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RESUME

Introduction. Les effets bénéfiques des antioxydants sur la santé humaine ont été largement
démontrés. Aussi, des tests évaluant la capacité antioxydante du sang ont été développés.
Objectifs. Mesurer I’activité antioxydante du sang par piégeage du radical libre ABTS* sur
des échantillons de sang total, de globules rouges, de plasma et de sérum. Ainsi, déterminer
la fraction du sang qui présente un maximum d’activité antioxydante et qui est la plus adaptée
a cette méthode d’évaluation par transfert d’¢électron Patients et méthodes. Cing échantillons
de sang ont été prélevés sur les auteurs de la publication dont I’4ge moyen était de 35 ans.
L’activité antiradicalaire a été déterminée par spectrophotométrie UV : Spectrophotometre V-
200 (BOECO, Germany). La lecture de la densité optique a été faite a 734 nm, longueur
d’onde d’absorption maximale du cation radicalaire ABTS+. Résultats. Les échantillons
cellulaires présentaient une activité anti radicalaire (AAR %) plus grande (sang total : 94,40
+ 0,97 ; culot globulaire : 79,14 + 3,02) que celles du plasma (76,54 + 1,92) ou du sérum
(72,10 + 1,71). L’AAR du sang total était supérieur de 18% a celle du plasma et de 22% &
celle du sérum. La dilution des échantillons cellulaires représente une situation de stress
cellulaire aux fortes dilutions (p=0,008 et p=0,014) rendant erronée la mesure de la capacité
antioxydante du sang total. L’ AAR du plasma était 5 a 8% supérieure a celle du sérum. Enfin,
’activité antioxydante du plasma (76,25 + 2,88) et du sérum (70,07 + 2,02) restait inchangée
méme apres 7 jours au réfrigérateur. Conclusion. Nous pouvons dire que le plasma et le sérum
restent les composantes du sang les plus stables et les mieux adaptés pour mesurer la capacité
antioxydante totale du sang par piégeage du radical libre ABTS*, avec un léger avantage pour
le plasma.

ABSTRACT

Background. The beneficial effects of antioxidants on human health have been widely
demonstrated. Also, tests evaluating the antioxidant capacity of the blood have been
developed. Our aim was to measure the antioxidant activity of the blood by trapping the
ABTS" free radical on samples of whole blood, red blood cells, plasma and serum. Thus,
determine the fraction of the blood which presents a maximum of antioxidant activity and
which is the most adapted to this method of evaluation by electron transfer Methods. Five
blood samples were taken from the authors of the publication whose average age was 35 years.
The anti-radical activity was determined by UV spectrophotometry: Spectrophotometer V-
200 (BOECO, Germany). The reading of the optical density was made at 734 nm, wavelength
of maximum absorption of the radical cation ABTS+. Results. The cell samples showed a
greater antiradical activity (AAR%) (whole blood: 94.40 + 0.97; red blood cells: 79.14 + 3.02)
than those of the plasma (76.54 £ 1.92 ) or serum (72.10 £ 1.71). The AAR of whole blood
was about 18% higher than that of plasma and about 22% higher than that of serum. The
dilution of cell samples represents a situation of cell stress at high dilutions (p=0.008 and
p=0.014) making the measurement of the antioxidant capacity of whole blood erroneous.
Plasma AAR was 5-8% higher than serum AAR. Finally, the antioxidant activity of plasma
(76.25 £ 2.88) and serum (70.07 + 2.02) remained unchanged even after 7 days in the
refrigerator. Conclusion. Plasma and serum remain the most stable and best suited blood
components to measure the total antioxidant capacity of blood by ABTS* free radical
scavenging, with a slight advantage for plasma.
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INTRODUCTION

