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Résumeé

La présente étude vise a évaluer ’activité antioxydante des différents extraits, 1I’effet
toxique et antidiabétique de 1’extrait brut (EBr) des feuilles de Pistacia atlantica Desf, plante
utilisée comme remedes traditionnels pour le traitement du diabete en Jordanie. Les feuilles
ont été soumises a une extraction et fractionnement pour avoir les différentes extraits : aqueux
(EAq), brut (EBr), éther diéthylique (EEde), acétate d’éthyle (EAe), le n-butanol (END) et de
fraction résiduel aqueuse (EAq*). L’analyse quantitative a montré une présence importante
des polyphénols et des flavonoides dans les feuilles de Pistacia atlantica. L’extrait brut (EBr)
contient 340.58 + 31.83 ug éqgivalent acide gallique (EAG)/mg d’extrait alors que I’EEde)
contient la teneur la plus élevée en polyphénols (967.09 + 47.05 ug EAG/mg d’extrait).
L’évaluation de I’activité antioxydante a révélé, non seulement, un effet piégeur significatif
du radical DPPH, mais aussi une inhibition élevée de 1’oxydation couplée de B-carotene/acide
linoléique (p<0.001), comparativement aux antioxydants standards (acide gallique et BHT).
De plus, I’étude de la toxicité aigué a montré que les feuilles de Pistacia atlantica est non
toxique avec une DLsy égale a 11.380 g/kg du poids corporel. Dans un autre coté, le
traitement de diabéte de typel (induit expérimentalement chez des rats Wistar albinos par une
injection unique de la streptozotocine a raison de 60 mg/kg ) pendant trois semaines avec
I’EBr de dose de 500 mg/kg, 250 mg/kg, et 125 mg/kg a permis d’établir une diminution
remarquable de la glycémie (a dose de 250 mg/kg) accompagnés d’ un maintien de profil
lipidique (cholestérol et triglycérides) et une augmentation modérée de poids corporel par
rapport aux rats témoins normaux, ainsi une diminution non significative de la glycémie pour
les doses de 500 mg/kg et 125 mg/kg. L’ensemble de ces résultats suggerent que 1’effet
antioxydant important des feuilles de Pistacia atlantica Desf, et 1’'usage prolongé comme un
agent antidiabétique peut constituer une ressource naturelle de nouvelle substance utilisée

contre le diabéte associé au stress oxydant.

Mots clés : Pistacia atlantica Desf, diabéte, antioxydants.
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Summary

The current study aims to evaluate the antioxidant activity of the various extracts, as
well as the toxic and antidiabetic effects of the crude extract (EBr) of Pistacia atlantica Desf
leaves, plant used as traditional remedies for diabetes in Jordanie. The leaves were subjected
to extraction and fractionation processes to give the different extracts: aqueous (EAQ), crude
(EBr), diethylic ether (EEde), ethyl acetate (EAe), the n-butanol (ENb), and aqueous fraction
(EAQ*). The quantitative analysis showed a significant presence of polyphenols and
flavonoides in Pistacia atlantica leaves. While, EBr contains 340.58 + 31.83 ug equivalent
gallic acid (EAG)/mg of extract, EEde contains the highest amount of polyphénols (967.09 +
47.05 pg EAG/mg of extract). The evaluation of the antioxydant activity revealed, not only, a
significant scavenging effect of DPPH radical, but also a high inhibition of the coupled
oxidation of B-caroténe/acide linoleic (p<0.001), compared to standard antioxydants (acid
gallic and BHT). Moreover, the study of acute toxicity showed that Pistacia atlantica leavesis
not toxic with a DLsp equal to 11.380 g/kg of the body weight. On the other hand, the
treatment of type ldiabetes (experimentally induced on albino Wistar rats by a single
injection of the streptozotocine at a rate of 60 mg/kg ) for three weeks with EBr of doses 500
mag/kg, 250 mg/kg, and 125 mg/kg showed a remarkable reduction in the glycemia (for dose
of 250 mg/kg) accompanied with maintaining lipidic profile (cholesterol and triglycerides),
and a moderate increase of body weight compared to the normal rats, in addition to a non-
significant reduction in the glycemia for the doses of 500 mg/kg and 125 mg/kg. The obtained
results suggest that the significant antioxydant effect of the leaves of Pistacia atlantica Desf,
and the prolonged use, as an antidiabetic agent, can constitute a natural resource of new

substance used against the diabetes associated with oxidative stress.

Key words: Pistacia atlantica Desf, diabetes, antioxidants.
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Introduction

Le diabete est une maladie considérée par ’OMS comme une épidémie dont la
prévalence a augmenté de fagon trés importante au cours de ces dernieres années.
Actuellement, prés de 285 millions de personnes dans le monde sont atteintes de diabéte
(Lefebvre, 2008) dont 5 millions en Algérie tout diabéte confondu (OMS). C’est une maladie
potentiellement mortelle responsable chaque année dans le monde de prés de 4 millions de
déces.

Il constitue un exemple des maladies associées au stress oxydant. Sa prévalence a
travers le monde, et ses complications s’ajoutent a la nouvelle notion du stress oxydant et
constituent un sujet d’actualité. Il est maintenant admis que des concentrations élevées en
glucose dans les milieux extra et intracellulaires induisent un stress oxydant défini comme un
déséquilibre de la balance entre les pro-oxydants et les antioxydants et qui est considéré
comme le moteur mobilisant des différents facteurs pathologiques vers les complications du
diabéte.

Dans ce contexte plusieurs recherches s’orientent vers les plantes médicinales
considérées comme source énorme de multiples substances phytothérapiques douées
d’activités a la fois antidiabétiques et antioxydantes et qui peuvent étre I’arme permettant de
faire face au stress oxydant et ses dégats au niveau des organes de I’étre vivant.

La présente étude a été réalisée pour évaluer I’effet de certains antioxydants, sur
quelques parameétres du stress oxydant (in vitro) d’une part et d’autre part 1’effet sur le diabete
sucré (in vivo). Nous avons utilisé comme source d’antioxydants, une plante utilisée dans la
médecine traditionnelle Jordanienne selon Hamdan et Afifi (2004) pour le traitement du
diabéte, c’est le pistachier d’Atlas (Pistacia atlantica), trés répandue dans 1’Algérie sous le
nom de "Bétoum". Cette plante n’a été jamais étudiée en Algérie pour traiter cette maladie
raison pour la quelle nous avons fixé les objectifs suivants dans le but de trouver nouveau
agent antidiabétique :

1-Détermination de la teneur en composées phénoliques et de flavonoides de la
plante.

2- Des tests préliminaires concernant son activité antioxydante in vitro.

3- Des tests biologiques nécessaires concernant la toxicité de cette plante et la
détermination de la DLsy.

4- L’étude de son activité antidiabétique in vivo en utilisant un modele animal rendu

diabétique par la streptozotocine.



5- L’évaluation de deux paramétres lipidiques (triglycérides et cholestérol total)

concernant les perturbations du diabéte.
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1. Le diabete sucré

Le diabéte est une maladie chronique qui apparait lorsque le pancréas ne produit pas
suffisamment d’insuline ou que I’organisme n’utilise pas correctement 1’insuline qu’il produit.
L’insuline est une hormone qui régule la concentration de sucre dans le sang.
L’hyperglycémie, ou concentration sanguine élevée de sucre, est un effet fréquent du diabéte
non contr6lé qui conduit avec le temps a des atteintes graves de nombreux systémes
organiques et plus particulierement des nerfs et des vaisseaux sanguins (Kambouche et al.,
2009).

1.1. Classification du diabete sucré

Depuis 1997, une nouvelle classification du diabéte sucré a été proposé par un groupe
d’experts sous la responsabilité de 1’Association Américaine du Diabéte (ADA) remplace
celle élaborée en 1979 par le "National Diabetes Data group” et entérinée en 1980 par ’OMS
(Rodier, 2001).

1.1.1. Le diabéte de type 1

L’ hyperglycémie est due a une carence absolue en insuline, Cette forme de diabéte
comprend les cas attribuables a un processus auto-immun conduisant & la destruction auto-

immune des cellules § des ilots de Langerhans (Boumaza, 2009).
1.1.2. Le diabete de type 2

La carence en insuline est relative et I’hyperglycémie est liée a 1’association, a des
degrés divers, d’une insulinorésistance hépatique et périphérique et d’une insulinopénie
(Boumaza, 2009).

1.1.3. Les diabétes dits ""specifiques"

Ou secondaires a une maladie pancréatique, a une endocrinopathie, iatrogéne ou

encore liés a des anomalies génétiques (Boumaza, 2009).
1.1.4. Le diabete gestationnel

Correspond a un trouble ou a une intolérance au glucose apparaissant entre la 24éme

et la 28¢me semaine de grossesse et disparaissant aprés 1’accouchement (Boumaza, 2009).
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1.2. La regulation de la glycémie

La régulation de la glycémie met en jeu le systeme hormonal, ainsi que plusieurs
organes (foie et pancréas principalement). Cette régulation fait partie des processus de
maintien de I'homéostasie du glucose au sein de l'organisme. L’augmentation de la glycémie
stimule la sécrétion d’insuline par les endocrinocytes béta des ilots pancréatiques. L’insuline
accroit la capacité des tissus insulinodépendants de transporter le glucose a travers leur
membrane plasmique. Une fois a I’intérieur des cellules, le glucose est oxyde pour fournir de
I’énergie ou alors il est converti en glycogene (glycogénogenese) qui est ensuite emmagasiné.
Lorsque la glycémie diminue, le stimulus qui déclenche la libération d’insuline cesse. Un
grand nombre d’hormones sont hyperglycémiantes (le glucagon, les glucocorticoides et
I’adrénaline pour n’en nommer que quelques unes) mais ’insuline est la seule hormone
hypoglycémiante, celle-ci est absolument essentielle a I’utilisation du glucose par les cellules
de I’organisme. Sans insuline, il est a peu prés impossible au glucose de pénétrer dans les

cellules pour fournir de I’énergie (Freychet, 1978).
1.2.1. Le pancreas

Le pancréas est une glande mixte, sa portion endocrine (ilots de Langerhans) ne
constitue qu’environ 1% du poids total (environ 70g chez un homme adulte) de 1’organe chez
les mammiferes adultes. Les ilots endocrine sont disséminés au sein du pancréas exocrine.
Chez I’homme et les autres mammiferes, les ilots comportent quatre types cellulaires, chacun
spécialisé dans la production d’une hormone : A, B, D et F (PP). Les cellules A secrétent le
glucagon et les cellules B I’insuline, tandis que les cellules D secrétent la somatostatine et les

cellules PP quant a elles secrétent le polypeptide pancréatique (Freychet, 1978).

1.2.1.1. L’insuline

L’insuline est composée de 2 chaines peptidiques, une chaine A de 21 acides aminés et
une chaine B de 30 acides aminés. Ces deux chaines sont reliées entre elles par deux ponts

disulfures et un pont disulfure intrachaine dans la chaine A (Figure 1) (Malardé, 2012).



Figure 1. Schéma de la molécule d'insuline (Malardé, 2012).

ALA: alanine; ARG: arginine; ASN: acide aspartique; ASP: asparagine; CYS: cystéine; GLN: glutamine;
GLU: acide glutamique; GLY:: glycine ; HIS histidine ; ILE: isoleucine; LEU: leucine; LYS: lysine; MET:
méthionine; PHE: phénylalanine; PRO: proline; SER: sérine; THR: thréonine; TRP: tryptophane; TYR:
tyrosine; VAL.: valine.

1.3. Impact du stress oxydant sur les cellules B et sur ’action de I’insuline

Le role pathogéne des radicaux libres sur les cellules B a souvent été évoqué car ces
cellules ont des défenses limitées face au stress oxydant (Rigalleau et al., 2007). En effet les
especes réactives de I’oxygeéne perturbe la sécrétion de I’insuline stimulée par le glucose par
la diminution du rapport ATP/ADP intracytosolique, par I’hyperpolarisation anormale de la
membrane mitochondriale et une surexpression du complexe I de la chaine respiratoire se qui
conduit a I’apoptose des cellules B et pourrait expliquer la réduction de la masse des cellules 3
observée dans le DT2 (Guillausseau et al., 2008). Et selon certains auteurs (Bonnefont-
Rousselot, 2004) ces radicaux libres pourrait étre aussi a 1’origine du diabéte de type 1. Il
semble aussi que les radicaux libres produits excessivement et insuffisamment dégradés au

cours du diabéte, participe dans I’instauration et 1’aggravation de I’insulinorésistance par



activation de voies de signalisation qui ménent a I’inhibition de la cascade de signalisation de

I’insuline (Figure 2) (Barquissau et al., 2011).
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Figure 2. Relation entre hyperglycémie et stress oxydant (Bonnefont-Rousselot, 2004).

1.4. Impact de la streptozotocine sur les cellules B

La streptozotocine (ou 2-deoxy-2-(3-methyl-3-nitrosoureido)-D-glucopyranose) est un

antibiotique produit a partir de la souche bactérienne streptomycetes achromogenes. Elle est

utilisée pour induire un diabéte de type 1 ou de type 2, selon les caractéristiques d'injections.

Celles-ci sont réalisées en intra-péritonéale, ou en intraveineuse au niveau de la veine de la

queue. Pour induire un diabete de type 1, une injection unique de 40 a 60 mg/kg de poids est

généralement réalisée (Szkudelski, 2001). Cette dose peut étre supérieure, notamment dans le

cas d'animaux agés, dont la sensibilité a I'effet diabétogene de la streptozotocine est diminuée

(Masiello et al., 1979). Elle peut également étre inférieure, et dans ce cas, l'induction du



diabete se fait par répétition d'injections a faible dose, en faisant intervenir essentiellement
des processus immunitaires (Szkudelski, 2001).

