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Résumé

Les activités anti-inflammatoire et antioxydante de 1’extrait méthanolique des fruits,
éthanolique et aqueux de feuilles de Pistacia lentiscus ont été étudiés in vivo et in vitro
respectivement.

Le traitement locale de I’cedéme de 1’oreille par 2 mg d’extrait méthanolique des fruits ou
I’extrait éthanolique des feuilles induit une diminution trés significative (p<0,001) de
I’inflammation par rapport au groupe témoin, de 70 % et 65 % respectivement. L’extrait
aqueux des feuilles donne un effet inhibiteur plus faible (51 %), mais presque égal a celui de
I’indométacine aux doses utilisées.

Le traitement par 200 mg/kg d’extrait alcoolique des fruits et des feuilles par voie orale
provoque une inhibition de 56 % et 46 % de la perméabilité vasculaire respectivement.
L’extrait aqueux des feuilles de Pistacia lentiscus provoque une plus faible inhibition de 28 %.
L’effet des extraits sur la pleurésie induite par la carrageenane montrent que I’administration
orale de 400 mg/kg d’extrait méthanolique des fruits, éthanolique ou aqueux des feuilles
provoque une diminution significative dans le développement de la pleurésie et la migration
des PMNss.

L’effet antioxydant des mémes extraits sont testés in vitro en utilisant les tests du DPPH, la
chélation des métaux et le test de B-caroténe/acide linoléique montre que ces extraits
possédent une forte activité scavenger de radical DPPH et une forte capacité¢ d’inhiber la
peroxydation lipidique. Cependant, seuls les extraits alcooliques des fruits et des feuilles ont

un effet sur la chélation des métaux.

Mots clés : Inflammation, antioxydation, Pistacia lentiscus.



Summary

The anti-inflammatory and antioxidant of methanolic extract of the fruits, ethanolic and
aqueous extracts of leaf of Pistacia lentiscus were studied in vivo and in vitro respectively.
Local treatment of edema ear with 2 mg of methanolic extract of fruits or ethanolic extract of
leaves induced a significant decrease (p <0.001) in inflammation compared to the control
group, 70% and 65% respectively. The aqueous extract of the leaves gives a lower inhibitory
effect (51%), but almost equal to that of indomethacin at used doses.

Treatment with 200 mg / kg of alcoholic extract of fruits and leaves orally causes an
inhibition of 56% and 46% in vascular permeability respectively. The aqueous extract of
leaves of Pistacia lentiscus caused a lower inhibition, only 28%.

The effect of extracts on carrageenan-induced pleurisy show that oral administration of 400
mg/kg of methanolic extract of the fruits, ethanol or aqueous extracts of leaves causes a
significant reduction in the development of pleurisy and migration of PMNs.

The antioxidant effect of the same extracts are tested in vitro using the DPPH test, metal
chelating and B-caroténe/linoleic acide test shows that these extracts possess strong DPPH
radical scavenger activity and high capacity inhibit lipid peroxidation. However, only the

alcoholic extracts of fruits and leaves have an effect on the metal chelating.

Keywords: inflammation, antioxidation, Pistacia lentiscus.
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Abréviations

BHT : Butylated Hydroxy Toluéne

CAT : Catalase

EDTA : Ethylene Diamine Tetra acetic Acid
GPx : Glutathion peroxydase

IC50 : 50% inhibitory concentration

ICAM : Intercellular Adhesion Molecule

Ils : Interleukines

LT : Leucotriéne

NF-kB : Nuclear Factor-kappa B

PAMPs : Pathogen-associated molecular pattern
PKC : Protéine Kinase C

PMNs : Polymorphonucléaires neutrophiles
PRR : Pattern Recognition Receptors

SOD : Superoxyde dismutase

TNF : Tumor Necrosis Factor

TPA : 12-O-tétradécanoylphorbol-13-acétate

VCAM : Vascular Cell Adhesion Molecule
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Introduction

L'inflammation est un processus habituellement bénéfique : son but est d'éliminer 1'agent
pathogene et de réparer les 1ésions tissulaires. Parfois l'inflammation peut étre néfaste du fait
de l'agressivit¢ de l'agent pathogéne, de sa persistance, du siége de l'inflammation, par
anomalies des régulations du processus inflammatoire, ou par anomalie quantitative ou
qualitative des cellules intervenant dans l'inflammation. D’un autre c6té, la surproduction des
especes réactives d’oxygenes au-dela des capacités antioxydantes des systémes biologiques
donne lieu au stress oxydant qui est impliqué dans 1’apparition de plusieurs maladies allant de
I’artériosclérose au cancer tout en passant par les maladies inflammatoires, les ischémies et le
processus du vieillissement. Cependant, 'utilisation de substances chimiques de synthése
anti-inflammatoires ou antioxydantes est accompagnée toujours d’effets secondaires
indésirables, alors que 1’utilisation de composés phytochimiques s’avére utile et sans effets
secondaires.

La phytothérapie a été utilisée depuis des siécles pour traiter les affections. Tisanes,
décoctions, emplatres ont été utilisés avec succes. En Algérie, les plantes sont utilisées depuis
longtemps et leur utilisation s’inspire d’expériences des populations ainsi que de la médecine
arabe classique. Cependant, cette utilisation ne suit pas des régles précises et ne tient pas
compte des nouvelles nécessitées de la thérapeutique actuelle.

Beaucoup d’études se sont intéressées a I’étude des plantes utilisées en médecine
traditionnelle.

C’est dans ce but s’inscris notre travail qui consiste a évaluer 1’activité anti-inflammatoire et
antioxydante des extraits des fruits et des feuilles de Pistacia lentiscus L, connu en Algérie
sous le nom de Darou, cette plante est utilisée en médecine traditionnelle algérienne comme
un agent astringent, expectorant et cicatrisant. A notre connaissance, il n’existe pas des
précédents travaux sur I’activité anti-inflammatoire de Pistacia lentiscus, et trés peu sur son
activité antioxydante.

Pour ce faire, 1’évaluation de I’activité anti-inflammatoire des extraits de Pistacia lentiscus
par les modeles d’inflammation aigu€, cedéme de 1’oreille et la perméabilité vasculaire chez la
souris, ainsi que la pleurésie chez le rat ont été réalisés dans un premier temps.

L’activité antioxydante des mémes extraits a été évaluée par les tests DPPH, chélation du fer

ferreux, et B-caroténe dans un deuxi¢éme temps.
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I. L’inflammation

La réponse inflammatoire est une réponse adaptative engendrée en réponse a des stimuli
nocifs telle qu'une infection ou une agression tissulaire. Elle nécessite une régulation fine,
généralement bénéfique, elle conduit a I’élimination d’éventuels pathogenes et au retour a
I’homéostasie du tissu 1ésé. Une régulation défectueuse peut engendrer des dommages
irréversibles. Une réponse insuffisante conduit a une immunodéficience pouvant entrainer une
infection secondaire ou méme un cancer. Exacerbée, au contraire, elle augmente la morbidité
et la mortalité dans des pathologies comme I’arthrite thumatoide, la maladie de Crohn ou
encore le diabéte. Mal controlée, I’inflammation peut s’étendre au reste de 1’organisme via la
circulation sanguine. Elle peut alors conduire a des dommages tissulaires irréversibles locaux
ou généralisés, parfois a un choc septique entrainant dans les cas les plus graves le déces
(Nathan, 2002; Barton, 2008).

La réponse inflammatoire est associée au systéme immunitaire, qui peut-&tre divisé en deux
branches interconnectées. L’ immunité innée est la plus ancienne. Elle est présente chez tout
organisme pluricellulaire. Les cellules du systéme immunitaire inné possédent des récepteurs
PRR et des voies de signalisation hautement conservés pour détecter et réagir face a une
infection ou a une blessure. La détection de ces signaux exogénes d’origine microbienne, les
PAMPs, ou endogenes, les alarmines (Bianchi, 2007), va conduire a I’initiation de la cascade
inflammatoire et a I’activation d’une réponse immunitaire acquise ou adaptative (Barton,
2008; Medzhitov, 2008). La réponse inflammatoire se déroule en quatre étapes : la
reconnaissance des signaux de danger, le recrutement de cellules sur le site d’infection,
I’¢limination du pathogene et la résolution de I’inflammation conduisant & un retour a
I’homéostasie et a la cicatrisation du tissu 1ésé (Barton, 2008). En absence d’une résolution,

s’installe une inflammation chronique.

I.1. L’inflammation aigue

Il s'agit de la réponse immédiate a un agent agresseur, de courte durée (quelques jours a
quelques semaines), d'installation souvent brutale et caractérisée par des phénomenes
vasculoexsudatifs intenses. Les inflammations aigués guérissent spontanément ou avec un
traitement, mais peuvent laisser des séquelles si la destruction tissulaire est importante

(Charles et al., 2010). L’inflammation aigue se constitue en trois phases :



1.1.1. Phase vasculaire

Il s’agit d’une vasoconstriction artériolaire, trés bréve de quelques secondes. Elle est due a
I’action du systéme sympathique, et est trés rapidement ressentie puisque douloureuse,
expliquée par la libération d’histamine, de sérotonine et de kinine, l’excitabilité des
terminaisons nerveuses en est la conséquence et va conforter le processus douloureux. Cette
constriction n’est pas innocente sur les plaquettes présentes dans la circulation, laquelle est
perturbée. Ces plaquettes vont alors s’activer. Trés vite a cette vasoconstriction, va faire suite
une vasodilatation des vaisseaux sanguins. Le débit local est augmenté et la perméabilité des
capillaires est exacerbée, ce qui explique I’extravasion des cellules sanguines (diapedese)
(Figure 1). Ce qui explique en partie la constitution de la chaleur et de la rougeur. La

migration des cellules s’accompagne d’un transfert de plasma qui crée I’cedeme.
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Figure 1: Formation du transsudat et d’exsudat (Kumar et al., 2007).



I.1.2. Phase cellulaire (recrutement des leucocytes)

Les phénomenes vasculo-exsudatifs initiaux permettent I'arrivée dans le foyer inflammatoire
des leucocytes. Les premiers sur place (environ 6 heures) sont les polynucléaires. Le plus
souvent, les polynucléaires sont progressivement remplacés sur le site inflammatoire par les
cellules monocytes. Parmi celles-ci, les macrophages ont pour fonction d'assurer la détersion
grace a leur capacité de phagocytose. Il s'y associe des lymphocytes et des plasmocytes qui
participent a la réponse immune spécifique de I'antigéne (Nathan, 2002).