Dans les systémes biologiques, la production d’especes
réactives de 1’oxygene (Reactives Oxygen Spicies : ROS,
en anglais) est contrebalancée par les systémes
antioxydants tels que 1’a-tocophérol, ’acide ascorbique, et
des enzymes dont les plus représentatives sont la catalase,
la famille des superoxydes dismutases, la glutathion
peroxydase,la glutathion réductase [1-5]. Cet équilibre est
rompu dans certaines conditions telles qu’une
augmentation de la production des formes activées de
I’oxygene (exposition a des concentrations élevées en Oo,
infection bactérienne, etc.) ou une diminution de ’efficacité
des systemes antioxydants [5].0n observe alors une
augmentation des concentrations intracellulaires des ROS
responsables du stress oxydant [6-8]. Chez 1’étre humain,
les dommages oxydatifs que subissent I’ADN, les lipides et
des protéines sont associés a certaines maladies chroniques
telles que les maladies cardiovasculaires [9], certains
cancers [10], le diabéte [11], les maladies inflammatoires,
la  maladie d’Alzheimer et d’autres maladies
neurodégénératives [12], ainsi qu’au processus de
vieillissement [5]. C’est pourquoi, une grande partie de la
recherche scientifique est orientée vers les effets bénéfiques
des antioxydants sur la santé [13].

Plusieurs tests ont été développés pour déterminer la
capacité antioxydante des fluides biologiques comme le
sang, le plasma, le sérum, les urines et la salive [13]. La
capacité anti-oxydante totale du plasma peut ainsi étre mise
en évidence soit en dosant I’activité des enzymes anti-
oxydantes [4; 5; 14; 15] soit en déterminant la concentration
en composeés antioxydants non enzymatiques tels que : les
composés phénoliques totaux, les flavonoides, 1’acide
urique, l'acide ascorbique, I'alpha-tocophérol, le béta-
carotene, le glutathion réduit (GSH), la bilirubine, les
produits de peroxydation lipidiques etc. [14-18]. Ces
méthodes non enzymatiques permettent d’évaluer
indirectement la capacité du plasma humain a réduire les
ions cuivre et a piéger les radicaux hydroxyles [17], ou la
capacité de réduction ferrique du plasma par transfert
d’électrons [19; 20]. Elles permettent également de mettre
en évidence in vitro la capacité des fluides biologiques a
piéger les radicaux libres formés a partir des molécules 1,1-
diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH) [19; 21], et 2,2-
azinobis- (acide 3-éthyl-benzothiazoline-6-sulfonique)
(ABTS) [22]. La méthode par piégeage du radical ABTS a
été tres utilisée pour la détermination de la capacité
antioxydante du sang et du plasma [16; 18; 20-26]. Selon
Fischer et al, la méthode ABTS avec le Troxol comme
antioxydant de référence peut étre utilisée en routine pour
prédire la capacité anti-oxydante du sang, le plasma étant
un meilleur substrat que sérum [16].Cependant, ces auteurs
n’ont pas évalué ’activité anti-radicalaire sur du sang total.
Notre étude avait pour objectif d’évaluer d’une part
’activité anti-oxydante du sang total, du plasma, du sérum
et des globules rouges de cing échantillons de sang afin de
déterminer la fraction du sang qui présente le maximum
d’activité anti-oxydante et qui pourra étre utilisée comme
spécimen lors de la détermination de la capacité anti-
oxydante de I’organisme. D’autre part, nous avons suivi sur
un méme échantillon 1’activité anti-radicalaire en fonction
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de la dilution du sang total, du plasma, du sérum, des
globules rouges lysés et non lysés. L’activité anti-
radicalaire a été mesurée par piégeage du cation radicalaire
de Tl’acide 2,2’-azinobis [3-éthylbenzothiazoline-6-
sulfonique] (ABTS™) selon la méthode mise au point par
Re et al [22] et optimisée par N’negue et al. [27] avec
I’acide gallique comme antioxydant de référence.

MATERIELS ET METHODES

Echantillonnage

Cing échantillons de sang ont été prélevés sur les auteurs de
la publication dont 1’4ge moyen était de 35 ans.

L’ABTS (acide 2,2’-azinobis[3-éthylbenzothiazoline-6-
sulfonique]), I’acide gallique, le persulfate de potassium
(K2S20g) et le dihydrogénophosphaste de sodium hydraté
ont été achetés auprés de Sigma-Adrilch (Saint-Quentin
Fallavier, France). L’eau utilisée a été distillée par
I’équipement du laboratoire « Milli-Q Labo » (Millipore
Japan, Tokyo, Japan). Tous ces produits sont de qualité
pour analyses.

L’activit¢ anti-radicalaire a été déterminée par
spectrophotométrie UV Spectrophotometre  V-200
(BOECO, Germany). La lecture de la densité optique a été
faite @ 734 nm, longueur d’onde d’absorption maximale du
cation radicalaire ABTS™.