Lorsqu'une seule injection de streptozotocine a forte dose est realisée, celle-ci
s'accumule au niveau du pancréas et entre, via les transporteurs du glucose (GLUT2), dans
les cellules béta, ou elle va causer une alkylation de I'ADN. Les dommages ainsi créés
activent les PARP, étape déterminante dans l'action de la streptozotocine, puisque les PARP
consomment du NAD™ et de I’ATP. La déplétion cytosolique en NAD™ inhibe la synthése de
proinsuline, alors que la déplétion en ATP active la voie de la xanthine oxydase (Ohkuwa et
al., 1995). Par ailleurs, la streptozotocine se comporte comme un donneur de NO, qui inhibe
I'activité de lI'aconitase, perturbe le cycle de Krebs, et donc renforce la déplétion en ATP. De
grandes quantités d'anion superoxyde sont alors produites par la voie de la xanthine oxydase,
aboutissant a la génération de différentes especes réactives, et notamment du peroxynitrite
(produit de la reaction entre lI'anion superoxyde et le NO apporté par la streptozotocine)
(Figure 3) (Matkovics et al., 1997). C'est I'ensemble de ces phénoménes qui va aboutir a la

nécrose des cellules béta.
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Figure 3. Mécanismes d'action de la streptozotocine (Szkudelski, 2001).



Quel que soit le protocole d'injection, les conséquences métaboliques sont similaires.
Les travaux de Kim et ses collaborateurs (2006) montrent une baisse de I’insulinémie et une
élévation de glycemie identiques au bout de trois semaines, que le diabéte ait été induit par
une seule injection de streptozotocine a 80 mg/kg, ou par cing injections successives a 20

mg/kg.
1.5. Les antidiabétiques : de I’efficacité a la toxicité

Généralement, tous ces agents antidiabétiques causent différents effets secondaires qui
varient selon la classe et la génération du medicament (Marles et Farnsworth, 1994).
Précisément, les sulfamides provoquent un état d'hypoglycémie. Cet effet est considéré
comme principal (Dey et al., 2002) a coté de I'hyponatrémie, I'hépatite, les atteintes
hématologiques, I'éventuelle réaction dermatologique (Marles et Farnsworth, 1994) ainsi
qu'un gain de poids di a I'hyperinsulinémie (Dey et al, 2002). A cause de leurs effets
secondaires tres graves, certains Biguanides ont été eliminés du marché. La metformine, le
biguanide le plus commercialisé dans le monde, n'est plus disponible aux Etats Unies car il
provoque des états d'acidose lactique (Marles et Farnsworth, 1994), fatigues, nausées ainsi
qu'une toxicité rénale (Dey et al., 2002).

Similairement, les autres antidiabétiques oraux ne sont pas sans effets secondaires.
L'acarbose, un médicament de la classe des inhibiteurs des alpha-glucosidases présente divers
effets secondaires, principalement : les gaz, le ballonnement et la diarrhée (Dey et al., 2002).
Effectivement, tous les antidiabétiques oraux provoquent des effets secondaires néfastes pour
le patient diabétique, ce qui complique le traitement et accroit la souffrance des malades.

Pour diminuer la souffrance des diabétiques, de nouvelles solutions font I'objet de
recherches, a savoir: la transplantation des llots (Barrou et al., 2004), I'insuline administrée
par voie nasale ou a travers l'oeil, les analogues de l'insuline pouvant étre pris par voie orale et
les agents bloquant les dommages de lI'auto-immunité (Dirckx, 1998).

En paralléle, la recherche de nouvelles substances a partir des plantes attire
actuellement tous les flashes et constitue une étape substantielle dans le développement de

nouveaux médicaments.
1.6. La phytothérapie du diabéte

Depuis longtemps, la phytothérapie du diabéte a pris sa part que ce soit dans la

médecine traditionnelle ou la recherche scientifique. Citons a titre d’exemple quelques plantes
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médicinales traditionnellement utilisées et scientifiquement évaluées pour leur activité
antidiabétique : Zygophyllum cornutum , Centaurea corcubionensis (Chucla, 1987), Juniperus
communis (Sanchez et al., 1993), Trigonella foenum (Shani et al., 1974) et plusieurs d’autres.
Actuellement, avec I’émergence de la notion du stress oxydant qui semble jouer unrdle
primordial dans les complications et les Iésions des organes associées au diabéte (Gupta et al,
2008), les plantes antidiabétiques ont pris un grand intérét comme source énorme
d’antioxydant (Halliwell, 2009). Des études faites sur des plantes médicinales ont révélé leur

effet antidiabétique accompagné de leur effet.

2. Stress oxydant

Depuis quelques années, le monde des sciences biologiques et médicales est envahi
par un nouveau concept, celui du "Stress Oxydant"”, que les chercheurs impliquent dans la
plupart des maladies humaines. Qu'en est-il exactement ? Est-ce une mode ou une réalité, et
dans ce cas, pouvons-nous trouver de nouvelles armes medicamenteuses pour lutter contre ce

phénomeéne ?
2.1. Définition du stress oxydant

Le Stress Oxydant (SO) est actuellement défini comme "un déséquilibre de la balance
entre les prooxydants et les antioxydants en faveur des premiers, conduisant a une
perturbation du contréle et de la signalisation redox des cellules et/ou a des dommages

moléculaires" (Sies et Jones, 2007).
2.2. Le systeme prooxydant

Le systeme prooxydant comprend les espéces réactives de 1’oxygeéne (ERO) et de
I’azote (ERN). Celles-ci sont composees en grande partie de radicaux libres (RL), et de
molécules non-radicalaires mais néanmoins oxydantes, qui comme les RL sont hautement
réactives (Tableau I). Une augmentation de la présence des ERO et ERN est le résultat d’une
augmentation de leur production ou d’une diminution du systéme antioxydant chargé de les

neutraliser (Malardé, 2012).
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2.2.1. Qu’est ce qu’un radical libre ?

L’oxygéne est un élément indispensable a la vie de tous les organismes aérobies, parce
qu‘il permet de produire la majorité de I’énergic chimique en oxydant les substances
organiques dans leurs mitochondrie. Cependant, I’oxygéne peut étre une source d’agression
pour ces organismes qui convertissent une partie de cet élément en métabolites hautement
réactifs elles peuvent étre d’origine endogeéne ou encore exogeéne (Kalam et al., 2012).

Les radicaux libres sont des atomes molécules ou des partis de molécules contenant
un ou plusieurs électrons non appariés dans leur orbite extréme tels que 1’anion superoxyde
(O2%), le radical hydroxyle (OH*), et le monoxyde d’azote (NO*) (Wu et Cederbaum, 2003).
Du fait de leur instabilité chimique, les radicaux libres ont une tendance a revenir vers un état
plus stable en donnant un électron ou en prenant un autre a partir d’une autre molécule. Les
molécules ainsi transformeées deviennent a leur tour des radicaux libres et initient ainsi une
chaine de reaction (Lev et al., 2007).

Par ailleurs, il existe d’autres dérivées oxygénés réactives dont leur toxicité est tres
importante tel que ’oxygéne singlet, 1’ozone, le peroxyde d’hydrogéne, et le peroxynitrite,
qui ne sont pas des radicaux libres, mais peuvent étre des précurseurs des radicaux. De point
de vue terminologique, I’ensemble des radicaux libres et des espéces réactives non
radicalaires est souvent connue sous le nom des espéces réactives de 1’oxygéne ou ERO (Lev

etal., 2007).
2.2.2. Sources d’ERO et ERN

Les ERO et ERN sont produits par un grand nombre de mécanismes tant endogénes
qu’exogenes. Certaines de ces productions sont volontairement programmeées par I’organisme

a des fins de défense ou d’envoie des signaux (Halliwell, 2006).

2.2.2.1. Les sources exogenes

Les sources exogenes sont surtout d’origines physique et chimique provient de
I’exposition aux rayons ionisants (UV, visible, gamma, X, les UV (315-400 nm)), aux métaux
de transition, a I’oxygéne en quantité excessive, a certains médicaments et a la radiolyse de
I’eau. Peuvent étre, aussi d’origine des xénobiotiques prooxydants, cytokines pro
inflammatoires, tabagisme, chémothérapie, champs eélectriques, ozone et les toxiques

environnementaux (Kalam et al., 2012).
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2.2.2.2. Les sources endogénes

Concernant les sources endogénes, le principal précurseur des ERO et ERN, I’anion
superoxyde (O2*), provient de différentes sources cellulaires .Ces principales sources sont la
mitochondrie (chaine de transport des électrons), et différentes enzymes comme la NADPH-
oxydase (NADPHox ou NOX), la xanthine oxydase (XO), les NO-synthases (NOS), la cyclo-
oxygénase et les lipoxygénases, ainsi que les enzymes du réticulum endoplasmique
(cytochrome P450) (Cai et Harrison, 2008). Leur ordre d’importance varie selon le tissu
étudié et les conditions physiologiques ou pathologiques. De part leur nature instable, les
ERO et ERN en exces interagissent avec des molécules cibles comme les protéines, les lipides
et ’ADN, et générent des dommages oxydatifs importants pouvant menacer I’intégrité de

I’organisme.
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Tableau I. ERO et de ERN Principales avec leurs caractéristiques (Devasagayam et al.,

2004).

Especes Réactives dérivées de I'Oxygene (ERO)

Espeéces réactives Symbole Réactivité/Remarques
Anion superoxyde O » Produit dans les mitochondries et le
systeme cardiovasculaire.
] . » Tres réactif, produit lors d'une
Radical hydroxyle OH N
surcharge en fer ou dans des conditions
similaires pour l'organisme.
. > Formé par de nombreuses réactions, il
Peroxyde d'hydrogéne H20; _ _
conduit a des ERO puissants comme le
radical hydroxyle.
» Formé a partir des lipides, des
Radical peroxyle ROO- _ P P
protéines, de I'ADN, des sucres lors des
dommages oxydatifs.
» Réagit avec les métaux de transition
Hydroperoxyde ROOH o o
pour conduire a des especes réactives.
. ) 1 > Trés réactif Formé par la
Oxygeéne singulet 0,

photosensibilisation et des réactions

chimique.

Espéeces Réactives dérivé

es de I'Azote (ERN)

Ozone

Oxyde nitrique

Peroxynitrite

Acide peroxynitreux

Dioxyde de nitrogene

03

NO*

ONOO-

ONOOH
NO;

> polluant atmosphérique, il peut réagir
avec divers composés, conduisant a
I'oxygéne singulet.

» Neurotransmetteur et régulateur de la
pression sanguine, il peut conduire a de
puissants oxydantsdans les situations
pathologiques.

» Trés réactif, formé a partir de I'anion
superoxyde et de I'oxyde nitrique.

> Forme protonée du Peroxynitrite.

> Formé par la pollution atmosphérique.
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2.3. Les systemes antioxydants

L’organisme a développé des systémes de défense trés efficaces contre la production
des RL. Les molécules contrdlant cette production sont désignées par le terme "antioxydant".

Du point de vue biologique, les antioxydants sont toutes substances qui, présentes a
faible concentration par rapport a celle du substrat oxydable, retardent ou inhibent
significativement 1’oxydation de ce substrat (Abuja et Albertini, 2001), Ces systémes peuvent
étre exogeénes ou endogénes et sont réagis synergétiqguement afin de protéger les cellules vis-

a-vis aux ERO (Figure 4).
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Figure 4. Mécanismes d’action des antioxydants (Kalam et al., 2012).

2.3.1. Les antioxydants endogénes

La production physiologique des ERO est contr6lée au sein des cellules par les

systemes de défense enzymatiques et non enzymatiques.

2.3.1.1. Antioxydants enzymatiques

Les principaux enzymes antioxydants impliqués dans la neutralisation des ERO dans
les cellules sont : le superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT) et le glutathion

peroxydase (GPX) (Matés et al., 1999). Ces enzymes forment un systéme de protection tres
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efficace puisqu’ils ont la propriété de pouvoir réaliser un travail de facon permanente et
permettre 1’élimination de 1’anion superoxyde et du peroxyde d’hydrogéne en catalysant les
réactions suivantes :
20, +2H — 590 L H.0,+0,
2H,0, — 2T, 2H,0,+ 0,

2H,0, +2GSH —82X L 2H,0 + GSSG

2.3.1.2. Antioxydants non enzymatiques

L'action protectrice enzymatique est renforcée par celle de différents composés
réducteurs d’origine métabolique. Ces composés antioxydants sont produits dans les cellules
de I’organisme et parmi lesquels on peut citer le glutathion, I’acide lipoique, L-arginine,
ubiquinone, 1’acide urique, la melatonine, la transferrine etc. (Pham-Huy et al., 2008). De tous
ces composés endogenes synthétisés par les cellules, le plus important est sans doute le
glutathion qui protege, non seulement contre les radicaux oxygénés, mais aussi contre les

peroxydes ou le monoxyde d’azote (Favier, 2003).
2.3.2. Les antioxydants exogénes

En plus des substances propres a I’organisme, 1’alimentation et les plantes sont
¢galement d’importantes sources d’antioxydants. L’organisme peut tirer profit de nombreux
antioxydants exogénes naturels présents dans son alimentation (Pham-Huy et al., 2008 ;
Kalam et al., 2012). Bien que non indispensables a la vie, ces substances jouent un role
majeur dans la lutte contre le stress oxydant. Les plus importantes parmi eux sont les
vitamines (E et C), les caroténoides, les polyphénols, les acides gras (oméga-3 et oméga-6)

ainsi que des traces des métaux (sélénium, manganése, et zinc).
Les polyphénols comme des agents antioxydants

Les polyphénols sont des composés que 1’on trouve dans touts les plantes et
renferment plus de 8000 composés naturels dont les flavonoides sont la classe majeure et la
plus importante (Djeridane et al., 2006). Il est connu que la plupart des effets biologiques a
l’origine des flavonoides, tels que [D’activité anti-inflammatoire et anti-tumorale, sont
attribuées en partie aux propriétés anti-oxydantes de ces composés naturels. En effet, ils sont

capables de piéger des radicaux libres, d’inhiber la peroxydation lipidique en réduisant les
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radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles. Ils sont aussi capables de piéger les ions

métalliques, car ils ont des propriétés chélatrices (Niki, 2010).

