie respons*.* of ORAC afea><s la
light of these lesulis, improving ORAC \aiues b> xaaatg
SPE is possibly hut fauhet studies aie needed to learn
inoxe dbotM Ihe changes in anti^pei owl 1 adval con^ituenK
during successive clution steps

Oui results come in suppoit to lise anuoxidant potential
pre» k>us]> obsened sn C«IOH»C flu d nf thiee <«̂ i cua»mher
species collected ihim cvtsta! wateis of Teiengganu,
Maliistd <TIawa et al , 1999) Cs loimc fluid ft echavv
detnis slHAvsa chemical tcmafosilioa close *o scauatci sur-
rounding the animal and a ntenl» anto^faoevtes dt.voted to
the lntmune dden e svsteia ot 'he aiumal Authut>
observed an important actnii\ nf emina t tc aooo\ida«Ls
(supeioxide dismatase �5 9 10 H /g p io tc i ) ard It v.
to moderate scavei ging aanitv ut DPPI1 fy 52' j Ttas
diiti^Aidatfve potaiaai cA sea cututnbei cilnmic fluid
comes in support to ib beiievetl htfaith benefit h\ Asian
pvople and 5Uggc&t' its usefulness in pit.ventaiig o\idatio»t
oi vital bn «wlaules As obsei veil Uom our stud}, the edi-

ble fuit oi ( fHtth'os Hmt^tles, :tu«al% expoited to \ >aa
«�u'iLît) oiuîil a'io ii.mMje i«> t
iint*-t.v-to\ I idiLcal pïfi»etïîM(î

g î a e îi.tti and ics^udtoiv ap^atattji showed
bîe aiHs-j.iei o\v 11 adivaï a«.taMties suggesting tltù itmde-
di:ii»uidaiit pMtehMal >i < Jtotxlaut été a

3 t«s ^<i<t ^ da jdditinnal \ouice o
cants bi i.ujnd»! dct

5. f one faisions

Result, fjnitt this stud» show that tissues nf i funehui
contain natuiai bi^rtndt«.w» ab'e tn picven: oudau^c reao
isosis ft<"ita»l> the ones in t ated hv pcin\vl îadiCdl"? Active
etuac's exanuised neic nuoht c\ii.bit t>eiiehciai eflLcis in
picvennon *4 pahw satuiated iativ acids oxidation aid
'Aie al'eiabuii oi nnokigtcai tieinbidnes oUen 'inked with
«usneious seveie ûs*d,v>, \ nong the ajm-pero\>l
bsopioducts, n<t\o*.oids ate <-.i<ggesteU to be niaini
siHe 1 if obseived activities but <t significant cuntubution uf
otf<i.r phenolic ci»ïipoua& it expected Flutter, ic^Jïch 1%
acedia to jdenblv and c3taractet>.e chemicals contnbutmg
in antioKidant piopeiues oi the cxtiacts

Tli-s 4ud> hut\ h?v»H supported bv. the Canadiiiti Research
hinds TQRNÏ-AcltotK concertées and Quebec government
paitners. Authois Utank Ouisint Notdiques ïnc of Baie-
Cnmeau. iQue'>&., Canada; oi piovidittg sea cucumbers
Ih 1-» a tontrihutuost of Quebec-Ocean netw.^ik
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CONCLUSION

Avec la popularité croissante des thérapies alternatives et de la nutraceutique, les antioxydants attirent

aujourd'hui l'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 phénomènes d'oxydo-réduction et une multitude de pathologies (ex. : cancer et maladies

inflammatoires) sont mises en évidence et suggèrent la possibilité d'intervenir par l'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 à la fois de déceler des potentiels de chélation aussi bien que des

potentiels de scavengers en plus de permettre un aperçu 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 intérêt particulier du fait que le test ORAC, un des tests les

plus largement utilisés, en est incapable. De plus, cette même méthode originale s'est avérée adéquate pour

étudier l'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 espèces de conifères affichent des patrons

d'activité antioxydante différents d'une espèce à l'autre. Ainsi, le premier objectif a été 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 l'évaluation du potentiel antioxydant de conifères de la forêt boréale (Chapitre 3),

l'objectif a aussi été atteint. Le potentiel antioxydant des écorces de toutes les espèces étudiées (pins gris,

blanc et rouge, épinette noire et blanche, sapin baumier et mélèze laricin) s'est avéré aussi prometteur que

ceux rapportés dans la littérature pour d'autres espèces issues des mêmes genres. De plus, notre méthode n'a

révélé aucune toxicité considérable. Chaque espèce a offert des rendements élevés d'extraction de composés

phénoliques et présente des potentiels antioxydants prometteurs lorsque comparés à ceux obtenus de substrats

alimentaires.

Parmi les espèces de conifères étudiées, seul le sapin baumier a déjà été rapporté comme étant

antioxydant. Par contre, le substrat d'extraction rapporté dans la littérature pour cette espèce était le bois de

n�ud. Ainsi, les résultats présentés au chapitre 3 constituent à notre connaissance la première étude du

potentiel antioxydant des écorces des espèces précitées.

Le troisième objectif de ce projet de maîtrise consistait à évaluer le potentiel antioxydant de diverses

sources animales. Le chapitre 4 rapporte les résultats issus de l'analyse du concombre de mer (Cucumaria

frondosa) récoltés à Baie-Comeau dans l'estuaire du Saint-Laurent. Les résultats obtenus supportent ceux

publiés dans la littérature pour d'autres espèces de concombre de mer de Malaisie dont l'activité antioxydante

a été étudiée (Hawa et al. 1999). C'est-à-dire que les potentiels antioxydants observés se situent entre ceux

mesurés avec les écorces de conifères, dont les extraits sont très 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 flavonoïdiques sont principalement

responsables de l'activité antioxydante mesurée. En effet, la composition flavonoïdique 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 à l'acétate d'éthyle, ainsi qu'avec

les extraits de gonades, muscles et appareils respiratoires issus d'une extraction mixte à l'acétonitrile et à

l'acide trifluoroacétique.
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Avancement du projet et perspectives

II 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 à large spectre de sensibilité, elle demeure

insuffisante pour la caractérisation complète des potentiels antioxydants qu'elle est en mesure de révéler.

Ainsi, il importe dans un futur plus ou moins rapproché de complementer cette méthode avec d'autres tests

(in vitro ou ex vivo) spécifiques à 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 révèle un potentiel antioxydant. Comme la

méthode se prête davantage à la mise en évidence des potentiels sans les caractériser ou les définir, il faudra

ultimement la compléter par l'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

conifères de la forêt 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 espèces de conifères sont déjà l'objet d'exploitation par l'industrie forestière laissant de côté les écorces,

entre autres, comme des déchets. Ainsi, le substrat d'extraction est déjà disponible en quantités importantes et

pourrait à son tour être l'objet de valorisation.

Outre les conifères, plusieurs espèces végétales ont été étudiées pour leurs propriétés antioxydantes dans

le cadre de ce projet de maîtrise. Plusieurs extractions de plusieurs composantes anatomiques de diverses

espèces 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 même espèce 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 l'étude du concombre de mer. Comme l'objectif de départ

était d'évaluer le potentiel antioxydant de plusieurs espèces d'échinodermes, d'autres travaux ont aussi été

réalisés sur l'oursin vert (Strongilocentrotus droebachensis) et ont révélé des potentiels antioxydants du
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même 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 déjà consommées. Ainsi, la mise en évidence de

propriétés antioxydantes dans les tissus de l'oursin vert pourrait ultimement déboucher vers une exploitation

plus marquée de cette espèce puisqu'elle est au départ considérée comme une nuisance.
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