Préparation des échantillons de sang

Le sang a été préleve au niveau veineux dans des tubes secs
pour 1’obtention du sérum et des tubes avec anticoagulant
EDTA pour I’obtention du plasma. Tous les tubes ont été
centrifugés a 3000 tours/minute pendant 5 minutes.
Toutefois, pour les tubes secs, un temps préalable de
formation du caillot de 10 min a température ambiante est
nécessaire avant la centrifugation. L’obtention des globules
rouges lysés se fait par dissolution du culot de globules
rouges dans du diméthylsulfoxyde « DMSO ».
Préparation des solutions d’acide
« antioxydant de référence »

L'acide gallique (acide 3,4,5-trihydroxybenzoique) est un
composé organique aromatique, utilisé comme composé
anti-radicalaire de référence. Dix solutions de travail, de
concentrations décroissantes, allant de 0,5 a 5 uM, ont été
préparées par dilution de ’acide gallique dans de 1’eau
distillée.

gallique,

Mesure de Pactivité anti-radicalaire

Le principe du test de mesure de I’activité anti-radicalaire
par la méthode ABTS est basé sur la diminution de
I’absorbance a 734 nm du cation radicalaire ABTS®
(coloration bleu-vert) en présence d’un composé
potentiellement anti-radicalaire qui réduit le radical cation.
La diminution de la forme radicalaire d’ABTS"" entraine
une décoloration de la solution. L’ion radicalaire ABTS""
est obtenu en faisant réagir la molécule d’ABTS (7 mM)
avec le persulfate de potassium (2,45 mM), dans de 1’eau
distillée pendant 16 heures & température ambiante et a
I’abri de la lumiére. La solution d’ABTS" obtenue est
diluée avec du tampon phosphate de sodium (5 mM, pH =
7,4), afin d’obtenir une solution mére ayant une valeur
initiale d’absorbance a 734 nm située entre 0,65 et 0,70. Le
cation radicalaire (ABTS™) est stable pendant plus de
2 jours lorsqu'il est stocké a température ambiante et a I’abri
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de la lumiére. Tous les dosages ont été réalisés trois fois et plasma, comparativement aux propriétés anti-oxydantes de
I’activité anti-radicalaire est calculée selon la formule ci- I’acide gallique (étalon). L’activité anti-radicalaire a été
apreés : activité anti-radicalaire (%) = [1 - (Ar-Ab)/(Ai-Ab)] déterminée par spectrophotométrie UV dans des cuves de
x 100. Avec Ar= activité restante d’ABTS™), Ai= activité 1cm de trajet optique (volume réactionnel de 2 mL). Le
initiale d’ABTS"" et Ab= Activité du blanc. temps d’incubation est de 6 minutes & température
En fait, la réduction du radical cation ABTS"" revient donc ambiante. Les activités anti-radicalaires des plasmas et
a déterminer I’activité anti-radicalaire et au total, les sérums sanguins sont évaluées a JO (jour du prélévement)
propriétés anti-oxydantes du sang total, du sérum et du eta J7 (aprés 7 jours au réfrigérateur).

RESULTATS

Activité anti-radicalaire de I’acide gallique en fonction de la concentration

Le pourcentage d’activité anti-radicalaire augmente linéairement avec la concentration de I’antioxydant de référence : ’acide
gallique (Figure 1). La valeur de 1I’ICso de I’acide gallique déduite de la courbe est de 2,5 uM.
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40

Activité antiradicalaire (%)

20
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Figure 1 : Activité anti-radicalaire en fonction de la concentration de I’acide gallique aprés 6 minutes d’incubation.

La proportion ABTS™" transformée en ABTS+ en présence d’acide gallique est calculée a partir de la variation d’absorbance
4 734 nm mesurée par spectrophotométrie. L’équation de droite est la suivante : y = 20,697x + 3.1442 (R2=0,993) ; n = 3.

Activité anti-radicalaire de différents échantillons de sang total, de plasma et de sérum

Nos résultats (Tableau I) montrent que le pourcentage moyen d’activité anti-radicalaire sur échantillon de sang total est de
94,40 + 0,97. Extrémes de 93,37 et 95,64%.