> Structure et classification des flavonoides

Ils ont une origine biosynthétique commune et par conséquent, possédent tous un
méme squelette de base a quinze atomes de carbones, constitué de deux unités aromatiques;
deux cycles en C6 (A et B), reliés par un hétérocycle en C3 (Figure 5) (Bruneton, 1993).
Structuralement les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules selon le
degré d’oxydation et la nature des substituants portés sur le cycle C ,14 groups différents ont
été identifiés dont six groupes sont particulierement les plus répandus et les mieux
caractérises ; flavones, isoflavones, flavanones, flavanols, flavonols, anthocyanidines (Hein et
al., 2002).

Les composés de chaque classe se distinguent entre eux par le nombre, la position et
la nature des substituants (groupements hydroxyles, méthoxyles et autres.) sur les deux cycles
aromatiques A et B (Hein et al., 2002). Dans les flavonoides au sens strict, le deuxiéeme cycle
benzene (B) se lie a ’hétérocycle (C) en position 2. Lorsque la liaison s’effectue en position
3, les composés résultants sont appelés isoflavonoides. En plus, 1’hétérocycle (C) peut étre
une pyrone (flavone) ou son dihydrodérivé (flavanone). La fixation d’un groupement
hydroxyle (OH) sur le carbone 3 dans les deux cas précédents constitue respectivement les
flavonols et les flavanonols (Birt et al., 2001). A I’état naturel, on trouve trés souvent les
flavonoides sous forme de glycosides. Une ou plusieurs de leurs fonctions hydroxyles sont
alors glycosylés. La partie du flavonoide autre que le sucre est appelée aglycone ou génine,
I’unité glycosidique la plus commune est le glucose mais par fois elle peut étre

glucorhamnose, galactose, arabinose ou rhamnose (Hein et al., 2002).

OH O

Figure 5. Structure générale du noyau des flavonoides (Hein et al., 2002).
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2.4. Stress oxydant et diabete sucré

Il est admis que le stress oxydant résulte d’un déséquilibre entre la génération des
ERO et le potentiel antioxydant de I’organisme. Différentes études ont montré que le diabete
sucré est associé a une augmentation de la production des radicaux libres d’une part, et d’une
diminution du potentiel antioxydant d’une autre part (Werstuck, 2006), ce qui conduit a des
dommages affectant les composants cellulaires tels que les protéines, les lipides, les acides

nucléiques, etc.
3. La toxicité

La toxicologie est une discipline scientifique qui s’occupe des toxiques, de leurs
propriétés, de leur devenir dans 1’organisme, de leur mode d’action, de leur recherche dans
différents milieux et des moyens (préventifs et curatifs) permettant de combattre leur nociviteé.

On dit qu’une substance est toxique lorsque, apres pénétration dans 1’organisme, par
quelque voie que ce soit, a une dose relativement élevée en une ou plusieurs fois tres
rapprochées ou par petites doses longtemps répétées, elle provoque, immédiatement ou a
terme, de fagon passagére ou durable, des troubles d’une ou plusieurs fonctions de
I’organisme pouvant aller jusqu’a leur suppression compléte et amener la mort. Cette
définition permet déja de distinguer des phénomenes de toxicité aigue ou subaigué et des

effets de toxicité a long terme, dite chronique (Alain et al., 2005).
3.1. La toxicité aigué

La toxicité aigué peut se définir comme celle qui provoque la mort ou de tres graves
troubles physiologiques suivant l'absorption par voie transtégumentaire, pulmonaire ou
buccale, en une fois ou en plusieurs répétitions d'une dose assez importante d'un composé
nocif (Ramade, 1979). Leur effet toxique se produit immédiatement ou dans les premiers

jours aprés 1’exposition, habituellement, en moins de deux semaines (LeBlanc, 2010).
3.1.1. La détermination de la dose létale (DL x)

La DLsp est dans sa forme la plus simple la dose d'un composé qui provoque une
mortalité de 50% dans une population d'animaux mis en expeérience. C'est-a-dire ayant recus
une administration unique d'un produit dans des conditions expérimentales bien définies.

Cette détermination est fondée sur I’évaluation des réponses de tout ou rien: mort ou survie
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des animaux. Le protocole expérimental consiste a expérimenter sur 5 a 6 lots de 10 a 20
animaux auxquels sont administrées des doses croissantes de la substance a essayer de
maniere que le pourcentage de mortalit¢ varie entre 0 et 100 %. Ceci parce qu’il est
impossible d’obtenir immédiatement 50 % de morts a partir d’un seul group. (Wallace Hayes,
2008).

On peut determiner la DL50 par deux méthodes de calcul, la Méthode de Dragstedt et
Lang (1957) et la méthode de Karber et Behrens (1935). Ainsi qu'on peut la déterminer par
deux méthodes graphiques qui sont la méthode de Miller et Tainter (1944) et la méthode de
Litchfield et Wilcoxon (1949).

> Méthode de Miller et Tainter

Dans cette méthode, les pourcentages de la mortalité des rats doivent étre convertis en
unités probits, alors que les doses administrées sont exprimées en milligrammes par
kilogrammes du poids corporel (Boussahel, 2011). La DLs est, donc, déterminée a partir de
la courbe de mortalité des rats (en probits) en fonction du logarithme de la dose administree.
La DLsp représente 1’abscisse du point correspondant a 5 unités probits (c’est-a-dire 50% de
mortalité). Pour calculer 1’écartype de la DLso, il suffit de déterminer les doses
correspondantes aux 16% et 84% de mortalité, et de faire soustraire la premiére dose de la

deuxiéme selon I’équation suivante (Boussahel, 2011):

(DL84—DL16)

Approx. SE de laDLsg = 2N

N : Nombre des animaux dans chaque lot.

4. Notion sur la plante et la zone étudié

4.1. Présentation de la zone d’étude : EI Mergueb

La réserve naturelle de Mergueb est un espace assez original des Hautes-Plaines du
centre, qui sont considérées comme des « terres de parcours», elle fait partie de la plaine du
Hodhna et se située a 150 Km au Sud-Est d'Alger. Elle occupe une superficie de 16 481 Ha
42 ares 67 Ca et facilement accessible par route (RN 40, M’sila-Alger et RN 8 Bousaada-

Alger). La réserve se trouve au contact avec quatre ensembles structuraux: les Hautes plaines
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steppiques, I'Atlas saharien, le Bassin du Hodhna et enfin la plate-forme saharienne
(Kaabeche, 2003).

Du point de vue de ses limites géographiques, cette réserve est bordée :

Au Nord, par la RN 40 qui longe I’Oued Laham ; celui-ci se déverse dans la
dépression du Chott EI-Hodhna;

A I’Est par diverses dépressions, notamment la daya et la zone d’épandage des eaux de
Oued El-Guersa;

Au Sud et ’Ouest par une série de reliefs, sans liaison nette entre-eux (Moreau et al,
2005).

Selon Kaabeche (2003) et Berrabah (2013), cette région abrite une assez grande
diversité d’espéces végétales et animales. Cette diversité biologique (floristique) au sein de la
réserve représente 19,1 % de celle de I’ensemble des parcours steppiques d’ Algérie, du Maroc
et de Tunisie. L’inventaire des ressources végétales de la réserve a permis de recenser 211
taxons de spermaphytes de rang d’espéces appartiennent aux 36 familles botaniques
suivantes: Anacardiaceae, Apiaceae, Asclepiadaceae, Asteraceae, Boraginaceae, Brassiceae,
Capparidaceae, Caryophyllaceae, Chenopodiaceae, Cistaceae, Convolvulaceae, Cupressaceae,
Dipsaceae, Euphorbiaceae, Fabaceae, Fumariaceae, Geraniaceae, Iridaceae, Lamiaceae,
Liliaceae, Malvaceae, Papaveraceae, Pinaceae, Plantaginaceae, Plumbaginaceae, Poaceae,
Polygonaceae, Primulaceae, Ranunculaceae, Resedaceae, Rhamnaceae, Rubiaceae,

Scrofulariaceae, Thymelaeaceae, Valerianaceae et Zygophyllaceae.
4.2 .Caractéristique botanique du genre Pistacia

Le genre Pistacia (les Pistachiers) regroupe 9 espéces darbustes appartenant a la
famille des Anacardiaceae et a l'ordre des Sapindales. Les pistachiers sont des arbustes
dioiques quelque soit I'origine Asiatique ou méditerranéenne. Les fleurs sont de couleur plus
ou moins marron et groupées en racemes, elles sont paripennées persistant en hiver, coriaces
et vert sombre. Elles mesurent 20-40 mm de longueur et 8-15 mm de largeur. L’inflorescence
est en grappe spiciforme, dense et courte. Les fruits sont des drupes, de formes globuleuses

rouges puis noir a la maturité trés commune dans toute I'Algérie (Quezel et Santa, 1963).
4.3. L’espéce de Pistacia atlantica Desf.

Le pistachier de I’atlas est encore appelé bétoum en arabe ,iggh en bérbére a été décrit

pour la premiere fois par Desfontaine en 1789,c’est une essence trés ancienne , son fruit
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rencontré depuis le crétacé Moyen (Ait Said, 2011). Elle appartient a la section Butemella et
elle est subdivisé en quatre sous especes: latifolia ,kurdica ,kabulcia et atlantica, cette

derniére est la seule présente en Algérie(Yaaqobi, 2009).
4.3.1. Aire du pistachier de I’ Atlas

D’aprés Zohary (1952, 1987) et Quézel et Médail (2003), cette espéce est commune
dans deux régions de la méditerranée et de 1’irano-touranie. Cependant, Manjauze (1980) et
Ozenda (1983) la qualifie d’endémique de 1’Afrique du nord (Belhadj et al., 2008). Cette
espece forestiere, dite de resquillage, s’accommode a tous les sols, excepté du sable (Yaagobi,
2009). Elle se contente d’une faible pluviométrie de I’ordre de 150 mm et par fois moins
(Benhssaini et Belkhodja, 2004). Elle est essentiellement un arbre de 1’étage bioclimatique
aride et accessoirement de 1’étage semi-aride, il s’étend depuis les iles Canaries a 1’ouest
jusqu’au proche Orient vers I’est (Ait Said, 2011). En Algérie, on les trouve a 1’état de
groupement isolés d’Oran et Ain Sefra a I’ouest jusqu’a la Tunisie a I’est. il est présent aussi
dans I’ Atlas saharien, dans le secteur du Sahara septentrional et dans le Hoggar .1l est associée
dans le proche orient a Quercus Ithaburensis et en Afrique du Nord a Zizuphus lotus (Ait
Said, 2011). Elle se régénére et pousse toujours a l'intérieur du Ziziphus lotus qui constituerait
une bonne protection aux jeunes pousses contre les vents et le paturage. En plus de cela, le sol
ou les feuilles du Z. lotus tombent deviendrait acide et faciliterait la germination des graines
(Figure 6) (Belhadj, 2007).

Figure 6. Nouveau plant a I’intérieur de Zizuphus lotus, (2012).
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4.3.2. Caractéres botaniques du pistachier de I’Atlas

Pistacia atlantica est un arbre a feuilles caduques, pouvant atteindre 15 a 25 m de haut
(Zohary, 1987), ils peuvent atteindre 300 ans (Monjauze, 1968). Ses racines sont tres
pivotantes pouvant atteindre 5 m de profondeur (Monjauze, 1980).

Cependant leurs feuilles sont imparipennées de 3 a 4 paires de folioles (Monjauze,
1980).Elles ont une forme lancéolée a ovoides oblongue (Yaltirik, 1967; Zohary, 1987). Elles
ont environs 8 a 20 cm de longueur (Boulos, 2000), leur pétiole est non ailé et mesure 3 a 5
cm de long (Belhadj, 2007).

Leur floraison débute le moins de février, le plus souvent 2 a 4 semaines avant la
poussée des bourgeons végétatifs (Grundwag, 1976), le fruit est gros comme un pois d’une
taille de 5 a 7 mm de diamétre, il est rougeatre au début puis virant au bleu a maturité a partir
de mois juillet (Alyafi, 1979). Les images de certains caracteres botaniques de cette espece

sont rapportées dans la figure 7.