L’afflux des cellules, fait que celles-ci vont d’abord se marginaliser sur le site de 1’agression
en environ 30 minutes. C’est & ce moment qu’on pourra constater « in situ » la présence de
polynucléaires neutrophiles, lesquelles sont plaqués le long des cellules endothéliales de
I’endroit concerné. Ces cellules vont traverser la paroi, grice a de nombreux facteurs
attractants comme 1’IL8, C5a et LTB4 (Figure 2). Ces cellules vont en effet ingérer les
¢léments 1ésés. Cette fonction n’est pas simple. Elle repose sur la dégranulation des
composants internes de la cellule. Ceci conduit a la sécrétion des protéases (€lastase et
collagénase), et la libération des radicaux libres. Les PMNs vont contribuer a 1’éradication des
corps étrangers (s’il y a lieu) ou des tissus 1ésés (en cas de traumatisme par exemple). Dans ce
type de situation, la réaction va s’arréter mais ceci n’est pas toujours le cas et les macrophages
dont le pouvoir phagocytaire est important, vont intervenir. Ceci constitue le passage de la
réaction inflammatoire proprement dite a la réaction immunitaire et la mise en place des

processus inhérents (Charles et al., 2010).

1.1.3. Phase de résolution

La phase de résolution, dite de réparation, dépond du degré des I€sions tissulaires. En effet,
dans les conditions les plus favorables, les agents agresseurs sont ¢liminés par les PMNs, et
les produits de dégradation ainsi que les débris cellulaire sont phagocytés par les macrophages.
Les macrophages vont alors sécréter des cytokines et des médiateurs qui vont induire la phase
de cicatrisation et de régénération tissulaire. Le retour a un état physiologique consiste dans
un premier temps en la réparation de I’endothélium par les cellules endothéliales elles-mémes,
ces cellules pouvant produire et remodeler les éléments de leur stroma (collagene de type I et
IIT) ou de leur lame basale (collagéne de type IV et V, laminine). Si I’atteinte est plus sérieuse
et entraine une destruction du tissu atteint, d’autres cellules vont intervenir pour réparer le
nouveau tissu. Les macrophages vont participer a 1’angiogenése, mais ce sont surtout les
fibrocytes puis les fibroblastes qui vont produire les protéines matricielles des tissus

intercellulaires, comme le collageéne, la fibronectine et la laminine pour permettre la
3



reconstruction des tissus. Le systéme de I’angiogenése est ainsi remis au repos et la réaction

inflammatoire peut s’éteindre (Weill et al., 2003).
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Figure 2 : Processus de migration des neutrophiles a travers les vaisseaux sanguins (Kumar et

al., 2007).

I.2. L’inflammation chronique :

Morphologiquement, l'inflammation chronique est définie par la présence de lymphocytes,
macrophages, et plasmocytes dans les tissus. Dans de nombreux cas, la réponse inflammatoire
chronique peut persister pendant de longues périodes (plusieurs mois ou années). Elle est
considérée comme é&tre causé par I’engagement persistant des réponses de I’immunité innée et
acquise, comme dans la polyarthrite rhumatoide, rejet de l'allogreffe chronique, dans la
bérylliose, et dans l'inflammation granulomateuse. Il est prouvé que les macrophages dans ces
Iésions produisent une série de médiateurs pro-inflammatoires qui activent les fibroblastes
pour fixer le collagéne et activer les autres macrophages et lymphocytes pour libérer des
médiateurs responsables des réponses inflammatoires. L’inflammation chronique est
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initialement déclenchée par des réponses vasculaires qui impliquent I'apparition de molécules
d'adhésion sur la surface des cellules endothéliales qui vont spécifiquement entrainer
'adhésion des lymphocytes et des monocytes, et permettent leur transmigration dans le
compartiment extravasculaire (Charles et al., 2010). Tout comme dans la réponse
inflammatoire aigué€, les lymphocytes et les monocytes, subissent un processus d'activation
qui favorisent l'adhérence et la transmigration de ces cellules dans le compartiment
extravasculaire. En tout type de réponse inflammatoire, les différences entre les types de
molécules d'adhésion exprimées sur les cellules endothéliales détermineront le type de

leucocytes qui migrent (Nourshargh et al., 2006; Charles et al., 2010).

1.3. Médiateurs solubles et cellulaires de I'inflammation

1.3.1. Médiateurs solubles

Certains de ces médiateurs existent sous forme inactive, avant toute lésion tissulaire, cette
derni¢re ne faisant qu'activer ces molécules; d'autres sont synthétisés ou libérés a partir de
différentes populations cellulaires. Leurs actions sont multiples, souvent redondantes et
intégrent les voies de la coagulation, de l'immunité innée, de 1'hématopoicse et du systéme
nerveux (Kumar et al., 2007; Charles et al., 2010 ).

Les protéases plasmatiques comprennent le complément (activation par la voie classique ou
par la voie alterne en fonction des stimuli, produisant des fragments chémoattractants tels que
le C3a et le C5a), les kinines dont la cascade est initiée par différentes lésions tissulaires
exposant du collagéne ou des membranes basales et permettent d'activer le facteur XII, enfin
des facteurs protéiques de coagulation et de fibrinolyse activant également le facteur XII qui
génere de la plasmine, elle-méme responsable de la production de médiateurs inflammatoires
(Charles et al., 2010). Le tableau 1 résume 1’origine et les effets des plus importants

médiateurs chimiques de I’inflammation.

1.3.2. Médiateurs cellulaires de l'inflammation aigué

Plusieurs types cellulaires interviennent dans la réaction inflammatoire. Les cellules les plus
importantes sont les PMNs qui sont attirés au niveau des 1ésions tissulaires par la présence des
médiateurs précoces de l'inflammation (leucotrieénes, C5a). Cette attraction nécessite au
préalable des interactions entre les cellules endothéliales et les neutrophiles qui, en plusieurs
¢tapes, €tablissent des contacts grace a des molécules d'adhésion (CD62L, CD11, CD18) qui
se lient a des protéines membranaires des cellules endothéliales (Kumar et al., 2007). Dans le

site inflammatoire, ces polynucléaires neutrophiles s'activent et dégranulent, en réponse a
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Tableau 1. Origines cellulaires et effets des principaux médiateurs impliqués dans le
développement de la réaction inflammatoire (Rankin, 2004).

Médiateurs Origine cellulaire Effets
Histamine Mastocytes, basophiles, éosinophiles et Assure la vasodilatation, augmente la perméabilité
plaquettes. vasculaire, induit I’expression des molécules
d’adhésion sur I’endothélium vasculaire.
Sérotonine Mastocytes et plaquettes. Augmente la perméabilité vasculaire, dilate les

Platelet activating
factor (PAF)

Kalicréine
Plasmine
Leucotriénes :

-LTC,4, LTDy, LTE,

-LTB4

Prostaglandines

Bradykinine

Facteur de Hagman
(XID)

Thrombine

Fibrine

L’IL-8

C3a

C5sa

Plaquette, neutrophiles, monocytes et
cellules endothéliales.

Présente dans le plasma

Présente dans le plasma

Essentiellement par les leucocytes

Essentiellement par les leucocytes

Essentiellement par les leucocytes

Présente dans le plasma sous forme de

kininogénes.

Présent dans le plasma et est activé par
I’adhésion des plaquettes.

Présente dans le plasma

Présente dans le plasma, formée a partir du

finbrinogéne

Monocytes, macrophages, plaquettes et
lymphocytes.

Fraction C3 du complément inactif.

Fraction C5 du complément inactif

capillaires et stimule la contraction des muscles lisses.

Vasodilatation, augmente 1’adhésivité de la paroi
vasculaire, stimule la bronchoconstriction,
I’aggregation des plaquettes et la libération des
médiateurs qu’elles renferment, induit la production
des ROS et la libération des enzymes lysosomiales
par les neutrophiles, les éosinophiles et les
macrophages.

Transforme et active le systeme des Kinines

Clive le composant du complément C; pour générer le
C3aetle C3b

Augmente la perméabilité des micro- vaisseaux.

Augmente la perméabilité vasculaire et le flux
sanguin local, induit la libération des enzymes
lysosomiales et la production des ROS et attire et
active les cellules inflammatoires.

Provoquent la vasodilatation, renforce 1’action de
I’histamine, de la bradykinine et des leucotriénes,
augmente la sensitivité des neurones et est
responsable de la douleur.

Accroit la vasodilatation, la perméabilité vasculaire et

stimule la contraction des muscles lisses.

Impliqué dans la cascade de coagulation.

Catalyse la transformation du fibrinogéne en fibrine et
induit la libération de la sérotonine des plaquette.

Intervient dans la formation du caillot sanguin.

Chimiotactisme des neutrophiles, des monocytes et
des macrophages. Induit la libération des enzymes
lysosomiales et la production des ROS. Intervient
dans la réparation tissulaire

Provoque la dégranulation des mastocytes.
Provoque la dégranulation des mastocytes et des

neutrophile, exerce un effet chimiotactique en vers les
phagocytes et stimule la contraction du muscle lisse.




différents médiateurs solubles déja évoqués (C5a, leucotriénes, facteurs d'activation des
plaquettes, histamine), augmentent leur production d'enzymes oxydatives et leur capacité a
phagocytoser sous l'effet des leucotrienes, de facteurs de croissance hémopoiétiques tels que
le G-CSF et le GM-CSF, du TNF et de I'Interleukine 8 (Charles et al., 2010).

D'autres cellules sont attirées sur le site de I'inflammation et participent a la constitution de
l'infiltrat inflammatoire : les monocytes migrent et deviennent des macrophages activés
capables de phagocytose, de production de protéines antibactériennes et de médiateurs pro-
inflammatoires. Les éosinophiles sont également recrutés au site de l'inflammation aigu€, en
particulier lorsque celle-ci est le fait d'une réaction allergique respiratoire, gastro-intestinale
ou cutanée. Les plaquettes contribuent au processus inflammatoire par la libération de
nombreux médiateurs incluant le fibrinogéne, le plasminogene, des protéases plasmatiques
ainsi que de la sérotonine. Enfin, les lymphocytes B et T produisent les cytokines pro-
inflammatoires, initient la réponse immunitaire adaptative et contribuent a l'activation des
PMNSs par la production d'immunoglobulines par les B-lymphocytes (Kumar et al., 2007;
Charles et al., 2010).