En ce qui concerne les résultats obtenus sur plasma a JO et J7, nous avons obtenus des résultats d’activité anti-radicalaire de
76,54 + 1,92 et 76,25 + 2,88 %, respectivement. Enfin, les résultats obtenus a partir de sérum, montrent une moyenne de
72,10 + 1,71 % a JO. L’activité anti-radicalaire sérique est de 70,07 + 2,02a J7.

Tableau I : Evaluation de Pactivité anti-radicalaire (AAR) du sang total & JO, du plasma et du sérum a JO et J7; (n=5)

Echantillons (E) El E2 E3 E4 E5 E"g%’re””e
Sang total

% AAR (JO) 95,64 94,61 94,91 93,46 93,37 94,40 = 0,97
Plasma

% AAR (JO) 76,84 75,30 77,28 74,14 79,14 76,54 £1,92
% AAR (J7) 77,62 71,06 79,05 75,31 78,23 76,25 £ 2,88
Sérum

% AAR (JO) 71,09 73,38 71,34 74,38 70,3 72,10+1,71
% AAR (J7) 72,70 69,38 67,93 71,65 68,67 70,07 +2,02

Evolution de P’activité anti-radicalaire de divers prélévements sanguins en fonction de la dilution

D’apreés les résultats obtenus aprés 6 minutes d’incubation, on observe de maniére générale que ’activité anti-radicalaire du
sang total et celle du culot de globules rouges (figure 2) augmente Iégérement avec la dilution, notamment aux fortes
dilutions. En effet, une augmentation d’environ 7 % et 8 % de ’activité anti-radicalaire du sang total a été enregistrée apres
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des dilutions au 1000°™ (p=0,019) et 1500™ (p=0,008). Cette augmentation était d’environ 10 % aprés une dilution au
1500%™ (p=0,014) pour le culot de globules rouges. Enfin, concernant le lysat de globules rouges, nous avons observé un
effondrement initial d’environ 95 % de ’activité anti-radicalaire des globules rouges apreés leur lyse au DMSO. En effet,
apreés action du DMSO, I’activité anti-radicalaire des globules rouges est passée de 80% environ & 3,59%.

120,00
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100,00 94.40 0003 o474 97,10 97,16 98,05
= 87,46 Z 6,28 87,61 88,16 90,38
o 79,14 80,28 81,14
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ox 50% 100x 200x A00x 1000% 1500x Facteur de dilution

Figure 2 : Activité anti-radicalaire en fonction de la dilution d’échantillons cellulaires de sang total et de culots
globulaires avec ou sans DMSO.

La proportion ABTS™ transformée en ABTS+ en présence d’échantillons cellulaires est calculée a partir de la variation
d’absorbance a 734 nm mesurée par spectrophotométrie ; Le test paramétrique T de Student a été appliqué ; n = 2. L’effet
de la dilution est significatif aux fortes dilutions pour tous les échantillons testés. Pour le sang total : 1/400¢, p=0,014 ;
1/1000¢, p=0,019 ; 1/1500¢; p=0,008. Pour les culots de Globules Rouges (GR) : 1/400¢, p=0,042 ; 1/1000¢, p=0,022 ;
1/1500¢ ; p=0,014. Pour les lysats de Globules Rouges (GR_DMSO) : 1/1000¢, p=0,002 ; 1/1500¢ ; p=0,014.

Concernant le plasma, comme pour le sérum (figure 3), nous avons mis en évidence une décroissance graduelle de I’activité
anti-radicalaire qui a atteint son pic de55 % aprés une dilution au 1000°™ (p<0,001).
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Figure 3 : Activité anti-radicalaire en fonction de la dilution de surnageants plasmiques et sériques.

La proportion ABTS™ transformée en ABTS+ en présence d’échantillons cellulaires est calculée a partir de la variation
d’absorbance a 734 nm mesurée par spectrophotométrie ; n = 2. Le test paramétrique T de Student a été appliqué ; n = 2.
L’effet de la dilution est significatif aux faibles et fortes dilutions pour tous les deux types d’échantillons testés. Pour le
plasma : 1/100¢, p=0,009 ; 1/400¢, p=0,001 ; 1/1000¢, p<0,001. Pour le sérum : 1/100¢, p=0,05 ; 1/400° et 1/1000¢, p<0,001.
DISCUSSION diminution de I’absorbance a 734 nm et une décoloration de
la solution. Selon Fischer et al. [16], ce test peut étre
appliqué en routine pour prédire la capacité anti oxydante
totale du sang. Les résultats de ’activité anti oxydante de
I’acide gallique (molécule synthétique fortement anti
oxydante) valident la méthode choisie. En effet, la valeur
de ICsp de I'acide gallique déduite de nos résultats était 2,5
M. Cette valeur est équivalente a celle obtenue par Sadat
et al. [28] et N negue et al. [27], qui ont travaillé dans les
mémes conditions.