Figure 7. A: Arbres centenaires; B: Feuille; C: Fruits a différents stades de maturation.
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4.3.3. Facteurs ayant contribué a la dégradation du pistachier de I'Atlas

En Algerie, si la régéneration de l'espéce avait eté protégée depuis longtemps, elle
serait traduite par la constitution de populations plus homogenes, plus nombreuses (Monjauze,
1980) et plus productives. Le déclin du pistachier est di d'abord a des raisons économiques et
a des budgets investis trés limités dans la production, la régenération et I'entretien des
pistacheraies naturelles des dayas. Parmi les facteurs ayant contribué a la dégradation des
pistacheraies on peut citer (Belhadj, 2007):

L'exploitation anarchique des pistachiers comme fourrage et bois de chauffage par les
bergers et la population locale;

Le paturage empéchant la régenération naturelle et le développement des jeunes
pousses.

Mauvais état sanitaire des arbres attaqués par le puceron doré provoquant des cloques
ou des galles au niveau des feuilles (Belhadj, 2008) dans ce cas le Pistachier d’Atlas ¢’est un
hote primaire (Figure 8).

D’autres facteurs tels les ravageurs, les maladies et la sécheresse contribuaient a sa

dégradation (Benhssaini et Belkhodja, 2004).

Figure 8. Galle formée par le rabattement du limbe se pigmentent en rouge progressivement,
Mergueb (2012).
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4.3.4. Position taxonomique de la plante

La classification botanique du pistachier de I’ Atlas est présentée dans le Tableau I1.

Tableau Il. Classification botanique de Pistacia atlantica Desf. (Yaagobi et al., 2009).

Regne Plantae
Embranchement Tracheobionta
Super-division Spermatophyta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Rosidae
Ordre Sapindales
Famille Anacardiaceae
Genre Pistacia
Espéece Pistacia atlantica

4.3.5. Propriétés d’utilisation traditionnelles et médicales

Les fruits sont appelés EI Khodiri par les populations locales, appellation due a la
prédominance de la couleur vert foncé a maturité. Ce sont des drupes comestibles de la
grosseur d'un pois, légérement ovales et aplaties, riches en huile dense trés énergétique.
L'huile est souvent mélangée aux dattes écrasées et peut étre consommée a toute heure de la
journée avec du petit lait. L'huile a un goQt tres proche de celui du beurre, elle est tres
appréciée dans la région. Les graines sont séchées, écrasées ou moulues et ramassées avec de
I'eau sucrée et consommées en boulettes ou bien séchées et crogquées telles quelles comme des
cacahuétes (Belhadj, 2007).

L'écorce produit une résine-mastic qui exsude naturellement de facon abondante par
temps chaud. Les populations locales s'en servent pour usage médical. L’arbre fournit un bois
d'artisanat et toutes les espéces du pistachier constituent un apport en fourrage considérable
pour I'alimentation du bétail surtout en automne. Cette essence peut entrer dans le cadre de la
lutte contre la désertification utilisée pour la fixation des dunes, comme brise-vents, elle est
également source en bois de chauffage dans les régions retranchées. En Algérie, l'utilisation

de la culture reste faible malgré son potentiel d'adaptation aux conditions arides du milieu.
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Les conditions climatiques de la plupart des régions agricoles montagneuses et semi-arides de
notre pays sont favorables a son extension (Belhadj, 2008).

Il existe d’autre utilisation tel que: comme antiseptique, antifongique et dans les
maladies abdominales (Baba Aissa, 2000). Le suintement du tronc d’arbre donnant I’encre
rouge est utilisé dans la tannerie des peaux. De plus Pistacia atlantica est 1’un des usines
largement recommandées par les herboristes et utilisées pour le leur activité hypoglycémique
en Jordanie (Hamdan et Afifi, 2004).

4.3.6. Travaux antérieurs de Pistacia atlantica

L’analyse phytochimique de différentes parties de la plante a été 1’objet de quelques
études. Les potentiels antioxydants des espéces du Pistacia sont du en particulier a la présence
des flavonoides et des flavones (Topgu et al., 2007), des gallotannins (Zhao et al., 2005) et
des phénols simples tels que 1’acide gallique et ’acide p-coumarique (Benhammou et al.,
2008).

D’autres groupes chimiques caractérisent 1’huile des fruits du pistachier de 1’Atlas : les
triterpénoides, les acides gras insaturés tels les acides oléique (46 %), linoléique (27.5 %),
palmitique (24 %), palmitoléique (1.23-5.73 %), stéarique (1.48-2.61 %), linolénique (0.95-
1.5 %), et les stéroides et les triglycérides (Benhassaini et al., 2004; Yousfi et al., 2005).
Cependant, la composition chimique de I’huile essentielle d’oléorésine révéele sa richesse en
a-pinene (70 %) et B-pinéne (1.94 %) (Delazar et al., 2004; Benhassaini et al., 2008). Les
composés de I’huile essentielle de différentes parties de Pistacia atlantica du Maroc sont : le
terpinen-4-ol (21.7%) et I’elemol (20.0%) comme des principaux constituants dans les feuilles
avec des quantités faibles en P—eudesmol (8.4%), y—eudesmol (7.0%) et en p-cymene
(5.0%).Réciproguement, les fruits ont été dominés par le bornyl acétate (21.5%) et ’acide
octanoique (8.2%) d’une part, et le a—pinéne (42.9%), B—pinéne (13.2%) et p-cymen-8-ol
(8.7%) dans la gomme d’autre part (Barrero et al., 2005). Les monoterpénes hydrocarbonés
tels le a-pinéne (32.6-54.7%) et le B-pinéne (8.0-20.2%) constituent la classe majoritaire
suivie par les sesquiterpénes dans les feuilles, les fruits et les écorches de cette plante
(Mecherara-Idjeri et al., 2008). Une étude similaire sur les feuilles permet a Gourine et ses
collaborateurs (2010) de confirmer la dominance de ces deux classes.

Peu de travaux ont été consacrés sur 1I’étude des teneurs en polyphénols et les
propriétés antioxydantes de différentes parties de Pistacia atlantica (Benhammou et al., 2007;
Yousfi et al., 2009). Les résultats de ces travaux ont montré la richesse de cette plante en
composés phénoliques et 1’identification d’un nouveau antioxydant le 1 (méthyl 5-(3,4-
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dihydroxyphényl)-3-hydroxypenta-2,4- dienoate) (Yousfi et al., 2009). Une autre étude
réalisée par Adams et ses collaborateurs (2009) a mis en évidence une nouvelle substance
anti- Plasmodium falciparum, le flavone 3-methoxycarpachroméne dans I’extrait d’acétate
d’éthyle de Pistacia atlantica.

L’analyse phytochimique des différentes parties de I’arbre de pistachier de 1’Atlas a
¢été I’objet de quelques études via la composition du fruit en acides gras, en acides aminés, en
éléments minéraux et le dosage quantitatif des protéines; des fibres et de I’amidon (Y ousfi et
al., 2009).

En outre, une étude plus récente sur les extraits phénoliques de cing différentes parties
de I‘arbre de Pistachier de 1’ Atlas a savoirs: les feuilles, les écorces, les gales, les fruits et la
parties dégradée de I’arbre (champignon). Les résultats ont montré que les différents extraits
sont riches en composés phénolique a I’exception des extraits des écorces. L’analyse de
I’activité antioxydante de ces derniers et ’application des technique spectrale ont permis de
mettre en évidence deux produits a structure phénolique responsable de cette activité (Yousfi
etal., 2005).
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1. Matériels

1.1. Matériel végétal

Les feuilles de Pistacia atlantica Desf. ont été récoltées au mois d’Aout 2012 dans la
région d’Ain El Hadjel (Wilaya de M’ sila) au niveau de la réserve national E1 Mergueb.
L'identification de I'espece a été validée par Dr. Yaici Karima du laboratoire de Phytothérapie

appliquée aux maladies chroniques (L.P.A.M.C) a l'université Ferhat Abbes Sétif 1.
1.2. Materiel animal

L’étude in vivo a été réalisée sur 40 souris Albinos males et femelles et de poids
moyen de 25.33 £ 2.39 g et 26.31 + 4.08 g respectivement, sont utilisées pour évaluer I’effet
toxique aigu. En plus, 25 rats (Rattus norvegicus) variété Wistar adultes de sexe male et de
poids moyen de 155.99 £ 18.25¢ ont été utilisés pour évaluer I’activité antidiabétique. Ces
animaux procurés aux prés de I’Institut Pasteur d’Alger. Ils sont hébergés dans des cages
munies d’un porte étiquette ou est mentionné le nom du lot, le traitement subi et les dates des
expérimentations. Les animaux sont utilisés aprés une période d’adaptation de 7 jours, ils ont
acces libre a I’eau et a I’aliment standard fourni par I’Office National des Aliments de Bétails
(ONAB) de Bejaia.

L’identification individuelle des expérimentaux se fait au niveau de la queue par des
marques colorées. Les souris Albinos sont placées dans des cages en matiére plastique ayant
un couvercle en acier inoxydable, munies de biberons. Une épaisse couche de sciure est
déposée au fond des cages et renouvelée tous les 3 jours. Tous les rats sont aussi placés dans
des cages d’aluminium inoxydable avec des biberons. La couche épaisse de sciure renouvelée
chaque jour avec un acces libre a la nourriture et a I’eau, avec une température de laboratoire

de 20 £ 1°C.

1.3. Produits chimiques et appareillage

Plusieurs produits chimiques provenant de Sigma, Fluka et Prolab ont été utilisés:
acide gallique, acétate éthyle, acide éthylene diamine tétraacétique (EDTA), acide linoléique,
B-carotene  ,chloroform, 2-2-Diphényl-1-picryl-Hydrazil (DPPH), Folin-Ciocalteu,
formaldéhyde , hydroxytoluéne butylé (BHT) ,méthanol, n-butanol, quercetine, trichlorure
d'aluminium (AICls), rutine, tween 40, streptozitocin(STZ). Parmi les appareils utilisés:

rotavapor (Rotavapor Germany, bUchi461), centrifugeuse (Sigma,3K30), glucométre.
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2. Méthodes

2.1. Préparation des extraits et dosages

Les tests phytochimique sont réalisés sur les extraits des feuilles de Pistacia atlantica

Desf. dissous dans 1’eau distillée.
2.1.1. Préparation des extraits de Pistacia atlantica Desf.

Les feuilles sont nettoyées avec de 1’eau de robinet puis mises a sécher a température
ambiante dans un endroit aéré et a I’ombre afin de mieux conserver les molécules sensibles.
Puis broyée en poudre a ’aide d’un mortier pour qu’elle soit préte a 1’utilisation. La poudre

obtenue a été soumises a une extraction et fractionnement pour avoir plusieurs extraits.
» Extrait agqueux

L’extrait aqueux (EAq) est préparé en suivant la méthode décrite par Ljubuncic et ses
collaborateurs (2005) avec quelques modifications. Cet extrait est obtenu a partir de 1’infusion
de 10 g de poudre des feuilles dans 100 ml d’eau distillée sous agitation magnétique a 90°C
pendant 20 mn a raison de 350 Tr/mn, ensuite une filtration rapide sur compresses stériles,
puis sur papier filtre a été effectuée. Le filtrat est placé dans I’étuve a 50°C et, conservé par la

suite a - 4°C jusqu’a son utilisation (Figure 9).
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Matiére seche

Infusion dans I’eau

Broyage
distillée
l Agitation a 90°C /20 mn
Filtrat Sédiment
Y
Le filtrat est placé dans I’étuve a 50°C Jusqu'a

I’obtention d’un extrait

\4

Extrait aqueux

Figure 9. Protocole préparation de I'extrait aqueux (Ljubuncic et al., 2005).

> Extrait brut

La macération est une opération qui consiste a laisser la poudre du matériel végétal en
contact prolongé avec un solvant pour en extraire les principes actifs. C’est une extraction qui
se fait a température ambiante. L extraction est réalisée selon la méthode de Laki¢ et ses
collaborateurs (2010) avec modification, L’extrait brut (EBr) des feuilles a été préparé a partir
de la matiére seche finement broyée a I’aide d’un moulin a café, 100g de poudre de feuille a
été mise a macerer dans 1 litre de mélange méthanol/eau distillé (80/20) et a I'ombre pendant
24 heures.

Le macérat est par la suite filtré deux fois sur compresses stériles puis a travers le papier
filtre. Une deuxiéme macération a été réalisée sur le sédiment en respectant les mémes étapes
que la premiere macération pendant 48 heures. Une troisieme macération a été réalisée sur le

deuxieme sédiment de la méme fagon mais pendant 72 heures. Les filtrats sont recombinés

29



puis évaporés par un rota-vapeur a 35°C et les résidus finals ont été mise a sécher dans une
étuve a 45°C, jusqu’au I’obtention d’un extrait sous forme de poudre conservé a moins 4°C

jusqu’a son utilisation (Figure 10).

Matiéere seche

Broyage i action (MOH /H20D) (80/20)% /24h
Filtration
v v
. 0,
I sediment (MOH /H20D) (80/20)% /48h
¢ i Filtration
< Filtrat Sédiment  (MOH /H20D) (80/20)% /72h
| Filtration
v v
< Filtrat Sédiment
> Filtrats combinés
Evaporation a basse pression a 35°C/Séchage a 45° Jusqu'a
l I’obtention d’un

extrait
Extrait brut

Figure 10. Protocole de préparation de I'extrait brut (Laki¢ et al., 2010).
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> Fractionnement de I’extrait brut

L’extraction des flavonoides est réalisée selon la méthode de Markham (1982), avec
modification inspirée selon la méthode de Bruneton (1993). Elle est basée sur le degré de
solubilité des flavonoides dans les solvants organiques (Figure 11). Cette méthode comprend
deux grandes étapes : la premiére phase d’extraction se fait avec le mélange méthanol/eau
distillé pour solubiliser les flavonoides et la deuxiéme est réalisée avec 1’éther diéthylique
(extraction des génines libres) et I’acétate d’éthyle (extraction des monoglycosides) et le n-
butanol (pour solubiliser les di et les triglycosides).