I.4. Pathologies inflammatoires

De nombreuses maladies inflammatoires sont liées a des mécanismes considérés comme
dysimmunitaires, a savoir les maladies auto-immunes systémiques et localisées, les maladies
auto-inflammatoires, les affections inflammatoires de mécanisme indéterminé notamment, des
affections iatrogénes ou paranéoplasiques dont le mécanisme n'est pas auto-immun (Charles

et al., 2010). Quelques exemples sont rapportés dans le tableau 2.

Tableau 2. Exemples de maladies li¢es a I’inflammation (Nathan, 2002).

Désordres dans les quelles le role pathogénique principal revient a I'inflammation

Asthme Polyarthrite rhumatoide
Artériosclérose Arthrose

Goutte Thyroidite d'Hashimoto
Maladie d’ Alzheimer Lupus érythémateux disséminé
Eczéma Maladie de Crohn

Maladies d’origine infectieux dans les quelle I'inflammation contribue dans la pathologie
Hépatite C Tuberculose

Tuberculose Dysenterie bactérienne

Maladies d’origines divers dans les quelles la fibrose poste inflammatoire est la cause
principale de la pathologie

Fibrose pulmonaire idiopathique Bilharziose
Cirrhose hépatique poste virale ou alcoolique




1.5. Anti-inflammatoires

1.5.1. Anti-inflammatoire non stéroidiens

Les anti-inflammatoire non stéroidiens (AINS) sont une des classes thérapeutiques les plus
utilisées dans le monde en raison de leurs propriétés anti-inflammatoires, anti-pyrétique et
antalgiques. Actuellement, il y a plus de 50 différents AINS sont sur le marché mondial.

Le mécanisme d’action des AINS a été précisé par les travaux de Vane en 1971, il repose en
grande partie sur I’inhibition compétitive, réversible ou non, de la cyclooxygénase, enzyme
qui permet la production de prostaglandine a partir de 1’acide arachidonique. Cette
caractéristique commune a tous les AINS conduit & une diminution de la production des
prostaglandines (notamment la PGE2 et la PGI2), importants médiateurs de 1’inflammation
(Figure 3). Méme si d’autres modes d’action existent, cette activité explique largement les
propriétés pharmacologiques et thérapeutiques des AINS, mais aussi une partie de leurs effets
secondaires en raison du rdle ubiquitaire et des fonctions physiologiques des prostaglandines
(Nicolas et al., 2001). Ainsi, la production exagérée de prostaglandines en situation
pathologique participe a l’inflammation (vasodilatation, augmentation de la perméabilité
capillaire) et a la douleur (sensibilisation des nocicepteurs) alors que sa production basale
permet 1’homéostasie tissulaire (production de mucus, de bicarbonates et maintien du flux
sanguin sous muqueux gastrique, maintien de I’hémodynamique rénale en cas
d’hypoperfusion en particulier). L’inhibition de la synthése des prostaglandines par les AINS
semblait donc, jusqu’a récemment, devoir obligatoirement s’accompagner d’effets favorables

et déléteres (Blain et al., 2000).

Phospholipides membranaires

Hydroperoxydes Acide arachidonique
Réactions catalysées
par les cyclooxygénases
Leucotriénes PGG2
P AINS
Prostaglandines Prostacycline PGI2 Thromboxane A2

PGD2, PGEI, PGFlu

Figure 3: mécanisme d’action des AINS (Nicolas, 2001).



1.5.2. Anti-inflammatoires stéroidiens

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) constituent une vaste famille de médicaments
dérivés du cortisol, principal glucocorticoide surrénalien. Les glucocorticoides sont des
substances dérivées du cholestérol, dont la production est stimulée par I’ACTH libérée selon
un cycle nycthéméral par le lobe antérieur de I’hypophyse.

Dans les tissus cibles, les glucocorticoides se fixent a leurs récepteurs des glucocorticoides
(GR) du cytoplasme de la cellule. Aprés quoi, le complexe récepteur-ligand formé pénétre
dans le noyau cellulaire ou il se fixe a de nombreux ¢léments de réponse aux glucocorticoides
dans la région du promoteur des genes-cibles. Le récepteur, ainsi fixé a la molécule d'ADN
interagit avec les facteurs de transcription basiques, provoquant une augmentation de
'expression génique de geénes-cibles spécifiques. Ce processus est appelé transactivation et
conditionne la plupart des effets secondaires métaboliques et cardiovasculaires des
glucocorticoides (Figure 4).

Le mécanisme opposé est appelé transrépression. Le récepteur hormonal activé interagit avec
des facteurs de transcription spécifiques et prévient la transcription des geénes-cibles. Les
glucocorticoides sont capables d'empécher la transcription de tous les génes immuns, incluant
celui codant IL-2 (Barnes, 1998).

Les glucocorticoides ordinaires ne font pas de différence entre la transactivation et la
transrépression, et influencent a la fois les génes immuns "voulus" et ceux "non voulus"
régulant les fonctions métaboliques et cardiovasculaires. Actuellement, les efforts de
recherche visent a découvrir des glucocorticoides agissant sélectivement qui seraient capables

de ne réprimer que le systéme immunitaire (Henzen, 2003).
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Figure 4 : Mécanisme d’action des glucocorticoides (Barnes, 1998).



1.5.3. Anti-inflammatoires d’origine végétale

Le nombre de composés phytochimiques, trouvé dans le régne végétal est trés vaste, et leur

spectre d'activité est tout aussi grand. Certains de ces composés phytochimiques ont des

propriétés anti inflammatoire. Beaucoup sont présumés agir en bloquant les voies de la

cyclooxygénase et la lipoxygénase ainsi que par d'autres mécanismes. Quelques exemples de

plantes douées d’activités anti-inflammatoires sont cités dans le tableau 3.

Tableau 3. Exemples de plantes médicinales douées d’activités anti-inflammatoires (Barnes,

1998).
Co . ..., | Nom o .
Nom scientifique Famille Partie utilisée Utilisation
commun

Zingiber officinale Zingiberaceae | Rhizome Gingembre arthrose,  migraine,  douleurs
rhumatismales

Helleborus orientalis | Ranunculaceae | Racines Lenten-rose Oedemes, douleurs rhumatismales

Urtica dioica Urticaceae Feuilles, Ortie Rhinite allergique, eczéma goutte,

Racines douleurs rhumatismales

Laurocerasus Rosaceae Feuilles Laurier Fiévre,  pharyngite,  douleurs

officinalis R. d’estomac, hémorroides

Curcuma longa Zingiberaceae | Rhizome Curcuma Douleurs rhumatismales, lupus
systémique, psoriasis, infections
rénales

Nerium oleander L. | Apocynaceae | Fleures Laurier rose Douleurs, maux de téte

Harpagophytum Pédaliacées Tubercule Griffe du diable | Arthrose, lombalgie, neuvralgie,

procumbens maux de téte, fievre

Rhododendron Ericaceae Feuilles Rhododendron Oedémes, états grippaux, mal de

ponticum L. pontique dents

Juglans regia L. Juglandaceae | Feuilles, fruits | Noyer commun | Douleurs rhumatismales, fievre,
eczéma. Malaria

Oenothera biennis Onagraceae Graines Onagre Douleurs rhumatismales,

bisannuelle
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I1. Stress oxydant

Le stress oxydatif apparait dans une cellule quand 1’équilibre entre les espéces pro-oxydantes
et anti-oxydantes est rompu en faveur des pro-oxydants.

Dans les systémes vivants, une production physiologique d’espéces réactives de 1’oxygene
(ROS) se fait de maniére continue. Dans des conditions pathologiques ou provoquées par des
facteurs exogeénes, une surproduction de ces réactives est possible. Les défenses anti-
oxydantes, dont une partie est dépendante de I’alimentation, peuvent étre insuffisantes pour
empécher les dégats cellulaires que peuvent causer les radicaux libres de 1’oxygeéne (Valko et

al., 2007)

I1. 1. Espéces réactives de I’oxygene

Les espéces réactives de I’oxygeéne (ROS) sont une famille d’entités chimiques regroupant les
les radicaux libres oxygénés [anion superoxyde (O,*), radical hydroxyle (HO®), monoxyde
d’azote (NO®) ...] et les dérivés non radicalaires dont la toxicité est importante [anion
peroxyde (0,%), peroxyde d’hydrogéne (H,0,), peroxynitrite (ONOO")].( Novelli, 1997 )

On peut distinguer les radicaux primaires, qui ont un role physiologique particulier et les
radicaux secondaires, issus de la réaction des radicaux primaires avec des entités
biochimiques cellulaires tels que lipides, protéines, glucides...(Favier, 2003).

A T'état fondamental le dioxygene est un biradical avec deux électrons célibataires a spins
paralléles placés dans des orbitales antiliantes, *O=0°. L'oxygéne moléculaire est
relativement peu réactif car il réagit seulement avec les molécules ayant comme lui un ou
deux électrons célibataires a spins paralléles.

L'anion superoxyde, O,"", est un radical avec un électron célibataire. Il est moins stable et plus
réactif que l'oxygene moléculaire car il possede trois électrons sur des orbitales antiliantes du
fait que 1’électron supplémentaire se place dans une orbitale antiliante. L’anion peroxyde, O,
n’est pas un radical. Cependant il est treés instable du fait de I’existence d’un quatriéme
¢lectron dans une orbitale antiliante. Dans 1’eau, I’anion peroxyde se transforme en peroxyde
d’hydrogene (H»0,), par acquisition de deux protons. L’eau oxygénée joue un role tres

important dans les réactions radicalaires car elle peut donner le radical HO®.

I1.2. Principales sources des ROS

Les ROS sont produits continuellement a* I'intérieur et a l'extérieur de la cellule eucaryote par

divers mécanismes (figure 5). On parle donc de sources endogenes et de sources exogenes.
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I1.2.1. Sources exogenes des ROS

Les radiations X ou gamma peuvent par différents mécanismes faire apparaitre des radicaux
libres en scindant la molécule d’eau en deux radicaux. Les rayonnements UV sont capables de
produire des anions superoxydes ou de I’oxygeéne singulet aprés activation des
photosensibilisants.

Une large variété de xenobiotiques (toxines, pesticides, herbicides, etc...) et médicaments
(antibiotiques, anticancéreux, etc...) peuvent contribuer a la production des ROS qui se

forment comme un des produits de leur métabolisme (Valko et al., 2007).

I1.2.2. Sources endogénes des ROS

Dans la cellules, de nombreux systémes enzymatiques sont capables de générer des oxydants :

(Salvayre et al., 2003)

- Les NAD(P)H oxydases sont des enzymes présentes dans la paroi vasculaire et qui générent
0,°* en utilisant NADH ou NADPH comme substrat.