L’activité anti-oxydante du sang total, du plasma, du sérum
et des globules rouges lysés et non lysés a été évaluée par
piégeage de radicaux libres par le cation radicalaire ABTS™*
selon la méthode de Re et al. [22] optimisée par N negue et
al. [27] avec l’acide gallique comme antioxydant de
référence. Dans cette méthode, la concentration du cation
radicalaire ABTS"de coloration bleu vert absorbant a 734
nm, diminue en présence d’un composé antioxydant
capable de piéger ledit radical et le réduire en molécule non
radicalaire ABTS. Ce qui aura pour conséquence une
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Les résultats obtenus avec les prélevements « non dilués »
de sang total, de plasma et de sérum (Tableau I) ont montré
que I’activité anti-radicalaire du sang total était supérieure
de 18% environ a celle du plasma et de 22% environ a celle
du sérum. Les activités anti-oxydantes du plasma et du
sérum étaient quasi équivalentes, avec cependant un léger
avantage d’environ 5 % pour le plasma. Ces résultats
confirment la présence de composés antioxydants tant dans
le sang total, que dans le plasma et le sérum tel que décrit
dans la littérature [16; 18; 19; 22].

Le fait que les activités anti-oxydantes du plasma et du
sérum soient inférieures a celle du sang total est attendu.
Nous pouvons 1’expliquer par la présence d’un nombre plus
important de composés a caractére anti-radicalaire contenu
dans les cellules. Ces composés cellulaires sont des
éléments bioactifs protéiques et non protéiques. D’autres
composés non protéiques endogénes et alimentaires a
faibles poids moléculaires tels que 1’acide urique, 1’acide
ascorbique et les flavonoides présents dans le sang total
sont impliqués dans la capacité anti-oxydante total du sang
[29; 30]. A titre d’exemple, il a été rapporté que
I’albumine, principale protéine du plasma contribue
fortement & la capacité anti-oxydante total du plasma
protéiné [29 ; 31]. Fischer et al, ont montré que ’activité
anti-oxydante du plasma sans albumine était inférieure a
celle du plasma protéiné [16]. Ces derniéres données de la
littérature nous permettent de comprendre la différence
trouvée dans nos résultats entre le plasma et le sérum. En
effet, cette différence pourrait étre reliée a la perte
d'antioxydants cellulaires lors de la préparation du plasma
et du sérum. En effet le plasma, correspond au sang total
dans lequel les globules rouges ont été extrait et le sérum
correspond au sang total moins les globules rouges et
certaines protéines de la coagulation telle que le
fibrinogéne.

L’évaluation de D’activité anti-radicalaire des globules
rouges (Figure 2) a montré une activité anti-radicalaire
moyenne de 79,14 % légérement en dega de I’activité anti-
radicalaire moyenne du sang total qui était de 94,40 %.
L’extraction des globules rouges dont le caractére
antioxydant est démontré ici (Figure 2) expliquerait
également 1’activité plus faible du plasma et du sérum par
rapport au sang total. De plus, ces résultats ont montré que
les globules rouges lysés perdaient la presque totalité de
leur pouvoir anti-radicalaire, passant de 79,14% a 3,59%.
Ceci nous permet de dire que les antioxydants anti-radicaux
contenus dans le culot de globules ont été dénaturés et/ou
inactivés lors de I’ajout du DMSO. 1l a été décrit lors des
travaux pionniers que les antioxydants n'agissaient pas
seuls mais en synergie avec d’autres antioxydants en
formant un réseau complexe. Pour exemple, I'ascorbate
peut recycler la vitamine E oxydée et I'ascorbate oxydé peut
étre recyclé par 1’action du glutathion [32; 33]. Ce méme
glutathion qui, dans sa forme réduite (glutathion réduit)
protége les cellules contre I'action toxique des radicaux
libres. Aussi, une destruction du glutathion lors de la lyse
des globules rouges par exemple pourrait donc déstabiliser
le réseau des antioxydants et entrainer une disparition de
’activité anti-oxydante totale du culot de globules rouges.
Par ailleurs, la lyse des globules rouges pourrait avoir
dénaturé et rendu inactives les principales enzymes anti-
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oxydantes des érythrocytes a savoir: la superoxyde
dismutase (SOD), la catalase (CAT), les glutathion
peroxydase et réductase [5].