L’extraction des flavonoides est effectuée a partir de la matiere séche finement broyée
par le mélange méthanol/eau distillé (80/20)% en suivant le méme protocole d’extraction de
I’extrait brut. Les filtrats combinés sont filtré sur Blichner sous pression réduite puis soumis a
une évaporation a basse pression a 35°C (Rota Vapor). La phase aqueuse est debarrassée des
cires, des lipides et de la chlorophylle par quatre lavages successifs avec 1’éther de pétrole
(v/v) pour donner une phase aqueuse. Afin de séparer les flavonoides en fractions aglycones,
monoglycosides et di et triglycosides, la phase aqueuse est mélangée avec 1’¢ther diéthylique
(v/v) pour obtenir une phase organique contenant les flavonoides aglycones et les
aglyconesméthoxylés. La phase aqueuse restante subit a son tour trois extractions avec
I’acétate d’éthyle afin de récupérer dans la phase organique certains flavonoides aglycones
mais surtout les monoglycosides. La phase aqueuse restante est mélangée avec le n-butanol
pour récupérer notamment les flavonoides di et triglycosides. La phase aqueuse finale contient
surtout les flavonoides glycosylés plus polaires.

Les quatre fractions récoltées sont concentrées par évaporation a basse pression a 35°C
puis sécher dans une étuve pendant 72h heures a 45°C. Le séchage permet d’obtenir un
produit facilement soluble dans I’eau et qui, aprés addition d’eau, présente les mémes
caracteristiques que le produit d’origine. Chaque extrait est pesé pour calculer le rendement

de I’extraction, exprimé en gramme de d’extrait par 100 g de matiere seche.
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Figure 11. Protocole de fractionnement des flavonoides (Bruneton,1993 ; Laki¢ et al., 2010).
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2.1.2. Calcul du rendement

Le rendement de la plante en extraits est le rapport entre le poids de I'extrait et le poids
de la plante a traiter (Carré, 1953). Le rendement qui est exprimé en pourcentage a été calculé
par la formule suivante:

PE
R = PA * 100
Oou
R: rendement de I'extrait en pourcentage;
PE: poids de I'extrait en gramme;

PA: poids de la plante en gramme.

2.1.3. Dosage des polyphénols et des flavonoides des extraits de Pistacia atlantica Desf.

2.1.3.1. Dosage des polyphénols

La teneur en composeés phénoliques des différents extraits de Pistacia atlantica Desf. a
été estimee par la méthode de Folin-Ciocalteu (Li et al., 2007) basée sur la réduction en
milieux alcalin de la mixture phosphotungstique (H3PW312040) phosphomolybdique
(HsPMO12,040) du réactif de Folin-Ciocalteau par les groupement oxydables des composés
polyphénoliques, conduisant a la formation de produits de réduction de couleur bleu. Ces
derniers présentent un maximum d’absorption a 765 nm dont I’intensité est proportionnelle a
la quantité de polyphénols présents dans I’échantillon (Georgé et al., 2005).

Brievement, 500 pl du réactif Folin-Ciocalteu (dilué 1: 10 dans de I’eau distillé) sont
ajoutés a 100ul d’extrait avec des concentrations bien déterminées. Quatre minutes apres,
400pl de la solution de carbonate de sodium (Na;CO3) d’une concentration de 75 mg/ml sont
additionnées au mélange réactionnel. Apres incubation de 2 heures a température ambiante et
a I’abri de la lumiére, I’absorbance est lue a 765 nm.

La courbe d’étalonnage est réalisée par 1’acide gallique (0-160 pg/ml). Les
concentrations des composés phénoliques sont déterminées a partir de la courbe d’étalonnage.

Les résultats sont exprimées en mg équivalent d’acide gallique par g d’extrait (mg EAG/ g).

2.1.3.2. Dosage des flavonoides

La méthode du trichlorure d’aluminium est utilisée selon Bahorun et ses collaborateurs

(1996) pour quantifier les flavonoides dans I’extrait de Pistacia atlantica Desf. 1 ml
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d’échantillon ou de standard (préparés dans le méthanol avec dilutions convenables) est ajouté
1 ml de la solution d’AICI; (2% dans le méthanol). Aprés 10 minutes de réaction,
I’absorbance est lue a 430 nm. La concentration des flavonoides est déduite a partir la gamme
d’étalonnage établie avec la quercetine et la rutine (0-40 pg/ml) et est exprimée en mg

d’équivalent de quercetine et/ou rutine par mg d’extrait.
2.1.4. Evaluation de I’activité antioxydante des différents extraits

Deux tests différents ont été utilisés pour évaluer 1’activité antioxydante des extraits
des feuilles de Pistacia atlantica: le test de piégeage du radical DPPH (2,2-Diphényl-1-Picryl-

Hydrazil) et le test du blanchissement de B-caroténe.

2.1.4.1. Effet piégeur des extraits contre le radical DPPH

Le pouvoir antioxydant des extraits qui s'exprime par la donation d'un électron ou d'un
atome d'hydrogene a été mesuré par une méthode spectrophotométrique (Burits et Bucar,
2000). Le radicale libre 2,2-Diphényl-1-Picryl-Hydrazyl (DPPH) est utilisé comme un réactif
(Figure 12).

o2 @ NOz
0, I‘I*‘—H{ 0;N— :—H
MO 5 N5
Diphenylpicrylhydrazyl (Radical libre) Diphenylpicrylhydrazyl (forme réduite)

Figure 12. Forme libre et reduite du DPPH (Molyneux, 2004).

L'experience a ete effectuée selon la méthode décrite par Aslan ses collaborateurs
(2006). 50 ul de différentes concentrations des extraits est ajouté a 5 ml de la solution
méthanolique du DPPH d'une concentration de 4 mg/ml. Aprés 30 minutes d'incubation a
température ambiante et dans l'obscurité, I'absorbance est lue a une longueur d'onde de 517
nm.

> Le contrdle négatif est représenté par la solution méthanolique du DPPH.

> Le contrble positif est représenté par le BHT et I’acide gallique, quercetine et rutine.
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La concentration des extraits dans le milieu réactionnel est comprise entre 0-3,5. Alors
que celles des antioxydants standards (acide gallique, quercetine, rutine et BHT) sont
comprises entre 0 a 10 pg/ml.

L'activité antioxydant qui exprime les capacités de piéger le radicale libre est estimé
par le pourcentage de décoloration du DPPH en solution dans le méthanol (Inhibition % ou

1%) suivant la formule:

Inhibition % :(Abs control — Abs test) X 100

Abs control

ou:
Abs control : Absorbance du contrdle a la longueur d'onde 517nm;

Abs test : Absorbance de I'échantillon a la longueur d'onde 517nm.

La valeur ICs est définie comme étant la concentration d’extrait qui cause la perte de
50% de l'activité du DPPH (couleur), ou encore, c'est la concentration de extrait exigée pour
donner une diminution de 50% de I'absorbance de la solution controle constituer de méthanol
et de DPPH. Les valeurs ICsy ont été calculées par la régression linéaire ou l'abscisse est
représenté par la concentration des composés testés et l'ordonné par le pourcentage
d'inhibition (1%) (Mensor et al, 2001).

2.1.4.2. Test du blanchissement de [f-caroténe

Dans cette méthode, I'activité antioxydante est déterminée en mesurant I'inhibition des
composees organiques volatiles et des hydroperoxydes a doubles liaisons conjuguées qui
apparaissent lors de I'oxydation de I'acide linoléique (Dapkevicius et al, 1998).

Le test du blanchissement de P-caroténe a été effectué selon la méthode d’Aslan ses
collaborateurs (2006). Un mélange en solution a été préparé comprenant 0,5mg de -caroténe
(dissous dans 1 ml de chloroforme), 25ul dacide linoléique et 200mg de tween 40. Le
chloroforme de la solution a été évaporé dans une rotavapor a 40°C, ensuite 100 ml d'eau
distillée saturée d'oxygene est ajoutée avec une agitation vigoureuse de 1’émulsion résultante.
350 pl d'extraits concentration constante de 2 g/l ont été ajouté a 2500l de la solution, méme
procédure pour contréles (2 g/l). Les absorbance ont été lue a 490 nm, aprés 0 heure, 1 h, 2h,
3h, 4h, 6h, 24h, et 48h d'incubation a température ambiante et dans I'obscurité.

» Le contréle négatif est représenté par le méthanol et I'eau distillée;

» Le contr6le positif est représenté par le BHT.

Le pourcentage d'inhibition des extraits antioxydant est mesuré comme suit:
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Abs test
Abs BHT

AA% = X 100
Ou:

AA%: Le pourcentage de l'activité antioxydante;
Abs test: Absorbance en présence de I'extrait (test);

Abs BHT: Absorbance en présence du controle positif BHT.
2.2. Partie biologique

2.2.1. Toxicité de I’extrait brute

Afin d’éviter tout éventuel risque de toxicité lors des tests biologiques, il était
nécessaire de réaliser des essais de toxicité, pour cela on a administré aux souris des deux
sexes différentes concentrations de I’EBr solubilisé dans I’eau physiologique, et bien sur il est

impératif d’ajouter un lot témoin auquel on administre 1’eau physiologique.
A. Administration

L’administration de différentes concentrations de I’EBr, solubilisé dans 1’eau
physiologique a raison de 500 ml de solution par 100 g de poids des souris, a été effectuee par
gavage orale a 1’aide d’une sonde de gavage suivant le protocole expérimentale décrit par
Tshikosa (2005) avec modification. Les souris utilisées ont initialement été soumises a un
jeun hydrique de 16 heures, puis elles ont été pesées et reparties en cing groupes de huit souris
pour chacun (4 males et 4 femelles).

Les groupes ont été traités ainsi qu’il suit :
» Groupe 1 (témoin) : 500 ml d’eau physiologique/souris;
Groupe 2 : 3000 mg/kg de poids corporel;
Groupe 3 : 6000 mg/kg de poids corporel,
Groupe 4 : 9000 mg/kg de poids corporel;

YV V V V

Groupe 5 : 12000 mg/kg de poids corporel.
B. Observation

Aprés l'administration de I'extrait, les souris sont surveillées en permanence pendant
deux heures avec prise de notes sur les signes de toxicité apparents. Pour le reste de la période
de I'expérience (14 jours), les souris sont surveillées quotidiennement pour signaler s’il y a eu

des morts ou des changements dans l'alimentation et la consommation d'eau ou encore des

36



signes comportementaux ou cliniques supplémentaires de toxicité. A la fin de I'étude (le 14

éme jour) (J14)’ toutes les souris restant sont sacrifiés et le nombre des souris déja morts est

exprimé en pourcentage.
C. Expression des résultats

La DLsy exprimée en mg/kg de poids corporel est déterminée par la méthode
graphique de Miller et Tainter (1944) décrite par Randhawa en 2009.

En général il se trouve dans chaque série d’essai une dose assez faible pour laisser en
survie tous les animaux et une dose assez élevée pour tuer tous les animaux. Les pourcentages
des souris morts dans chaque lot sont relevés et convertis en unités probits. Les doses
correspondant a ces pourcentages sont déterminées en milligrammes par kilogramme de poids
corporel.

La courbe exprimant la mortalité des souris (en unités probits) en fonction du
logarithme de la dose administrée (en milligrammes par kilogramme de poids corporel) est
tracee. La linéarisation de cette courbe semi-logarithmique permet de déterminer la DLso qui
est I’abscisse du point correspondant a 50 % de mortalité.

Pour I’estimation de I’écart type de la DLsg, on lit sur le graphique les doses
correspondant respectivement a 16% et 84% de mortalité (probits 4 et 6); en soustrayant le

premier du second, on obtient la valeur SE.
2.2.2. Evaluation de effet antidiabétique de Iextrait brut de Pistacia atlantica Desf.

2.2.2.1. Induction du diabéte expérimentale

Pour cette expérience, 20 rats Wistar subissent une injection unique intrapéritonéale,
voie privilégiée car elle est facile a pratiquer et véhiculant de maniére homogéne le traitement
(STZ) via la vascularisation du péritoine. La dose administrée de (STZ) a raison de 60 mg/kg
de poids corporel (Sedaghat et al., 2011), s’avére optimale pour produire une intolérance au
glucose et des désordres métaboliques et endocrinologiques. Le STZ a été préparé juste avant
I’administration dans une solution physiologique (NaCl 0.9%) pour avoir la concentration
injecté décrite précédemment. Les sept rats témoins subissent également une injection unique
d’eau physiologique afin de rester dans les mémes conditions d’expérimentation.

Deux jours aprés I’injection, une évaluation de glucose sanguin est effectuée a 1’aide
d’un glucométre et les rats ayant présenté une glycémie supérieure a 250 mg/dl ont été

déclarés diabétiques et ont ainsi été sélectionnés pour le protocole expérimental.

37



Aprés I’installation du diabéte chez les rats, ces derniers sont repartis en quatre lots:
> lot 1 : Diabétiques traités (Métformine Standard a raison de 500 mg/kg);
> lot 2 : Diabétiques traités (Pistacia atlantica EBr a raison de 500 mg/kg);
> lot 3: Diabétiques traités (Pistacia atlantica EBr a raison de250 mg/kg);
> lot 4: Diabétiques traités (Pistacia atlantica EBr a raison de 125mg/kg).
Les lots sont traités pendant 3 semaines (Dimo et al., 2007) en monoprise journaliére . Le

traitement se fait par gavage intragastrique.