- La xanthine-oxydase joue un role important dans la production des ROS (particuli¢rement
02" et H,0y), lors de I’ischémie/reperfusion.

- Lors du métabolisme de I’acide arachidonique, ce dernier peut étre oxydé soit par les
cyclooxygenases, soit par les lipooxygenases (métallo-enzymes a fer), pour former entre
autre des hydroperoxydes qui sont des précurseurs de leucotriénes, puissants médiateurs de
I’inflammation.

De plus, dans ’organisme, ’oxygéne est réduit a 95 % dans les mitochondries par voie

enzymatique en molécule non toxique comme H,O. Cependant, il peut subir une réduction

monoélectronique et former une espéce beaucoup plus réactive comme 1’anion superoxyde

0,*". Cet anion n’est pas le radical le plus délétére, cependant il peut donner naissance comme

indiquée précédemment a des espéces beaucoup plus réactives comme le radical hydroxyle

HO®. Ces ROS mitochondriales pourraient intervenir dans 1’oxydation des LDL (Valko ef al.,

2007).

I1.3. Dommage oxydatif aux lipides, protéines et ADN

A des concentrations ¢levées, les ROS peuvent étre d’importants médiateurs de dommages
aux structures cellulaires, lipides, protéines et acides nucléiques (Valko et al., 2006). Le
radical hydroxyle est connu pour réagir avec tous les composants de la molécule d'ADN,
d'endommager les bases puriques et pyrimidiques et aussi le désoxyribose (Halliwell et

Gutteridge, 1990).
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Figure 5. Voies de formation des ROS, processus de peroxydation des lipides et le réle de
glutathion (GSH) et autre antioxydants dans le mangement du stress (Valko et al.,

2007).
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La lésion de 1'ADN la plus étudiée est la formation de 8-OH-G. Les modifications
permanentes du matériel génétique résultant de ces dommages oxydatifs représente la
premicre étape impliquée dans la mutagenése, la carcinogenese et le vieillissement (Valko et
al., 2007).

Les modifications oxydatives des protéines par les ROS provoquent I’introduction d’un
groupement carbonyle dans la protéine. Ces réactions d’oxydation sont fréquemment
influencées par les cations métalliques comme le Fe*" ou le Cu®". Les réactions d’oxydation
de protéines peuvent étre classées en deux catégories : d’une part, celles qui coupent les
liaisons peptidiques et modifient la chaine peptidique, et d’autre part, les modifications des
peptides par addition de produits issus de la peroxydation lipidique comme le 4-HNE (4-
Hydroxynonenal). De telles modifications conduisent généralement a une perte de fonction
catalytique ou structurale des protéines affectées et deviennent généralement plus sensibles a
I’action des protéases et sont donc éliminées. L.’oxydation de la cystéine est réversible mais
peut également perturber les fonctions biologiques du GSH ou de certaines protéines (Valko
et al., 2007).

Les acides gras polyinsaturés sont les cibles privilégiées des ROS. Plus I’acide gras est
insaturé et plus il est susceptible d’étre peroxydé. Il s’agit d’un enchainement de réactions
radicalaires organisées en trois phases successives (Halliwell et Gutteridge, 1999). La phase
d’initiation consiste en la création d’un radical d’acide gras (L") a partir d’un acide gras (LH)
par soustraction d’un atome d’hydrogéne. Cette déshydrogénation peut étre provoquée par un
initiateur radicalaire tel que le OH" et le HOO". Le radical lipidique L’ subit ensuite un
réarrangement moléculaire pour donner un radical avec une structure diéne conjugué, plus
stable, qui peut réagir avec une molécule d’O, et former un radical peroxyle (LOO"). Ce
radical est suffisamment réactif pour arracher a nouveau, un hydrogéne a un acide gras
polyinsaturé voisin, propageant ainsi la réaction. Chaque radical Le peut étre a ’origine d’une
centaine de molécules d’hydroperoxyde avant que survienne la phase de terminaison.
L’hydroperoxyde lipidique (LOOH) formé peut étre oxydé en présence de métaux de
transition divalents de Fe* ou Cu®" et entrainer la formation d’alcalanes et d’aldéhydes
toxiques dont le MDA ou le 4-HNE (figure 5).

La réaction en chaine peut étre interrompue (phase de terminaison) par 1’association de deux
radicaux libres et la formation d’un composé stable ou le plus souvent par la réaction du

radical avec une molécule antioxydante (Delattre et al., 2005).
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I1.4. Défenses antioxydantes

Un antioxydant est toute substance qui, lorsqu'elle est présente a des concentrations faibles
par rapport a celle d'un substrat oxydable, retarde considérablement ou inhibe 1'oxydation de
ce substrat, qu’elle soit de nature enzymatiques et non enzymatique (Halliwell et Gutteridge,

1990).

I1.4.1.Antioxydants enzymatiques

Les organismes vivants disposent de systémes enzymatiques de défense qui les protégent des
dommages liés ROS. Ces défenses permettent de maintenir leur concentration a un taux basal.
En effet, elles possédent une grande affinité pour les ROS, avec lesquelles elles réagissent tres

rapidement pour les neutraliser. Comme elles fonctionnent en complémentarité.

11.4.1.1. Superoxydes dismutases

La superoxyde dismutase (SOD) est une métalloprotéine qui catalyse la dismutation du
superoxyde en oxygene et peroxyde d'hydrogéne. Ce dernier pourra étre pris en charge par
des enzymes a activité peroxydase. Il existe trois isoformes de SOD chez les mammiféres.
Une forme cytosolique et nucléaire associée aux ions cuivre et zinc, une forme mitochondriale
associée au manganése et une forme extracellulaire. Pour cette raison, cette enzyme
représente une partie importante du systéme de défense contre les radicaux libres (Valko et al.,

2007).

11.4.1.2 Catalase

La catalase est présente dans de nombreux tissus et particulierement abondante dans le foie et
les globules rouges. C’est un tétramere dont chaque unité porte une molécule d’héme et une
molécule de NADPH. La fixation du NADPH sur la catalase augmente sont efficacité et la
protége contre 1’inactivation (Kalpakcioglu et Senel, 2008).

Chez les mammiferes, la catalase est particulierement présente dans les peroxysomes. Elle
catalise la dismutation du peroxyde d’hydrogéne en H,O et O, empechant ainsi la formation
de radical hydroxyl.

La catalase permet également de détoxifier différents substrats, tels que les phénols et les

alcools par un couplage avec la réduction d’hydrogéne : RH; + H,O, — R + 2H,0

11.4.1.3 Glutathions peroxydases
La glutathion peroxydase est une enzyme formée de quatre sous-unités contenant chacune un
atome de sélénium incorporé dans une molécule de sélénocystéine. Elle est présente dans les

liquides extracellulaires et dans les cellules au niveau du cytosol et des mitochondries. Elle
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assure la transformation des hydroperoxydes organiques, lipidiques notamment, de type

LOOH en LOH (figure 5).

11.4.1.4. Thiorédoxines

Les thiorédoxines font 1’objet de nombreux travaux concernant leurs capacités antioxydantes
(Valko et al., 2007). Chez les Mammifgres, elles sont localisées dans les mitochondries, le
cytosol, et les peroxysomes, elles sont associées aux noyaux et aux membranes. Grace a leur
activité peroxydase, elles neutralisent le peroxyde d’hydrogene, le peroxynitrite et de
nombreux hydroperoxydes. Malgré une activité plus faible que les GPx ou la catalase, elles
pourraient jouer un réle majeur dans 1’élimination des hydroperoxydes, du fait de leur
quantité¢ importante (0,1 a 0,8 % de protéines soluble cellulaire) et de leur large distribution

dans la cellule (Favier, 2003).

I1.4.2. Antioxydants non enzymatiques

Cette classe regroupe des composés endogenes de faible poids moléculaire qui peuvent étre
soit des produit de synthése (glutathion) ou issus du métabolisme cellulaire (acide urique)
(Kohen et Nyska, 2002). Des protéines tel que la ferritine, la ceruloplasmine et 1’albumine
contribuent a" leur tour dans la défense antioxydante secondaire en chélatant les métaux de
transition permettant ainsi de prévenir la formation du radical hydroxyle via la réaction de

fenton (Martinez-Cayuela, 1995).

11.4.3. Antioxydants d’origine végétale

Plusieurs plantes utilisées en médecine traditionnelle sont douées de propriétés antioxydantes
remarquables (tableau 4). Les fruits et les légumes contiennent une grande variété
d’antioxydants comme la vitamine C, la vitamine E, les caroténoides, les oligoéléments et

surtout les polyphénols (Defraigne et Pincemail, 2008).

11.4.3.1. Vitamine E
La vitamine E est le nom commun utilisé¢ pour toutes les molécules possédant des activités
biologiques identiques a celles de la famille des tocophérols. La forme naturelle de la
vitamine E inclut quatre tocophérols isomeres a, P, vy, 0, avec une activité antioxydante
variable. L’ a-tocophérol est la forme la plus active de la classe des tocophérols. Sa structure
moléculaire comporte une extrémité hydrophile et une extrémité hydrophobe. Lors de
I’initiation de la peroxydation lipidique, suite a une attaque radicalaire, 1’a-tocophérol, connu
comme inhibiteur de la propagation de la peroxydation lipidique, céde son hydrogéne situé
dans le noyau phénolique, réduisant ainsi le radical RO, (Singh et al., 2005).
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11.4.3.2. Vitamine C

La vitamine C (acide ascorbique) n’est pas synthétisée par I’organisme. Elle est hydrosoluble
a la concentration physiologique. La vitamine C empéche I’oxydation des LDL produites par
divers systémes générateurs d’especes réactives de 1’oxygene (neutrophiles activés, cellules
endothéliales activées, myéloperoxydase). Lors de son oxydation en acide déhydroascorbique,
elle prend une forme radicalaire intermédiaire (radical ascorbyl) qui joue un role essentiel

dans la régénération de la vitamine E oxydée (Singh et al., 2005)

Tableau 4. Exemples de plantes médicinales douées d’activité anti-oxydantes (Moon et
Shibamoto, 2009).