Les résultats de la figure 3 présentent, apres une légére
augmentation, une diminution dilution-dépendante de
I’activité anti-radicalaire du plasma et du sérum. Pour une
dilution au 400%™ I’activité anti-radicalaire est de 56,70 +
6,3 % pour le plasma et de 46,4 + 3,84% pour le sérum; et
pour une dilution au 1000°™, I’activité anti-radicalaire est
28,91 + 3,57 % pour le plasma et de 22,04 + 3,83% pour le
sérum. Ces résultats montrent que le plasma et le sérum ont
une activité anti-oxydante supérieure a celle de I’acide
gallique « antioxydant de référence ». En effet, les résultats
(Figures 1 et 2) montrent qu’il faut diluer environ 400 fois
le sérum et un peu plus de 400 fois le plasma pour obtenir
un pourcentage d’activité anti-radicalaire équivalent & celui
de I’'ICsp de I’acide gallique (ICso = 2,5 mM). Ces mémes
résultats montrent que le plasma a une activité anti-
oxydante supérieure a celle du sérum, il est donc un
meilleur indicateur de ’activité anti-oxydante totale du
sang comparativement au serum.

Les résultats des figures 2 ont également montré une
augmentation de I’activité anti-oxydante du sang total et
des globules rouges en fonction de la dilution croissante.
Nous pouvons déduire de ces résultats que la dilution
représente bien une situation de stress cellulaire dans
laquelle les échantillons non dilués de sang total et de
globules rouges ont été placés. Ce facteur stress de la
dilution n’est a considérer que pour des dilutions a partir de
1/4008. En effet, pour des dilutions inférieures ou égales a
1/200%, on observe des activités anti-oxydantes
équivalentes a celles des échantillons non dilués. Nous
avons en effet obtenu une activité de 98,05 % du sang total
aprés dilution au 1500°™ contre une activité de 94,40 %
avant dilution ; et une activité de 79,14 % avant dilution et
de 90,38 % apreés dilution au 1500°™ du culot de globules
rouges. Nous noterons que méme aprés dilution au 15008,
I’activité anti-radicalaire du sang total reste supérieure a
celle du culot de globules rouges. Sur des échantillons
contenant des cellules intactes, la dilution déterminerait
donc un biais pouvant étre responsable d’une surestimation
de la capacité anti-oxydante totale mesurée. Surestimation
qui n’a pas été observée avec les échantillons de plasma ou
de sérum. Enfin, nos résultats ont aussi montré que
I’activité anti-radicalaire du plasma et du sérum reste quasi
stable méme apres 7 jours au réfrigérateur (Tableau 1). De
facon générale, nos résultats renforcent ceux d’autres
auteurs qui ont montré que comparativement au sérum, le
plasma serait le meilleur substrat pour la détermination de
I’activité anti-oxydante du sang d’une part et que les
échantillons de plasma conservaient leur activité anti-
oxydante méme aprées 12 mois lorsqu’ils sont stockés a -80
°C [16].

CONCLUSION

La capacité anti-oxydante totale du sang est bien évaluable
par piégeage de radicaux libres du cation radicalaire
ABTS™, La détermination de I’activité anti-radicalaire sur
le sang total autorise une-dilution de celui-ci inférieure ou
égale a 1/200¢. Par ailleurs, le plasma et le sérum restent les
composants du sang adaptés et de manipulation aisée pour
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mesurer la capacité anti-oxydante total du sang, avec un
1éger avantage pour le plasma. L activité anti-radicalaire du
plasma et du sérum est supérieure a celle de I’acide gallique
« antioxydant de référence » et cette activité est conservée
méme aprés sept jours au réfrigérateur.
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