2.2.2.2. L’évolution du poids des rats

L’évolution du poids des rats des différents groupes est contrblée des le premier jour
de I’expérience et hebdomadairement jusqu’a la fin du traitement. Il est impératif d’ajuster les
doses de traitement pour les lots chaque semaine selon le changement du poids afin de

maintenir la méme dose par kilogramme du poids corporel.

2.2.2.3. Prélevement du sang

Les animaux ont été anesthésiés avec un coton imbibé d’ether di ethyl , puis environ 2
ml de sang ont été prélevés pour chaque animal au niveau de la veine rétro-orbitale a 1’aide
d’un tube capillaire hématocrite. Le sang prélevé a été recueilli dans des tubes étiquetés de 4
ml contenant un anticoagulant. Les tubes contenant ’EDTA sont centrifugés pendant 5
minutes a 3500 Trs/mn et puis, a I’aide d’une pipette pasteur, le plasma a été délicatement
préleveé et introduit dans des tubes éppendorfs préalablement étiquetés.

Les échantillons de plasma ainsi obtenus ont été conservés dans un congélateur avec
les tubes qui contiennent I’héparine en vue de 1’analyse des paramétres biochimiques et

parametres hématologiques.

2.2.2.4. Examens biochimiques

Les analyses biochimiques ont été réalisées au niveau du laboratoire centrale de
I’hopital universitaire de Sétif a I'aide d'un appareil automatique de type TECHNICON, RA -
1000. Les parameétres doses sont: Glucose (GLU), Cholestérol total (CHL T), Triglycérides
(TRG).

2.2.2.5. Le sacrifice des animaux

A la fin de la période du traitement, les animaux sont mis a jeun pendant une nuit. La

glycémie a jeun et le poids des rats apres le dernier jour du traitement sont notés avant le
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sacrifice. Apres le prélevement sanguin, les rats sont sacrifiés par une forte dose
d’anesthésiés, puis on passe rapidement a la dissection et au prélevement des organes

(pancréas, foie et reins).
2.3. Analyse statistique

Pour les tests antioxydants, les résultats ont été exprimés en moyenne + SD et les
mesures ont été répétées trois fois (n=3). Les résultats sont analysés par le test-t de Student
pour les comparaisons simples en utilisant GraphPad (version 5). La différence a été
considérée statistiquement significative lorsque la valeur de p est < 0.001.

Pour les études de la activité antidiabétique, la comparaison des moyennes et des
variances est déterminée grace au méme logiciel .Les valeurs (n=5) sont exprimées en
moyenne + SEM. Les résultats sont analysés par 1’analyse de la variance a un critére de
classification (One-way ANOVA) suivi du test de Dunnett pour la comparaison multiple des

résultats. Les valeurs de p<0.05 sont considérées statistiquement significatives.
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1. Préparation des extraits et dosages

1.1. Rendement

Aprés I’extraction des feuilles de Pistacia atlantica Desf., les extraits ont été obtenus
suivant trois protocoles. Le rendement est calculé et les résultats obtenus sont présentés dans

le tableau I11.

Tableau I11. Rendement d’extraction des feuilles de Pistacia atlantica Desf.

Les extraits Rendement
EAq 27,41 %
EBr 46,57 %
EEp 1,13 %
EEde 825 %
EAe 12,00 %
ENDb 11,74 %
EAQ* 1,76 %

EAQ: Extrait aqueux; EBr:extrait brut; EEp: Extrait d’éther de pétrole; EEde: Extrait d’éther diéthylique;
EAe: Extrait d’acétate d’éthyle ; ENb: Extrait de n-butanol; EAqQ*: la fraction aqueuse résiduelle.

Les résultats obtenus montrent que parmi les différentes extrait de Pistacia atlantica
Desf., I’extrait EBr représente le rendement le plus élevé (46,57%) par rapport au poids total
des feuilles, suivi par I’ EAq (27,41 %), I’ EAe (12,00 %), ’ENDb (11,74 %) et I’ EEde (8,25%
), de plus le rendement le plus faible est obtenu par la fraction aqueuse I’ EAq* (1,76 %) et
par I’extrait d’éther de pétrole (EEp1,13 %). Le rendement de I’EBr est de 1’ordre de 46,578%
du poids total des feuilles, ce dernier est supérieur a 7.21% rapporté par Laki¢ et ses
collaborateurs (2010) ayant utilisé la méme technique d’extraction pour les feuilles de Galium
verum L.

En comparaison avec les résultats de Kebieche (2009), il apparait que le rendement de
I’EBr et de ses fractions par rapport au poids total des feuilles est supérieur dans ce présent

travail a I’exception du rendement de 1’extrait de n-butanol(ENb) qui est légerement inferieur.
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Ces résultats indiquent que cette plante contient une teneur remarquable de composés
extractibles.

Afin dutiliser les extraits pour des essais pharmacologiques et toxicologiques, la
conservation de ['état bioactif des molécules extraites semble importante. L'épuisement
complet du solvant s'avére nécessaire. La présence méme des traces du méthanol dans I'extrait
peut entrainer des effets secondaires indésirables. De ce fait, I'effet positif ou curatif de la

substance pharmacologique peut étre masqué par l'action du solvant (Boussahel, 2011)
1.2. Dosage des polyphénols et des flavonoides

Afin de caractériser les extraits préparés a partir des feuilles de Pistacia atlantica
Desf., un dosage des polyphénols totaux et des flavonoides a été effectué. La raison principale
pour le choix de ces substances réside dans le fait que la majorité des propriétés antioxydante
des plantes leur sont attribués (Meziti, 2009) La méthode de dosages des polyphénols totaux
est celle de Folin-Ciocalteu (Li et al., 2007). L’acide gallique a été utilisé comme standard
Alors que, le dosage de flavonoides a été réalisé selon la méthode au trichlorure d’aluminium
(Bahorun et al., 1996) en utilisant comme standard la quercetine et la rutine. Les résultats sont
représentés dans le tableau 1V et les gammes d’étalonnages dans les Figures 13 et 14.

Les résultats du dosage des polyphénols montrent que ’EBr contient 340.58 + 31.83
ng EAG/mg d’extrait. Cependant, ’EEde présente la fraction contenant la valeur la plus
élevée en polyphénols (967.09 + 47.05ug EAG/mg d’extrait) suivi par EAq* (377.18 +
17.00ug EAG/mg d’extrait) et EAe (360.41 = 18.83 EAG/mg d’extrait). L’EAq contient
266.50 * 41.33ug EAG/mg d’extrait, alors que I’ENb ne contient que (176.77 + 12.30ug
EAG/mg d’extrait).
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Figure 13. Droite d'étalonnage de l'acide gallique (moyenne £ SD de trois essais).
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Figure 14. Droite d’étalonnage de la quercetine et la rutine (moyenne + SD de trois essais).

Tableau V. Dosage des polyphénols totaux et flavonoides dans les extrais des feuilles de

Pistacia atlantica Desf.

Les extraits de la Teneur en Teneur en flavonoides
Plante polyphénols Quercetine (ug Rutine (ug ER/mg)
(Mg EAG/mg) EQ/mg)
EAqQ 266.50 + 41.33 12.11 + 0.55 9.90 + 3.20
EBr 340.58 + 31.83 1452 + 0.94 12.47 +£0.15
EEde 967.09 + 47.05 22.11 + 0.95 16.09 +1.43
EAe 360.41 + 18.83 20.43 + 1.06 15.37 £1.97
ENb 176.77 = 12.30 19.68 + 0.02 1470 £2.14
EAQ* 377.18 +£17.00 0.435 + 0.35 3.094 +1.91

Les valeurs représentent la moyenne + SD (n=3) ; ug EAG : pg d’équivalent d’acide gallique par milligramme
d’extrait ; pg EQ/mg : pg d’équivalent de quercétine par milligramme d’extrait ; pg ER/mg : pg d’équivalent

de rutine par milligramme d’extrait.
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La détermination quantitative des flavonoides totaux par la méthode du trichlorure
d’aluminium révéle que I’EEde est le plus riche en flavonoides avec une teneur de 22.10 +
0.95ug EQ/mg et 16.09 £1.43 pg ER/mg d’extrait, suivi par ’EAe (20.43 + 1.06 ng EQ/mg et
15.37 £ 1.97 ug ER/mg d’extrait) et ’ENb (19.68 £ 0.02 ug EQ/mg et 14.70 = 2.14ug ER/mg
d’extrait) Cependant seulement 0.435 + 0.35ug EQ/mg et 3.094 + 1.91 pug ER/mg d’extrait)
sont trouvés dans I’ ’EAq™.

Le dosage des polyphénols et des flavonoides indique la présence de ces deux
métabolites secondaires dans tous les extraits. Differemment, les mémes fractions donnent
une teneur en polyphénols et flavonoides relativement supérieur a celle rapporté par Kebieche
(2009), a I’exception de ’EAQ* qui présente une teneur plus faible (0.435+0.35 pg EQ/mg et
3.094 £1.91 pug ER/mg).

1.3. Evaluation de D’activité antioxydante des extraits de Pistacia atlantica
Desf.

Plusieurs méthodes ont été utilisées, dans des travaux précédents, pour déterminer
I’activité antioxydante des plantes. Dans ce travail, deux méthodes différentes ont été
impliquées pour évaluer I’activité antioxydante des feuilles de Pistacia atlantica Desf. Ces
deux méthodes sont basées sur deux mécanismes antioxydants différents : ’effet piégeur des
radicaux libres, évalué par le test du piégeage du radical DPPH, et I’inhibition d’auto-

oxydation des lipides en utilisant le test du blanchissement de 3-caroténe.
1.3.1. Effet piégeur du radical DPPH

Le radical DPPH a une coloration violette foncée qui va se transformer en jaune péale
lorsqu'il est réduit par les composés antioxydants en lui donnant un proton ou un électron, ce
qui diminue son absorbance a 517nm (Guessan et al., 2007). Les résultats indiqués dans la
figure 15 représentent les 1Csq des differents extraits. Plus cette concentration est faible plus
I'effet antioxydant est tres élevé (Atoui et al., 2005).

Les résultats montrent que les composés phénoliques (acide galliques, quercétine et
rutine) possédent une activité anti-radicalaire tres élevée et supérieure a celle du BHT (87.26
+ 0.001 pg/ml). L'acide gallique est le plus actif avec une 1C5=1.26 + 0.001pg/ml, ensuite la
quercétine et la rutine (2.5 = 0.0001pg/ml et 5.82 + 0.0004ug/ml, respectivement). Cependant
I'Ede qui a montré une plus grande quantité en polyphénols et flavonoides indique un effet
plus élevé (1Cso= 2.42 + 0.002ug/ml) que celui de ’EAe, I’EAq et I’EBr, avec des IC50 de
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3.33 £ 0.0001 pg/ml, 3.66 £ 0.003 pg/ml et 4.30 £ 0.087 pg/ml, respectivement. Un résultat
qui est proche trouvé par Peksel et ses collaborateurs (2013), qui ont travaillés sur Pistacia
atlantica Desf. Par contre, I’activité antiradicalaire la plus faible a été exprimée par I’ENb et
I’EAQ™ avec une 1C5=10.23 + 0.0001 pg/ml et 19.75 £ 0.0007 pg/ml peut étre due a la teneur
élevée en flavonoids dans ces extraits. Ces résultats étaient trés hautement significatif (p <
0.001, comparant avec le controle).

D'aprés ces resultats, on conclue que I'effet pieégeur augmente avec l'augmentation de
la concentration des polyphénols dans I'extrait, ce qui mene a suggérer que l'effet antioxydant
d'un extrait de plante est en relation avec la quantité des polyphénols y présents. L’effet
antioxydant d'un extrait peut aussi différer selon la qualité des polyphenols y presents tel les
flavonoides qui ont montrés des activités antioxydantes (Wang et Mazza, 2002) .Ce
mécanisme de la réaction entre I'antioxydant et le radical DPPH dépend de la conformation
structurale de lI'antioxydant (Kouri et al., 2007). Quelque composes réagissent tres vite avec le
DPPH en réduisant un nombre de DPPH égale a celui des groupements hydroxyles de
I'antioxydant (Bondet et al., 1997). La configuration spatiale et le nombre de groupement OH
des structures flavonoidiques peuvent avoir une influence sur les différents mécanismes

antioxydants (Hein et al., 2002).
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Figure 15. L’effet piégeur du radical DPPH par le BHT, I’acide gallique, quercetine, rutine et
les extraits des feuilles de Pistacia atlantica Desf. Chaque valeur de I'lC50 représente la

moyenne = SD (n=3); *** : p< 0.001, ** : p<0.01 ; en comparant avec 1’acide gallique.
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En effet, les composés phénoliques et plus particulierement les flavonoides sont
reconnus comme des substances potentiellement antioxydantes ayant la capacité de piéger les
especes radicalaires et les formes réactives de I’oxygene, 1’effet scavenger des flavonoides
(FLOH) est attribué a leur faible potentiel redox qui les rend thermodynamiquement capable
de réduire les radicaux libres (R") par un transfert d’atome d’hydrogéne a partir des
groupements hydroxyle. Cette réaction donne naissance au radical aroxyle (FLO") et a la
molécule radicalaire rendu stable (RH), le FLO" subira par la suite un réarrangement
structurale permettant la redistribution de 1’électron célibataire sur le cycle aromatique et la
stabilisation de radicaux aroxyle (Javanovic et al., 1994).