Nom scientifique Nom commun Composés actifs
Glycyrrhiza glabra Réglisse glycyrrhizine
Zingiber officinalis Gingembre 6 - gingerdiols
Solanum lycopersicum Tomates rutine, acide ascorbique, acide

chlorogenique, lycopene

Glycine max Soja eugenol, maltol, alcool
benzylique
Thymus vulgaris Thyme thymol, carvacrol, terpinene
Rosmarinus officinalis Romarin acide carnosoique
Zanthoxylum piperitum Poivre noir arbutine , magnoflorine
Eucalyptus globulus Eucalyptus 1,8-cineole, benzaldéhyde
Syzygium aromaticum Giroflier eugenol, eugenyl acétate
Vitis vinifera Raisin Composés phénoliques

11.4.3.3. Antioxydants phénoliques

La propriété antioxydante des flavonoides la mieux décrite est leur capacité a piéger le radical
libres : radical hydroxyle, I’anion superoxyde et les radicaux peroxyles. Les flavonoides
inactivent et stabilisent les radicaux libres grace a' leur groupement hydroxyle (C;OH)
fortement réactif (Ghedira, 2005). Ils peuvent également protéger les membranes cellulaires

par leur action a différents niveaux sur la peroxydation lipidique.

11.4.3.4. Sélénium
Le sélénium est un constituant de la glutathion peroxydase, enzyme qui joue un role

intracellulaire antioxydant, voisin de celui de la vitamine E. cet effet antioxydant est capital
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dans la détoxication des radicaux libres produits par le métabolisme cellulaire. Cet effet de
détoxication serait responsable des effets anti-cancéreux et antivieillissement, attribués au

sélénium (Chia-Fung et al., 1995).

11.5.3.5. Zinc

Cet oligo-¢lément est I’un des cofacteurs essentiels de la SOD. La prise de zinc conduit a long
terme a I’induction de protéines antioxydantes comme les métallothionéines. Le zinc protége
¢galement les groupements thiols des protéines. Le zinc peut inhiber partiellement les réaction

de formation des ROS induites par le fer ou le cuivre (Parma et al., 2004)
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I11. Pistacia lentiscus

II1.1. Etude botanique

Pistacia lentiscus (Darou), est un arbrisseau de 1 a 3 métres (figure 6), a odeur résineuse forte
de la famille des Anacardiaceae (Coste, 1937). Elle est particulierement représentative des
milieux les plus chauds du climat méditerranéen que l'on retrouve en association avec
I’oléastre (olivier sauvage), la salsepareille et le myrte dans un groupement végétal nommé
"lI'Oléolentisque", mais également dans les boisements clairs a Pin d’Alep ou d'autres
formations de garrigues basses. En Algérie, on le retrouve sur tout type de sol, des zones
subhumides et semi-arides, plus précisément dans le bassin du Soummam en association avec
le pin d'Alep, le chéne vert et le chéne liege. Selon More et White (2005) cette espéce est
caractérisée par :

Ecorce: rougeatre sur les jeunes branches et vire au gris avec le temps. Quand on incise
1'écorce la plante laisse s"écouler une résine irritante non colorée a odeur forte.

Branches : tortueuses et pressées, forment une masse serrée.

Feuilles : persistantes, composées, possédant un nombre pair de folioles (4 a 10) d'un vert
sombre, elliptiques, obtuses, luisantes en dessus, glabres, coriaces et dont le pétiole est bordé
d'une aile verte.

Fleurs : unisexuées d’environ 3 mm de large se présentent sous forme de grappe, et tres
aromatiques, forment des racémes de petite taille a 'aisselle des feuilles. Les fleurs femelles
sont vert jaunatre et les fleurs males sont rouge foncé.

Fruit : est une baie globuleuse de 2 a2 3 mm, monosperme, remplie par nucléole de la méme
forme, d’abord rouge, il devient brunatre a sa maturité en automne (figure 6).

Mastic : L’incision du tronc de cet arbuste fait écouler un suc résineux nommé mastic qui,

une fois distillé, fournit une essence employée en parfumerie.

19



Arbuste de P. lentiscus Partie aérienne avec Fruit Fruit

Figure 6 : Description botanique de Pistacia lentiscus.

IIL.2. Activit¢é Pharmacologiques et effets thérapeutiques de

Pistacia lentiscus

Pistacia lentiscus est connue par ses propriétés médicinales depuis l'antiquité. En effet, la
décoction des racines séchées est efficace contre I’inflammation intestinale et d’estomac ainsi
que dans le traitement de 1’ulcére (Palevitch et Yaniv, 2000).

La partie aérienne est traditionnellement utilisée dans le traitement de 1'hypertension artérielle
grace a ses propriétés diurétiques (Scherrer et al., 2005).

Les feuilles sont pourvues d'activités anti-inflammatoire, antibactérienne, antifongique,
antipyrétique, astringente, hépatoprotective, expectorante et stimulante (Villar et al., 1987;
Magiatis et al., 1999; Janakat et Al-Meir, 2002; Kordali ef al., 2003; Paraschos et al., 2007).
Elles sont également utilisées dans le traitement 1’eczéma, infections buccales, diarrhées,
lithiases rénales, jaunisse, maux de téte, asthme et problémes respiratoires (Villar et al., 1987,
Ali-Shtayeh et al., 1998; Ali-Shtayeh et al., 2000; Lev et Amar, 2002).

Le mastic est connu par son effet analgésique, antibactérien, antifongique, antioxydant,
antithérogenique, expectorant, stimulant, diurétique et spasmolytique (Abdel Rahman et Soad,
1975; Magiatis et al., 1999; Dedoussis et al., 2004; Prichard, 2004), Par conséquent,
cliniquement, le mastic est souvent cit¢ comme un remeéde efficace contre certaines maladies
telles que 1'asthme, les diarrhées, les infections bactériennes, les ulcéres gastro-doudénaux et
comme un agent antiseptique du systéme respiratoire (Al-Said et al., 1986; Huwez et Al-
Habbal, 1986; Yasilada et al., 1991; Marone et al., 2001).

L’huile essentielle du lentisque est connue pour ses vertus thérapeutiques en ce qui concerne
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les problemes lymphatiques et circulatoires (Prichard, 2004). Selon Gardeli et ses
collaborateurs (2008), les huiles essentielles révelent la présence de certaines activités

antalgique, antioxydante, anti-inflammatoire, antimicrobienne.

II1.3. Etude chimique de ’espece Pistacia lentiscus

En raison de sa large utilisation en médecine traditionnelle, les différentes parties de Pistacia
lentiscus en fait 1’objet de plusieurs études phytochimiques a fin d’identifier leurs principes
actifs. Ces études consacrées essentiellement au mastic ont montré la présence de flavonoides,
des huiles essentielles, ainsi que des triterpenoides (Marner et al., 1991; Papageorgiou et al.,
1997). Cependant, on ne trouve que peu d’études qui se sont intéressées aux composés

chimiques des feuilles et des fruits.

II1.3.1. Fruits

Selon Luigia et ses collaborateurs (2007), les fruits de Pistacia lentiscus contiennent 5,4
mg/ml d’anthocyanines, essentiellement: cyanidine 3-O-glucoside (70%), delphinidine 3-O-
glucoside (20%) et cyanidine 3-O-arabinoside (10%).

Deux polyphénols, 1’acide gallique et le pentagolloylylucose (Abdelwahed et al/, 2006), et
I’acide digallique (Behouri et al., 2011) ont été isolés de ’extrait d’acétate d’éthyle des fruits
de Pistacia lentiscus.

L’huile fixe représente 38,8 % du poids des fruits, elle contient 53 % d’acide gras mono-
insaturé. Le principal acide gras est 1’acide oléique (50 -72%), suivie de 1’acide palmitique
(23,2%) et I’acide linoléique (21,7%), les autres acides gras sont retrouvés en faible quantités
[acide palmitoléique (1.3%), stéarique (1.1%), linolénique (0.8%), gadoléique (0.2%) et
arachidique (trace)]. Quatre stérols ont été trouvés dans I’huile fixe, le B-sitostérol (90%), le
camestérol, le cholestérol et le stigmastérol (Trabelsi et al., 2011).

L’huile essentielle représente 0,2% du poids des fruits, les monoterpénes a savoir, a-pinene,
B-pinene, B-myrcene, limonéne, et a-phellandréne sont les composés caractéristiques de cette
huile. Quelques sesquiterpénes, esters aliphatique, kétones, et des composés phénoliques
(thymol et carvacrol ont été aussi identifiés (Grant et al., 1990 ; Congiu et al., 2002).

Les travaux réalisés par Hamad et ses collaborateurs (2011) ont montrée que les protéines
représentent 5% du poids des fruits de Pistacia lentiscus. La composition minérale de ces
fruits montre que la teneure en potassium est la plus élevée (2,67%), alors que celles du

sodium, calcium et phosphore sont de : 0,46, 0,37 et 0,004 % respectivement.
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I11.3.2. Feuilles

La composition chimique des feuilles de Pistacia lentiscus est caractérisée par la présence de
glycosides de flavonoles comme la quercetine, myricetine, luteoline ainsi que 1’isoflavone
genisteine (Romani et al., 2002; Stocker et al., 2004; Vaya et Mahmood, 2006). Elle
contiennent 6 a 7% du gallotannins de faible poids moléculaire, a savoir ’acide gallique et
les dérivés d’acide quinique 5-O-, 3,5-O-di- et 3,4,5-O-trigalloyl (Romani et al., 2002).

L’huile essentielle représente 0,14- 0,17% du poids des feuilles de Pistacia lentiscus. Les
¢tudes phytochimiques effectuées sur les huiles essentielles obtenues a partir des feuilles de
lentisque des régions d’Alger, de Tizi-Ouzou et d’Oran ont montré la présence de longifoléne,
a-pinéne, B-pinene, y-cadinene, trans-B-terpinéol, a-acomeol, y-muurolene, Sabinene et

terpinén-4-ol (tableau 5)

Tableau 5. Composition des huiles essentielles des feuilles de Pistacia lentiscus des régions

d’Alger, Tizi-Ouzou et Oran (Dob et al., 2006)

Composés Teneure (%)

Alger Tizi-Ouzou Oran
Longifoléne 12,8 16,4 ND
a-pineéne ND ND 19,0
B-pinene ND ND 6,5
y-cadinene 6,2 ND ND
Trans-B-terpinéol 5,0 15,6 13,1%
o-acomeol 4,6% ND ND
Terpinén-4-ol ND 7,0 ND
y-muurolene ND 5,7 ND
Sabinene ND ND 12,6
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IV. Métabolites secondaires

Les plantes possédent des métabolites dits « secondaires » par opposition aux métabolites
primaires qui sont les protéines, les glucides et les lipides. Les métabolites secondaires sont
classés en plusieurs grands groupes : parmi ceux-ci, les composés phénoliques, les terpénes et
stéroides et les composés azotés dont les alcaloides. Chacune de ces classes renferme une tres
grande diversité de composés qui possedent une trés large gamme d’activité.

Les flavonoides et les tanins sont présents en Pistacia lentiscus. Les flavonoides constituent
un important groupe de composés polyphénoliques largement distribués dans le régne végétal.
Les tanins sont des métabolites secondaires des plantes supérieures que l'on trouve dans

pratiquement toutes les parties des végétaux (écorces, racines, feuilles, fruits etc.).

IV.1. Flavonoides

Les flavonoides sont des pigments trés largement répandus dans le régne végétal (les fruits,
les légumes, les graines ou encore les racines des plantes), souvent responsables de la
coloration des fleurs et des fruits. A 1’état naturel ils existent le plus souvent sous forme
d’hétérosides : les flavonosides. Les flavonoides sont formés d'un squelette de base a 15
carbones (C6-C3-C6), correspondant a la structure du 2-phényl-benzopyrone. Ce groupe
comprend principalement trois familles : les flavonols, les anthocyanes et les flavanols, qui se
différencient par le degré d'oxydation du noyau pyranique central (figure 7).

Les anthocyanes sont les matiéres colorantes les plus importantes et les plus répandues dans
les plantes (Kim et al., 2004). Ces pigments sont connus pour étre responsables des couleurs
rose, bleu, rouge, mauve et violet des pétales et des feuilles, 1'aglycone ou anthocyanidine
constitue le groupement chromophore du pigment. Les anthocyanes sont présents dans toutes
les parties des végétaux supérieurs: racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines,
bois... Leur structure de base est caractérisée par un noyau « flavone » généralement
glycosylé en position C-3 et se différencient par leur degré d'hydroxylation et de méthylation

et par le nombre et la position des oses liés a la molécule (figure 8).
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Figure 7 : Structure de base des classes les plus répandues des flavonoides (Kim et al., 2004)
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Anthocyanidines
R=H R1 R2
Delphinidine OH OH
Cyanidine OH H
Pétunidine OCH3 OH

Figure 8: Structures chimiques de quelques anthocyanidines (Mazza et Miniati, 1993).

IV.1.1. Activités biologiques et intéréts pharmacologiques des flavonoides
Les flavonoides sont largement connus par leurs activités antivirales, antispasmodiques, anti-
tumorales, anti agrégation plaquettaires, antiallergiques, hypocholestérolémiantes, anti-
inflammatoires, anti-hypertensives et antimicrobiennes (Das et al, 1994 ; Formica et
Regelson, 1995; Yochum et al., 1999; Kim et al., 2004 ; Cushine et Lamb, 2005).

Certains flavonoides (notamment du soja) ont un effet préventif sur le cancer du sein et de la
prostate, comme elle préviennent aussi 1’ostéoporose (Besle et al., 2004).

De nombreuses études ont prouvé que les flavonoides déploient leurs activités
pharmacologiques, notamment anti-inflammatoires, par 1’inhibition d’importantes enzymes de
régulation. En effet, certains flavonoides sont de puissants inhibiteurs de la production des
prostaglandines, des molécules pro inflammatoires trés actives. Cet effet serait di a la
réduction du métabolisme de ’acide arachidonique par I’inhibition de la lipooxygénase, de la
cyclooxygénase et de la phospholipase A2 (Manthey et al., 2000). Certaines kinases (PKC, la
PI3kinase et tyrosine kinases) impliquées dans la réponse inflammatoire sont aussi affectées
par les flavonoides (Middleton et al., 2000). La présence de la double liaison C2=C3 dans le
noyau des flavonoides semble étre essentielle a leur activité anti-inflammatoire (Kim et al.,
1996). Le potentiel anti-inflammatoire dépend également du profile d’hydroxylation des cycle
A et B (Kim et al., 1996).

Les flavonoides peuvent empécher le diabéte ou du moins le réduire en inhibant 1’aldose
réductase. En effet, Ong et Khoo (1997) ont rapporté que la myrécitine possede un effet

hypoglycémiant chez les animaux diabétiques.
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En plus, les flavonoides ont une activité antioxydante. En effet, il peuvent agir de différentes
facons dans les processus de régulation du stress oxydant : par capture directe des espéces
réactives de 1’oxygene, par chélation de métaux de transition et par inhibition de certaines
enzymes responsables de la production des ROS comme la cyclooxygénase et la
lipooxygénase (Tahrouche et al., 2000 ; Bartosikova et al., 2003).

Les flavonoides préviennent efficacement la peroxydation lipidique puisqu’ils peuvent réagir
avec la plupart des radicaux libres susceptibles d’arracher un hydrogéne sur le groupement
CH; situé entre les deux doubles liaisons des acides gras polyinsaturés, ils formeraient des
especes radicalaires intermédiaires peu réactives. De plus ils pourraient agir en chélatant les
métaux de transition tels que le cuivre et le fer (Pfemysl ez al., 2011).

Les flavonoides sont des puissants inhibiteurs de ’oxydation des LDL (Low Density
Lipoprotein). Cependant, leur teneur dans les lipoprotéines est mal connue, a la différence
d’autres antioxydants incorporés dans les lipoprotéines tels que I’a-tocophérol et le B-caroténe

(Ptemysl et al., 2011).

IV.2. Tanins

Bate-Smith et Swain ont definit les tannins comme étant des composés phénoliques solubles
dans 1’eau, de poids moléculaire compris entre 500 et 3000 Dalton, et ayant, outre les
propriétés habituelles des phénols, la capacité de précipiter les alcaloides, la gélatine et autres
protéines (Frutos et al., 2004).

Chez les végétaux supérieurs on distingue deux groupes de tanins de structure différentes: les

tanins hydrolysables et les tanins non hydrolysables, ou tanins condensés (Frutos et al., 2004).

IV.2.1. Tanins hydrolysables

Les tannins hydrolysables sont des esters de glucose, ¢’est a dire un noyau central de glucose
sur lequel se fixe, au moyen d’une liaison ester, des acides (acide gallique pour le groupe des
gallotanins, et acide ellagique pour le groupe des ellagitanins). Leur hydrolyse, par des acides,
des bases ou certaines enzymes, libére le glucose ainsi que les acides gallique ou phénolique

liés (Chung ef al., 1998).

IV.2.2. Tanins condensés

De structure plus complexe, les tannins condensés (proanthcyanidines) sont de loin les tanins
les plus largement rencontrés dans les plantes vasculaires, des dicotylédones aux plantes plus

primitives, fougeres et gymnospermes. Les proanthocyanidines sont des polymeres de flavan-
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3-oles (Catéchine) et de flavan-3,4-dioles (leucoanthocyanidines), ou un mélange des deux
(Okamura et al., 1993).

Les chaines de polyméres comptent de 2 a 20 unités environ, et il existe de nombreuses
hydroxylations possibles en différents endroits de chaque monomeére (figure 9). Cette

diversité structurale explique les variations d’activité biologique.

Figure 9 : Exemple de structure de base des tanins condensés (Li et al., 2004)

I1V.2.3. Activité biologique et intérét pharmacologiques des tanins

Les applications médicales des plantes a tanins découlent de leur affinité pour les protéines :
ils ont un effet antidiarrhéique, et par voie externe, ils imperméabilisent les couches
superficielles de la peau, sont vasoconstricteurs et limitent la perte en fluides. Ces propriétés,
ajoutées par ailleurs a leur effet antiseptique, en font des molécules intéressantes pour la
régénération des tissus en cas de blessures superficielles ou de brulures, et les rendent
utilisables dans le traitement des diarrhées infectieuses (Okuda et al., 1983 ; Bruneton, 1999).
Les tanins ont des grandes capacités antioxydantes dues a leurs noyaux phénol. Les
taninshydrolysables et condensés sont 15 a 30 fois plus efficaces que les phénols simples

(Frutos et al., 2004).
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La consommation de plantes a tanins pouvait affecter la biologie de certaines espéces de
parasites intestinaux en diminuant la production des oeufs. De nombreuses études ont montré
I’effet antimicrobien des tanins sur différentes bactéries, virus et champignons (Hatano et al.,
2005). Les tanins ont aussi des propriétés proches de celles des flavonoides : augmentation de
la résistance capillaire, diminution de la perméabilité capillaire et stabilisation du collageéne
(Bruneton, 1999).

L’absorption du fer est inhibée par les tanins qui agissent comme des chélateurs naturels dans
le tube digestif. La consommation de ces molécules réduit trés fortement 1’absorption du fer
chez les rats, ce qui permet grice a cette propriété de protéger les animaux sujets a
I’hemosidérose .Grace a leur affinité, les tanins sont utilisés comme antidotes des alcaloides,
des glycosides et des ions de métaux lourds (Chung et al., 1998).

Les tanins contiennent de nombreux groupements hydroxyles (sur les noyaux phénoliques), ce
qui leur permet de former des complexes insolubles avec les hydrates de carbone, des
protéines et des ions métalliques. Ils se lient a la quasi-totalité des protéines solubles, donnant
naissance a des polymeéres insolubles a pH et forces ioniques normaux. Cette réaction avec les
protéines est a I’origine de nombreux effets biologiques des tanins, les enzymes complexées
de cette fagon montrent une réduction marquée de leurs activités (Chung et al., 1998).Les

tanins peuvent également former des complexes avec d’autres polymeres naturels comme les

acides nucléiques et les polysaccharides (Chung et al., 1998).
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MATERIEL ET METHODES



Matériel et méthodes

1. Matériel

I.1. Animaux

Des souris Swiss albinos, males et femelles, dont le poids varie entre 25 et 30g, ainsi que des
rats males, Albinos Wistar pesant entre 210 et 270g, ont été utilisés lors de I’étude in vivo. Ces
animaux ont été procurés aupres de I’Institut Pasteur d’Alger. Les animaux ont été placés
dans des cages en polypropyléne ou ils ont acces libre a I’eau et a 1’alimentation. Les animaux
ont bénéficiés d’une période d’adaptation de 7 jours avant leur utilisation. L.’aliment standard

a été acheté auprés de I’Office National des Aliments de Bétails (ONAB) de Béjaia.