Dans le but d’identifier les sites potentiels au sein des flavonoides qui sont
responsables sur I’effet scavenger vis-a-vis du radical DPPH, plusieurs travaux ont étudié la
cinétique et le mécanisme réactionnel des flavonoides avec ce radical stable. Ami¢ et ses
collaborateurs (2003) ont mis en evidence la relation structure fonction de 29 flavonoides
(flavones, flavonols et flavanones) et leurs capacités de piéger le DPPH. Les résultats de cette
étude ont montré que les flavonoides les plus efficaces sont ceux qui renferment des

groupements 3',4'-dihydroxy sur le cycle B et/ou un groupement 3-OH sur le cycle C.
1.3.2. Test du blanchissement de f3-carotene

Dans ce test, I’oxydation de I’acide linoléique généere des radicaux peroxydes, suite a
I’abstraction des atomes d’hydrogénes a partir de groupements méthylénes diallyliques de
I’acide linoléique. Ces radicaux libres vont par la suite oxyder le B-caroténe hautement
insaturé entrainant ainsi la disparition de sa couleur rouge, qui est suivie
spectrophotométriqguement a 490 nm (Amarowicz et al., 2010).

Cependant, la présence des antioxydants dans le mélange réactionnel pourrait inhiber
relativement 1’oxydation de [-caroténe. Cette inhibition est due probablement, soit a
I’inhibition de 1’auto-oxydation de I’acide linoléique ou au piégeage des radicaux peroxydes
formés durant leur oxydation (Tepe et al., 2005).

La figure 16 montre que le pourcentage d’inhibition de chaque extrait diminue
progressivement pour atteindre des valeurs plus ou moins basses. Cette diminution est plus
rapide par rapport a celle de BHT et moins par rapport aux contrdles négatifs (H20 et MeOH).
En présence du contréle positif (BHT), les absorbances de la solution de B-caroténe restent

stables durant toute la période d’incubation
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Figure 16. L activité antioxydante des extraits de Pistacia atlantica, du BHT et des controles
négatifs dans le test du blanchissement de B-carotene. Chaque point représente la moyenne +
SD (n=23).

D’aprés nos résultats (Figure 17), il est évident que tous les extraits testés inhibent
d’une manicre efficace et significative (p<0,001) I’oxydation couplée de 1’acide linoléique et
du B caroténe. Les deux extraits EBr et EEde montrent la plus grande activité inhibitrice avec
83.43% et 83.30% d’inhibition, une activité qui reste significativement inférieure a celle du
BHT avec 98.76% (p<0.001). Une activité antioxydante intermédiaire a été obtenue avec
I’EAe (78.91 £ 0.12) et '’EAq (78.14 £+ 0.32) qui est statistiquement similaire a celle de ’ENb
(72.58 £ 0.12) mais significativement supérieure a celle de ’'EAq* (59.75%) qui représente
I’extrait le moins actif. On peut donc résumer 1’ordre décroissant des extraits testés en terme
d’activité antioxydante relative comme suit : EBr = EEde > EAe = EAq > ENb >EAqg*. Alors
que les contrdles négatifs ne montrent qu’une tres faible activité antioxydante qui ne dépasse

pas 6.74 +0.84 % et 11.73 £ 4.25% pour le H20 et MeOH, respectivement.
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Figure 17. Pourcentage d’inhibition du blanchissement de -carotene apres 24 heurs par les
extraits de Pistacia atlantica, le BHT et les contréles négatifs. Chaque valeur représente la

moyenne + SD (n=3); *** p < 0.001, comparant avec BHT.

Les valeurs trouvées sont semblables a ceux rapportés par Topcu et ses collaborateurs
(2007) et en accord avec ceux rapporteés auparavant par Belyagoubi (2012). On constate d’une
part que les extraits apolaires ou moyennement apolaires (EBr, EEde, EAe) sont plus actifs
que I’extrait polaire (EAq). D’autre part, les extraits les plus riches en composés phénoliques
sont les extraits les plus actifs (EBr et EEde). Cependant, ce n’est pas le cas pour '’EAQ*, le
plus pauvre en polyphénols et plus particulierement en flavonoides. Son activité est donc
partiellement attribuée a la présence d’autres substances plus actives que celles présentes dans
les autres extraits.

Etant donnée que plusieurs recherches ont montrés que I'effet antioxydant des sources
naturelles est lié a la présence des composés phénoliques (Abdille et al., 2005), I'extrait EBr
et EEde qui ont démontré la plus grande teneur en polyphénols et la meilleure activité dans ce
test, laisse conclure que la forte activite antioxydante des extraits de Pistacia atlantica est dl
a leur contenance en composés phénoliques. On peut donc expliquer l'activité des extraits
apolaires par le paradoxe des phénomeénes polaires comme il est décrit par Frankel et ses
collaborateurs (1994). Etant donné que le test de blanchissement du  caroténe est similaire a

un systéme d’émulsion de lipides dans I’ eau.
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Frankel et Meyer (2000) ont proposé que les antioxydants apolaires exposent des
propriétés antioxydantes plus importantes car ils sont concentrés au sein de l'interface lipide-
eau, permettant ainsi de prévenir la formation de radicaux lipidiques et 1’oxydation du B-
carotene. Alors que les antioxydants polaires restent dilués dans la phase aqueuse et sont ainsi
moins efficaces dans la protection des lipides. Un extrait qui retarde ou inhibe le
blanchissement du -carotene peut étre décrit comme un piégeur de radicaux libres et comme
un antioxydant primaire (Liyana-Pathirana et al., 2006).

Selon plusieurs auteurs, le test d’inhibition de 1’oxydation de 1’acide linoléique
couplée a celle du P-caroténe, parait trés utile comme un modéle mimétique de la

peroxydation des lipides dans les membranes biologiques (Ferreria et al., 2006).
2. Partie biologique

2.1. Evaluation de D’effet toxique de I’extrait brut des feuilles de Pistacia

atlantica Desf.

2.1.1. Observations cliniques et de survie

Les signes cliniques et de mortalité apparus chez les souris de chaque groupe ont été
suivis continuellement pendant deux heures aprés I’administration orale de I’EBr. Cette
observation a été¢ étendue le long de la durée d’étude de la toxicité aigu€ (14 jours), pour
déceler les effets retardés de I’EBr. Le lot témoin (0g/kg), contenant les souris gavees par
I’eau distillée, n’a montré aucun signe de toxicité immédiat ou de mortalité. Cependant, la
prise des différentes doses de I’EBr des grains de Pistacia atlantica Desf., par voie orale, a
provoquée des changements plus ou moins graves dans I’activité physique et le comportement
des souris qui peuvent aller jusqu’a la mort. Le tableau V résume I’ensemble des troubles

enregistrés au cours de cette expérience.
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Tableau V. Symptdmes observés de toxicité aigue des extraits Pistacia atlantica Desf.

basant sur l'ordre de gravité.

Dose Souris o Temps
Sex Symptdmes de toxicité
mg/kg morts
Male | 0/4 Normal
0
Femelle | 0/4 -
Male 0/4 S ) 30 min
3000 Hypoactivité, isolement, anorexie
Femelle | 0/4

Somnolence, hypoactivité, isolement,
redressement des poils, bradycardie, 48 h
Male 2/4 o _
respiration laborieuse, des tremblements

6000 Iégers du corps et dyspnée.

Hypoactivité, isolement, redressement des
Femelle | 0/4 poils, somnolence, anorexie et respiration

laborieuse.

Male Ya Somnolence, hypoactivité, isolement, 1h

redressement des poils, bradycardie, des a
spasmes musculaires cloniques, des 48h
9000 convulsions, inconscience, perte d’équilibre,
Femelle | 2/4 ) ) )
les animaux entre par la suite dans un état
narcotique avec des périodes d’excitation

occasionnelles conduisant a la fin & lamort.

Male 2/4 Somnolence, hypoactivité, isolement,

Femelle | 3/4 redressement des poils, bradycardie,
respiration laborieuse, des spasmes 3ha 96h
musculaires cloniques, des convulsions,
12000 : : o .
inconscience, perte d’équilibre, les animaux
entre par la suite dans un état narcotique avec
des périodes d’excitation occasionnelles

conduisant a la fin a la mort.
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2.1.2. Détermination de la DLsg

Dans le but de déterminer la DL50 de I’EBr des feuilles de Pistacia atlantica Desf.,
quatre doses ont été choisies. Le taux de mortalité observé au cours de ces expériences
(exprimé en pourcentage) est reporté dans le tableau VI. La méthode utilisées pour la
détermination de la DLso de ’EBr est la méthode de Miller et Trainer (1944) (méthode
graphique), cette méthode consiste a convertir les pourcentages des animaux morts dans

chaque lot en unités probits.

Tableau VI. La conversion en unités probits du pourcentage de mortalité et la correction des

pourcentages.

Lot Dose Log Nombre | % %corrigées | Probits

(9/kg) dose des morts | demortalité

1 3 0.48 0 0 3.125 3.18
2 6 0.78 2 25 25 4.33
3 9 0.95 3 37.5 37.5 4.68
4 12 1.08 4 50 50 5

La courbe qui donne la mortalité (exprimés en unités probits) en fonction du logarithme de la
dose administrée (exprimés en g/kg du poids corporel) a été tracée, et la détermination de la
DLsp est effectuée en utilisant 1’équation de la droite de régression (Figure 18) : elle

représente 1’abscisse du point correspondant a 5 unités probits (50% de mortalité).

61 y=2,9917x + 1,8403
R?=0,9801
5 -
[ )

2 4 -
O
(@)
x

3 -

2 T T T 1

0.4 0.6 0.8 1 1.2
Log10 (Dose)

Figure 18. Coubre exprimant le taux de mortalité dans chaque lot (unités probits) en fonction

du logarithme de la dose (g/kg).
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Les animaux meurent généralement par arrét respiratoire associé a des convulsions,
alors que la majorité des animaux survivants recouvrent une apparence normale
jusqu’aux14éme jours. Pour cela, on n’a pas pu observer pour les animaux traités des signes
évidents de toxicité aigué, ceci suggére que la DL50 a été estimée a 11.380 + 4.825 g/kg a
partir des mortalités. Toutefois, vu I’échelle de classification de toxicité selon Hodge et
Sterner (Ulanova, 1975 ; Frank, 1992), Pistacia atlantica est presque non toxique et son EBr

présente une bonne marge de slreté.

2.2. Evaluation de Deffet antidiabétique de D’extrait brut de Pistacia

atlantica Desf.

Les rats sont rendus diabétiques a 1’aide de la STZ, un antibiotique isolé a partir de
Streptomyces achromogenes (Vavra et al., 1959). Il s’agit d’une glucosamine-nitrosourée
possédant une forte activité anti-néoplasique. La STZ est un analogue du glucose pour le
récepteur GLUT2 qui est abondamment exprimé dans les cellules B pancréatiques des
rongeurs. Elle pénétre ainsi spécifiquement dans les cellules B ou son pouvoir alkylant induit
de nombreux dommages. Elle est ainsi utilisée dans le traitement des insulinomes (Brentjens
et Saltz, 2001).

L’injection d’une forte et unique dose de STZ est suffisante pour induire une
destruction des cellules B et donc un diabéte insulinodépendant, résultant d’effets toxiques
directs associés a une formation accrue des radicaux libres (Bedoya et al., 1996), et a une
fragmentation de I’ADN conduisant a I’activation de poly ADP-ribose synthétase avec
déplétion du taux du NAD™ cellulaire (Yamamoto et al., 1988). D’aprés ces données, on peut
dire qu’on obtient un diabéte associé au stress oxydant qui nous servira par la suite a I’étude
de I’effet antioxydant des biomolécules et ses conséquences contre les complications
diabétiques méditées par les radicaux libres.

Apreés I'installation du diabéte, le traitement des différents lots a été€ commencée selon
leprotocole précedemment décrit. Durant les premiers jours du traitement, un état de polyurie
a été noté chez tous les rats diabétiques par rapport aux rats normaux avec une polydipsie et
une polyphagie. Ces signes, observés chez I’animal, confirment I’installation du diabéte sucré.
Les variations de la glycémie, du poids et les paramétres biochimiques sériques des rats des
différents lots sont notées dés la premiére semaine, alors que les paramétres tissulaires sont

analysés apres le sacrifice des animaux.
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2.2.1. Variation de la glycémie pendant quatre semaines

Une glycémie située entre 2,5 mg/dl et 5 mg/dl était notée. La glycémie des rats des
cing lots a été suivie hebdomadairement tout au long de I’expérimentation (4 semaines) et.
Les résultats obtenus sont représentés dans la figure 19. Le traitement des rats diabétiques a
été initié a partir du premier jour aprés installation du diabéte par gavage intra-gastrique
journalier a dose de 500 mg/kg de métformine, et de 500 mg/kg, 250 mg, et de 125 mg de
I’EBr.

5-
—e— Standard MET( 500 mg/kg)
e I T: - P, atlantica E Br( 500 mg/kg)
4 . Traitement :  z 1
- IO B —+— P. atlantica E Br( 250 mg/kg)
% \J 1 P. atlantica E Br( 125 mg/kg)
\E, i Injection deSTZ:; -4 Témoin normale
2 + (60mg/kg)
E L
\8 2_
>
o .-
d [y
0 1 1 1 1
0 1 2 3 4

Temps (semaine)

Figure 19. Variation de la glycémie (mg/dl) des cing lots en fonction du temps

(semaines) .Chaque valeur représente la moyenne £ SEM (n=5)(p < 0.001).