I.2. Matériel végétal

Les feuilles et les fruits de la plante de Pistacia lentiscus identifiés par le Pr LAOUAR H du
laboratoire de botanique Université de Sétif, ont été récoltés pendant la période du mois
d’avril de la région de Skikda. Ces parties ont été identifiées, nettoyées, et stockées a

température ambiante a I’abri de la lumicre.

1.3. Réactifs

Les réactifs chimiques utilisés sont tous de grade analytique.

Indométacine, ferrozine [3- (2-pyridyl)-5, 6-bis (4-phenyl-sulfonicacid)-1, 2, 4-triazine)],
chlorure ferreux (FeCly), acide ethylenediamine tétraacétique (EDTA), 2,2'-azo-bis (2-
amidinopropane) HCl (AAPH), hydroxytoluene butylé¢ (BHT) et huile de croton sont de
marque Sigma (Allemagne).

Le 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH), acide linoléique et B-caroténe proviennent de
Fluka (Allemagne).

Bleu d’Evans obtenue aupres de RAL reactifs (France). Les sels utilisés pour la préparation
des tampons sont obtenus auprés de Panreac (Espagne). Le méthanol, I’acétone, I’acide

acétique sont obtenus aupres de Prolabo (France).

1.4. Solutions de travail

- Solution de I’huile de Croton (5,33 mg/ml) : préparée par solubilisation de I’huile de croton
dans 1’acétone. L’eau distillée est ensuite ajoutée jusqu'a 1’obtention du rapport acétone—eau
(1:1).

- Bleu d’Evans 1% : préparé dans du NaCl 0.9%.

- Acide acétique 0,7% : préparé dans du NaCl 0.9%.

29



- A-carrageennane (1%), préparé dans du NaCl 0.9% stérile.

- Héparinate de lithium (50 U/ml), préparé dans du NaCl 0.9 %. La solution est aliquotés et
gardée a -32°C.

- Solution tampon PBS (50mM), préparée en mélangeant progressivement la solution de
NaH,PO,4 2H,0 (50mM) a la solution de Na,HPO4 2H,0 (50mM) jusqu’a obtention d’un pH
¢gale a 7,4. Le mélange obtenu est en suite supplémenté par du NaCl (150mM).

- Solution DPPH : préparée par solubilisation de 2,4mg de DPPH dans 100 ml de méthanol.

- FeCl, (0.6 mM) : préparée dans 1’eau distillée.

- Ferrozine (5 IM) : préparée dans le méthanol.

- Les solutions des extraits alcooliques aqueux de Pistacia lentiscus et de 1’indométacine

utilisées dans les essais in vivo sont fraichement préparées dans du NaCl 0.9%.

I1. Méthodes

I1.1. Extraction et préparation des extraits

L’extrait méthanolique des fruits et éthanolique des feuilles de Pistacia lentiscus ont été
préparés selon la méthode de Tadeg et ses collaborateurs (2005). Les fruits de Pistacia
lentiscus broyées sont mises a macérer dans un mélange méthanol/eau ou éthanol/eau (8:2
V/V) a un rapport de 10 g/100 ml sous agitation douce pendant 48 heures a température
ambiante. L’extrait hydro-alcoolique est récupéré dans un premier temps apres filtration du
mélange. Le méthanol est ensuite éliminé du filtrat par évaporation sous pression réduite dans
un rotavapor (BUCHI). L’extrait obtenu est lyophilisé (lyophilisateur PHYWE chrisa)
pendant 12 heures.

L’extrait aqueux des feuilles est préparé selon la méthode de Ferreira et ses collaborateurs
(2006). Cinquante grammes de poudre des feuilles de Pistacia lentiscus sont mises a bouillir
pendant 20 minutes dans 500 ml d’eau distillée. Apres filtration, la solution obtenue est

lyophilisée.

I1.2. Activité anti-inflammatoire in vivo

A fin d’évaluer I’effet anti-inflammatoire du traitement par 1’extrait alcoolique des fruits, ou
I’extrait alcoolique ou aqueux des feuilles de Pistacia lentiscus, trois modeles d’inflammation
aigue ont été utilisés dans les testes in vivo. Ainsi, ’effet topique des extraits a été testé par le
modele de I’oreille induit par I’huile de croton, et I’effet des extraits par voie per os a été
¢valué sur les modeles de la perméabilité induite par I’acide acétique chez la souris et la

pleurésie induite par la carrageenane chez le rat.
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11.2.1. (Edeéme de ’oreille induit par I’huile de croton chez la souris

L’cedéme de l’oreille est induit par 1’huile de croton, selon la méthode de Manga et ses
collaborateurs (2004). Pratiquement, une inflammation cutanée a été induite sur la face
interne de ’oreille droit de chaque souris, et ceci par I’application de 15ul d’une solution
acétone—eau (1:1 V/V) contenant 80 ug d’huile de croton comme agent irritant. Les groupes
de souris (n=10) recoivent localement 2 mg par oreille de 1’extrait méthanolique des fruits, ou
de I’extrait aqueux ou éthanolique des feuilles en méme temps avec 1’agent irritant. Le groupe
contrdle recoit 0,5 mg d’indométacine avec I’agent irritant aussi. Les souris du groupe témoin
recoivent uniquement la solution de I’huile de croton.

L’épaisseur de 1’oreille est mesurée a 1’aide d’un pied a coulisse digital avant le traitement et
six heures apreés I’induction de I’inflammation. La différence de 1’épaisseur avant et aprés
I’application de I’huile de croton est calculée. Le pourcentage d’inhibition de I’cedéme est

calculé par rapport au groupe témoin selon la formule suivante :

% inhibition = [(Diff épai grp témoin — Diff épai Traité)/ Diff épai grp Témoin] x 100
pal grp p

I1.2.2. Perméabilité vasculaire induite par ’acide acétique chez la souris

La perméabilité vasculaire chez la souris a été¢ évaluée selon la méthode de Kou et ses
collaborateurs (2006). Cing groupes de dix souris sont utilisés, les souris traités recoivent un
volume de 0,2 ml d’une concentration de 200 mg/Kg d’extrait méthanolique des fruits, ou
d’extrait éthanolique ou aqueux des feuilles, ou 50 mg/Kg d’indométacine, par voie orale. Les
souris du groupe témoin regoivent 0,2 ml d’une solution de NaCl 0,9 %. Une heure aprées, les
souris regoivent une injection intraveineuse de 10 ml/kg d’une solution de bleu d’Evans 1%,
suivie d’une injection intra-péritonéal de 10 ml/Kg d’acide acétique 0,7%. Trente minutes
apres, les souris sont sacrifiées par dislocation cervicale. Aprés lavage de la cavité péritonéale
par 3 ml d’une solution physiologique. L’exsudat est récupéré puis centrifugée et
I’absorbance du surnagent est mesurée a 610 nm contre une solution NaCl 0,9% (blanc).

Le pourcentage d’inhibition de la perméabilité vasculaire est calcule selon la formule:
%inhibition = [(At¢moin —Atraité)/ Atémoin] X 100

I1.2.3. Induction de la pleurésie chez le rat

La pleurésie induite par la A-carrageenane chez le rat a été évaluée selon la méthode de
Cuzzocrea et ses collaborateurs (2002). Dans cette étude, des groupes de 5 a 7 rats sont
formés. Les rats constituant les trois groupes tests sont traités par voie orale avec 2 ml (400

mg/kg) d’extrait méthanolique des fruits, ou d’extrait éthanolique ou aqueux des feuilles de
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Pistacia lentiscus une heure avant I’injection de 0.2 ml de la A-carrageenane a 1%. Les rats du
groupe contrdle positif sont traités avec 2 ml de NaCl 0.9% par voie orale une heure avant
I’injection intra-pleurale de la carrageenane. Les rats du groupe controle négatif regoivent par
injection dans leur cavité pleurale 0.2 ml de NaCl 0.9% stérile au lieu de la solution de A-
carrageenane et ne sont traités par aucune autre substance.
L’animal légerement anesthésié¢ par du chloroforme est soumis a une incision dermique au
niveau du sixiéme espace intercostal droit, 0.2 ml de A-carrageenane a 1% sont en suite
injectés dans la cavité pleurale. L’incision est refermée par des points de sutures et 1’animal
est réanimé. En fin les rats sont asphyxiés 4 heures plus tard par une forte dose de
chloroforme. Leur cage thoracique est prudemment ouverte, la cavité pleurale est en suite
rincée par 2 ml de NaCl 0.9 % contenant de I’héparinate de lithium afin de récupérer
I’exsudat qui s’est formé. Le volume de I’exsudat produit par chaque animal est déduit en
appliquant la formule suivante :
Vex = V-V

* Ve volume de I’exsudat.

* V;:volume total récupéré.

* V;: volume de la solution de lavage.
Afin de récupérer les PMNs ayant migré vers la cavité pleurale de chaque rat, ’exsudat avec
la solution de lavage récupérés dans le PBS sont soumis a une centrifugation a 1000 rpm/10
min a 4°C (Rotina R 35, Germany). Les PMNs sont alors récupérés dans le culot. Les
hématies sont éliminées par une hémolyse rapide par addition de 1 ml d’eau distillée fraiche.
Apres 30 secondes 5 ml de PBS frais sont ajoutés. La suspension cellulaire est en suite
centrifugée a 1000 rpm/10 min a 4°C. Cette opération est répétée jusqu’a I’obtention d’un
culot blanc. Apres la derniére centrifugation, les PMNs récupérés dans le culot sont suspendus
dans le PBS et gardés dans de la glace. Le nombre de PMNs se trouvant dans 1’exsudat est
déterminé par comptage sur une lame de Thoma.
Les pourcentages d’inhibitions de la migration des PMNs dans la cavité pleurale des rats
traités par les différents extraits sont déterminés par rapport au résultat du groupe controle

considéré comme le 100% de migration en appliquant la formule suivante :

% inhibition = (N¢ -Nt / N¢) x 100
* Nc: Nombre de PMNSs récupérés dans la cavité pleurale des rats contrdles.

* Nrp: Nombre de PMNs récupérés dans la cavité pleurale des rats tests.
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Le nombre de PMNSs récupérés au niveau de la cavité pleurale de chaque rat est déterminé par
comptage sur une cellule de Thoma. Pour cela, 50 ul de la suspension cellulaire sont
rigoureusement mélangés a 450 ul de la solution turk (dilution 1/10). Une goutte de la
suspension cellulaire colorée est ensuite déposée a 1’aide d’une micropipette, contre une
lamelle montée sur la cellule de Thoma. Les PMNs sont comptés dans les 16 carreaux de la
cellule a I’aide de l’objectif X10 d’un microscope (Zeiss, Germany). La concentration

cellulaire est en suite déduite par la formule suivante :
[C]I=N x 10 x 10*

¢ [C]: Nombre des cellules/ml.