Apres I’analyse de ces résultats, nous constatons que la glycémie des rats témoins n’a
pas subit de variation significative (p < 0.001) au cours de ’expérimentation. Tandis que
I’injection intrapéritonéale de STZ aux rats des lots diabétiques (diabétique traités par
métformine, ’EBr 500 mg/kg, ’EBr 250 mg/kg et par I’EBr 125 mg/kg) a conduit & une
augmentation significative (p<0.001) de leurs glycémies. Cette augmentation a atteint
respectivement 2.71, 2.84, 2.46, et 2.83 mg/dl.

Dés la deuxieme semaine (début de traitement), une forte baisse de la glycémie
était observée une heure apres le gavage des rats diabétiques traités par MET 500 mg/kg et

par ’EBr 250 mg/k (0.33 mg/dl et 0.51mg/dl, respectivement). D’autre part, on observe une
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Iégére diminution de la glycémie des rats diabétiques traités par ’EBr (500 mg/kg et 125
mg/kg) de ’ordre de 2.35 mg/dl et 2.33 mg/dl, respectivement). A partir de la troisieme
semaine, une re-augmentation de la glycemie de tous les rats diabétiques a été observée. Les
valeurs de la glycémie de 1.54 mg/dl, 1.98 mg/dl, 2.96 mg/dl et 3.37 mg/dl ont enregistré pour
les rats diabétiques traités par MET 500 mg/kg, EBr 250 mg/kg, EBr 125 mg/kg et EBr
500mg/kg, respectivement.

Le traitement des rats par EBr (500 mg/kg et 125 mg/kg) pendant quatre semaines n’a
aucun effet significatif sur la glycémie par contre les rats diabétiques traités par I’EBr de 250
mg/kg réduise la glycémie de facon positive (significative) parraport a celle des rats
diabétiques traités par la métformine.

Plusieurs questions se posent. Est ce que la plante est inefficace? Simultanément, les
réponses seront des hypothéses a confirmer ou a infirmer. L’explication qui vient dés le début
est que la plante semble inefficace ou que son effet n’est pas considérable. Si elle en était,
quelle était la cause du résultat obtenu & la 3°™ semaine ?

Déchiffrant, attentivement, 1’évolution de la glycémie des rats diabétiques traités par
I’EBr a dose de 250 mg/kg. La glycémie chute & 1.31 mg/dl apres la premiére semaine de
traitement et ensuite on observe une ré-augmentation. Etudiant la relation entre la dose de la
STZ et son effet diabétogene, Junod ses collaborateurs (1969) ont rapporté que la STZ
administrée par voie intrapéritonéale provoque une hyperglycémie. Une semaine apres, la
glycémie chute pour qu’elle se ré-stabilise ensuite jusqu’a la 4°™ semaine. Ceci confirme que
le diabéte induit par la STZ passe par des étapes.

En rapprochant les idées, I’hypothése de I’inefficacité de I’extrait sera complétement
éliminée. Ces résultats sont en accord avec ceux apportés par Hamdan et Afifi (2004) ou ils
ont constaté que I’extrait aqueux de Pistacia atlantica exerce un effet inhibiteur sur l'o-
amylase et l'a-glucosidase (deux enzymes de la classe des hydrolases responsables de la
digestion des sucres) d’ordre de IC 50 = 46.98 mg/ml .

La seule explication est que les deux doses de 500 mg/kg et 125 mg/kg sont,
probablement, insuffisantes et loin d’inhiber les complications du diabéte résultantes de
I’injection de 60 mg/kg de STZ par voie intrapéritonéale. 1l est peut étre constatable que le
traitement préalable des animaux ameliore leur réponse a 1’extrait. Cette conclusion trouve
son utilit¢ dans le travail de Medjdoub (2006) ou il a visualis¢ I’efficacité¢ de 1’extrait

éthanolique de Zygophyllum geslini Coss sur des rats diabétiques préalablement traités

pendant cing semaines.
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Notre étude reste préliminaire et peu indicatif sur le mécanisme d’action exacte.
Neéanmoins, il est possible de proposer 1’hypothése suivante: nous avons cherché d’éventuelle
efficacité antiradicalaire a partir de I’EBrin vitro. Ceci pourrait avoir une relation avec
I’action de I’extrait in vivo. Si on prend en considération le dommage induit par la STZ, cet
axiome sera, donc, accepté. Plusieurs travaux réalisés en vue de mieux comprendre le
mécanisme pathogéne de la STZ, ont montré que ce produit diminue la défense antioxydant
de la cellule, particuliérement une inhibition de I’activité superoxide dismutase (Rajasekaran
etal., 2005).

2.2.2.Evolution du poids corporel des animaux pendant quatre semaines

La variation du poids des rats constitue un parametre tres important. Le suivi régulier
des animaux durant quatre semaines nous a amenés a obtenir les valeurs relatives a la figure
20. Distinctement, une différence entre la croissance des rats diabétiques traités par
métformine et celle des rats normaux et traitées par I’EBr a été notée, dont il y avait une
augmentation significative du poids corporel des rats diabétiques traitées par metformine,
alors que cette évolution est prévenue chez les rats témoins et diabétiques traités avec I’EBr
ol on note une augmentation modérée du poids a partir de la premiére semaine du traitement
jusqu’a la fin de I’expérience.

D’apres Junod et ses collégues (1969) et Zafar et ses collaborateurs (2010), I’injection
de la STZ est a ’origine d’une chute de poids, ce n’est pas le cas dans la présente étude, les
rats rendus diabétique ne présentent pas une chute de poids. Ceci est di, mentionné
précédemment. Les trois groupes traités par ’EBr et le groupe témoins ont la méme allure de
croissance; statistiguement pas de différence. Une conclusion a tirer: I’extrait étudié¢ n’était
pas toxique et en méme temps avait un effet bénéfique. Et que le mécanisme d’action de I’EBr
contre le diabéte peut étre semblable a celui de ’insuline (le cas des rats normaux) c'est-a-dire
par régulation de I’homéostasie du glucose ou par action extra-pancréatique en augmentant

son catabolisme par les tissus.
2.2.3. Evolution des parametres lipidiques

Ce bilan est devenu d’une importance cruciale via son utilisation dans le traitement de
plusieurs maladies cardiovasculaires et le contrble des patients diabétiques (Akuyam et al.,
2007). Plusieurs études ont rapporté que les complications cardiovasculaires associées au

diabete sont dues aux perturbations du métabolisme lipidique (Gupta et al., 2008 ).
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Les résultats accordés a la figure 21 (A) et (B) montrent une diminution de cholestérol
apres la premicre semaine jusqu’a la derniére semaine, elle se stabilise chez les quatre groupes
particulierement pour les rats diabétiques traités a dose de 250mg/kg ou la diminution a eu
une signification par rapport au lot témoins normaux. La diminution du cholestérol peut
résulter de la modification du métabolisme des lipoprotéines en augmentant ’activité¢ de la
Lécithin Cholestérol Acyl Transférase (Boumaza, 2009) ou en augmentant de I’absorption des
LDL par augmentation de leurs récepteurs (Sloter et al.,1980). En revanche Kritchevesky
(1978) pense que la diminution des lipides plasmatiques est la conséquence de la diminution
de I’absorption intestinale du cholestérol qui se lie avec les acides biliaires et I’augmentation
de la sécrétion biliaire. Le mécanisme par lequel Pistacia atlantica exerce son effet
hypolipidémique n’est pas clair mais il peut impliquer 1’action de I’insuline pour la quelle elle
a montré un effet semblable.

Paradoxalement, on a remarqué une légére élévation du taux des triglycérides chez les
rats traités par MET a 500mg/kg, 'EBr a 250, I’EBr a 125 mg/kg, aprés I’installation du
diabete. Dés la deuxiéme semaine (début de traitement), on observe qu’il y’a une diminution
de taux des triglycérides jusqu’a la fin du traitement ou le taux devenue normale. Pour les
diabétiques traités par ’EBr a 500 mg/kg, aucune augmentation n’a été notée par rapport aux
témoins normaux. La faible évolution des triglycérides par I’EBr peut étre due a la diminution
de la synthése des acides gras ou 1’augmentation du catabolisme des LDL, (Boumaza ,2009).

En effet, ’EBr conduit a une amélioration du profil lipidiqgue semblable a celle
observée chez les rats diabétiques traités par métformine et les rats témoins. L’existence des
flavonoides dans Pistacia atlantica semble étre un facteur contribuant a 1’amélioration du
taux lipidique chez les rats diabétiques. Cette suggestion est supportée par Palsamy et ses
collaborateurs (2008) qui ont montré le méme effet chez des rats diabétiques traités par un
flavonoide qui est le resveratrole. De plus la baisse du taux des lipides pendant le diabete
diminue par conséquence le risque des complications cardiovasculaire (Eddouks et al., 2007).

Donc on peut conclure que Pistacia atlantica prévient aussi ces complications.
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Conclusion et perspectives

Il existe une évidence considérable a partir de plusieurs études, c’est qu’une
hyperglycémie continue semble augmenter non seulement les perturbations métaboliques,
mais aussi la production des radicaux libres. En absence d’une réponse compensatoire
appropriée par les antioxydants endogenes cellulaires, le systéme devient plus faible, et par
conséquent I’apparition du stress oxydant chez les diabétiques. Le stress oxydant résultant de
I’hyperglycémie est ultimement_responsable de 1’occurrence_des changements de 1’effet
d’insuline et le développement des complications diabétiques comme la néphropathie et les
maladies cardiovasculaires. L’une des solutions consiste donc a incorporer des composés
hypoglycémiants et a renforcer le systéme antioxydant par des composés antioxydants venant
des plantes.

La présente étude est réalisée pour évaluer I’effet de Pistacia atlantica Desf., plante
utilisée pour traiter, non seulement 1’hyperglycémie mais aussi le stress oxydant qui résulte
de cet état pathologique.

A la lumiére des résultats figurés, I’EBr des feuilles de Pistacia atlantica riches en
substances actives notamment les flavonoides est doué d’une activité antioxydante
intéressante et une activité antidiabétique remarquable (a certain dose). Par ailleurs, ces
résultats ont montré que la DL50 déterminée graphiquement a permis de classer les feuilles de
Pistacia atlantica Desf. dans la catégorie des substances non toxiques selon 1’échelle de
Hodge et Sterner ce qui justifie son utilisation empirique et constitue un réel avantage a sa
vulgarisation comme médicament non seulement contre le diabéte et les perturbations y
associées, mais aussi contre le stress oxydant résultant avec une probabilité émergeante
concernant la prévention des complications cardiovasculaires et rénales.

Ces résultats reste préliminaire ce qui nécessite d’autres études approfondies pour
mieux se concentrer sur les effets révélés. D es études a I’échelle moléculaire sont nécessaires
pour déterminer, d’une part les composes des feuilles de Pistacia atlantica Desf. qui peuvent
étre responsables de tels effets et d’autre part, le mécanisme absolu par lequel ces composées

accomplissent leurs réles.
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Résumé

La présente étude vise a évaluer I’activité antioxydante des différents extraits, 1’effet toxique
et antidiabétique de 1’extrait brut (EBr) des feuilles de Pistacia atlantica Desf, plante utilisée comme
remedes traditionnels pour le traitement du diabete en Jordanie. Les feuilles ont été soumises a une
extraction et fractionnement pour avoir les différentes extraits : aqueux (EAQ), brut (EBr), éther
diéthylique (EEde), acétate d’éthyle (EAe), le n-butanol (END) et de fraction résiduel aqueuse (EAQ*).
L’analyse quantitative a montré une présence importante des polyphénols et des flavonoides dans les
feuilles de Pistacia atlantica. L’extrait brut (EBr) contient 340.58 + 31.83 g éqivalent acide gallique
(EAG)/mg d’extrait alors que I’EEde) contient la teneur la plus élevée en polyphénols (967.09 +47.05
ug EAG/mg d’extrait). L’évaluation de D’activité antioxydante a révélé, non seulement, un effet
piégeur significatif du radical DPPH, mais aussi une inhibition élevée de 1’oxydation couplée de B-
carotene/acide linoléique (p<0.001), comparativement aux antioxydants standards (acide gallique et
BHT). De plus, 1’étude de la toxicité aigué a montré que les feuilles de Pistacia atlantica est non
toxique avec une DL, égale & 11.380 g/kg du poids corporel. Dans un autre coté, le traitement de
diabete de typel (induit expérimentalement chez des rats Wistar albinos par une injection unique de la
streptozotocine a raison de 60 mg/kg ) pendant trois semaines avec 1I’EBr de dose de 500 mg/kg, 250
mg/kg, et 125 mg/kg a permis d’établir une diminution remarquable de la glycémie (a dose de 250
mg/kg) accompagnés d’ un maintien de profil lipidique (cholestérol et triglycérides) et une
augmentation modérée de poids corporel par rapport aux rats témoins normaux, ainsi une diminution
non significative de la glycémie pour les doses de 500 mg/kg et 125 mg/kg. L’ensemble de ces
résultats suggérent que 1’effet antioxydant important des feuilles de Pistacia atlantica Desf, et 1’usage
prolongé comme un agent antidiabétique peut constituer une ressource naturelle de nouvelle substance
utilisée contre le diabéte associé au stress oxydant.

Mots clés : Pistacia atlantica Desf, diabete, antioxydants.
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