* N : Nombre de cellules comptées dans les 16 carreaux.

* 10 : Le facteur de dilution.

¢ 10*: Facteur spécifique de la cellule de Thoma, utilisé pour obtenir le nombre de

cellules dans un volume égale a un millilitre.

I1.3. Activité anti-oxydante in vitro

11.3.1. Effet scavenger du radical DPPH

Dans le test du DPPH, les antioxydants réduisent le radical DPPH (diphénylpicryl-hydrayl)
ayant une couleur violette en un composé¢ jaune (diphénylpicryl-hydrazine) dont l'intensité de
la couleur est inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le
milieu a donner des protons (Sanchez-Moreno, 2002). Pratiquement, une solution de DPPH
est préparée par solubilisation de 2,4 mg de DPPH dans 100 ml de méthanol. Un volume de
25 pL des solutions d’extraits et de ’antioxydant de référence, le BHT (hydroxytoluene
butyle) sont ajoutes a 975 pL. de DPPH. Le mélange est laissé a 1’obscurité pendant 30 min et
la décoloration par rapport au controle contenant uniquement la solution de DPPH est
mesurée a 517 nm contre un blanc de méthanol. Le contrdle contient tous les réactifs a
I’exception de I’échantillon a tester qui est remplacé par un volume égale de méthanol.

L’activité anti-radicalaire est déterminée selon 1’équation suivante:
Activité anti-radicalaire (%) = [(Ac —At) / Ac] x 100
* Ac: Absorbance a 517 nm du contrdle.
* At : Absorbance a 562 nm de I’extrait testé.

Deux autres parameétres sont introduits pour mieux caractériser le pouvoir anti-radicalaire; la

concentration effective a 50% (EC50) et le pouvoir anti-radicalaire (APR = 1/EC50) (Prakash
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et al., 2007).

La valeur EC50 (aussi appelée IC 50) a été déterminée pour chaque extrait, est définie comme
¢tant la concentration du substrat qui cause la perte de 50% de l'activit¢é de DPPH (couleur).
Ou encore, c’est la concentration de I'échantillon exigé pour donner une diminution de 50%
de I'absorbance de la solution contrdle constituée de méthanol et DPPH. Les valeurs EC50
moyennes ont été calculées par les régressions linéaires des trois essais séparés ou l'abscisse
est représentée par la concentration des composés testés et l'ordonnée par l'activité

antioxydante en pourcentage (Mensor et al., 2001).

I1.3.2. Chélation du fer ferreux

La capacité chélatrice des extraits est mesurée en suivant l'inhibition de la formation du
complexe Fe(Il)-Ferrozine aprés incubation des échantillons avec le fer divalent selon la
méthode de Le et ses collaborateurs (2007).

Les solutions d’extraits et de 1’antioxydant de référence ’EDTA (500 pl) sont initialement
mélangés avec 100 pl de FeCl, (0.6 mM dans ’eau distillée) et 900 pl de méthanol. Aprés 5
min, 100 pl de Ferrozine (5 mM dans le méthanol) sont additionnées au milieu réactionnel. Le
mélange est bien agité puis laissé¢ pour réagir pendant 10 min a température ambiante
permettant ainsi la complexation du fer résiduel et la formation d’un chromophore rouge
(Fe(Il)-Ferrozine) ayant un maximum d’absorption a 562 nm. Le controle négatif contient
tous les réactifs a I’exception de I’échantillon a tester qui est remplacé par un volume égale de
méthanol.

Les lectures sont effectuées a 562 nm contre le méthanol. L’effet séquestrant des échantillons

vis-a-vis du fer est exprimé en pourcentage de chélation selon 1’équation suivante :
% Chélation = [(Ac — At) / Ac] x 100

* Ac: Absorbance a 562 nm du controle

e At : Absorbance a 562 nm d’extrait testé
Pour une caractérisation meilleure de 1’efficacité des extraits, leur activité chélatrice est
exprimée en mg d’équivalent d’EDTA/g d’extrait.
Les extraits ont été utilisés a des concentrations finales allant de 0,15 a 1,2 mg/ml pour
I’extrait méthanolique des fruits, entre 0,25 et 2 mg/ml pour I’extrait éthanolique des feuilles,
entre 0,5 et 4 mg/ml pour I’extrait aqueux des feuilles, et de 2 x 10 & 30 x 10 mg /ml pour

I’EDTA (chélateur de référence).
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I1.3.3. Test de blanchissement de la f-caroténe

Dans ce test la capacité anti-oxydante des extraits est déterminée en mesurant 1’inhibition de
la dégradation oxydative du B-caroténe (décoloration) par les produits d’oxydation de I’acide
linoléique selon la méthode décrite par Kartal et ses collaborateurs (2007). L’émulsion de [-
caroténe /acide linoléique est préparée par solubilisation de 0,5 mg de B-caroténe dans 1 ml du
chloroforme, 25ul de 1’acide linoléique et 200 mg de Tween 40 sont additionnés, le
chloroforme est complétement évaporé a 40°C avec le rotavapor, par la suite 100 ml d’eau
distillée saturée en oxygene sont ajoutés, I’émulsion résultante est agitée vigoureusement. Un
volume de 100 ou 150 pl de solution d’extraits ou d’antioxydant de référence (BHT) a
Img/ml sont additionnés a 2,5 ml de I’émulsion précédente. Les tubes sont chauffés a 50°C
dans un bain-marie. Le controle négatif contient tous les réactifs a I’exception de 1’¢chantillon
a tester qui est remplacé par un volume égale de méthanol.

La cinétique de décoloration de I’émulsion en présence et en absence d’antioxydant est suivie
a 490 nm a des intervalles de 15 minutes pendant 2 heures, jusqu'a ce que la couleur du B-
caroténe disparaisse. L’activité anti-oxydante des extraits est calculée selon 1’équation

suivante :

AA=100x [1-(AEy— AEj29) / (ACy— ACy20)]

e AE,: Absorbance a 490 nm d’échantillons testés a t = 0 min.
e AE 1y : Absorbance a 490 nm d’échantillons testés a £ = 120 min.
e AC,: Absorbance a 490 nm du contrdle a ¢ = 0 min.

*  ACiy: Absorbance a 490 nm du contrdle a = 120 min.

I1.4. Analyse statistique

Les résultats in vitro et in vivo sont présentés sous forme de moyenne arithmétique (M) des n
valeurs obtenues + 1’écart moyen (SEM) [M + SEM]. Les valeurs des IC50 sont calculées par
la méthode de régression linéaire & partir de la courbe [% inhibition = f (concentration)]. Le
test t de Student est utilisé pour évaluer la signification des effets des différentes substances

testées in vitro et in vivo. La différence est considérée statistiquement significative au risque

5% (p<0.05).
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RESULTATS :

1. Activité anti-inflammatoire in vivo

I.1. (Edéme de ’oreille induit par I’huile de croton chez la souris

Afin d’évaluer ’effet de I’extrait alcoolique des fruits et I’extrait alcoolique et aqueux des
feuilles de Pistacia lentiscus sur ’inflammation aigue, le modele de I’cedéme de I’oreille
induit par I’huile de croton a été utilisé chez la souris.

Six heures apres le traitement avec la solution d’huile de croton, les souris du groupe contrdle
ont développé un cedéme au niveau de leur oreille droite d’une épaisseur de 112 + 22 pm
(figure 10).

Chez les souris du groupe traité¢ localement par 0,5 mg d’indométacine, on remarque une
réduction tres significative (p<0,001) de 1’épaisseur de 1’oreille par rapport a celle des souris
du groupe controle, et qui passe de 112 um a 51 + 5,4 um ce qui correspond a une inhibition
de I’inflammation de 54 % (figure 10).

Le traitement des souries par 2 mg d’extrait méthanolique des fruits ou ’extrait éthanolique
des feuilles induit une diminution trés significative (p<0,001) de I’inflammation par rapport
aux souris du groupe contrdle. L’épaisseur de I’oreille est de 33 £ 2,2 um et de 39 + 9 um, ce
qui signifie une inhibition de 70 % et 65 % respectivement. Cette inhibition est tres
significativement (p<0,001) supérieure a celle obtenue avec I’indométacine (figure 10).

Aux doses utilisées, 1’extrait aqueux des feuilles donne un effet inhibiteur plus faible que les

extraits alcooliques (51 %), mais presque €gal a celui de I’indométacine (figure 10).

I.2. Perméabilité vasculaire induite par I’acide acétique chez la souris

L’effet des trois extraits de Pistacia lentiscus sur la perméabilité vasculaire induite au niveau
péritonéal par I’acide acétique a été évalué sur des souris (Kou et al., 2006).

Les résultats obtenus montrent que les groupes ayant regus un traitement avec 1’extrait
méthanolique des fruits, I’extrait éthanolique ou aqueux des feuilles de Pistacia lentiscus, ou
I’indométacine une heure avant 1’induction de I’inflammation par 1’acide acétique ont reduits
treés significativement (p<0,001) leur perméabilité vasculaire au niveau péritonéal (figure 11).
Le traitement par 50 mg/kg d’indométacine induit une inhibition de la perméabilité vasculaire
de 44 %. Tandis que la méme valeur est obtenue avec le traitement par 200 mg/kg d’extrait

¢thanolique des feuilles (46 %).
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Figure 10 : Effet des extraits des fruits et des feuilles de Pistacia lentiscus sur 1’cedéme de
I’oreille induit par 1’huile de croton chez la souris. L’cedéme est induit par
application locale de 80 pg d’huile de croton sur la face interne de 1’oreille
droite. Les groupes de souris sont traités localement par 1’anti-inflammatoire de
référence ; I’indométacine (Ind), par I’extrait méthanolique des fruits (E.Met Ft),
I’extrait éthanolique des feuilles (E.Eth F), ou par I’extrait aqueux des feuilles
(E.Aq F) a des doses de 0,5 ; 2, 2, et 2 mg/oreille respectivement. Le groupe de
souris contrdle regoit uniquement la solution de 1’huile de croton. La figure
montre la différence de 1’épaisseur 6 heures apres 1’induction de 1’cedéme. La
comparaison est faite par rapport a celle du groupe témoin. Les valeurs
représentent les moyennes = SEM (n =10). *** : p <0.0001.

37



2,5 T *kok

2 - Hokok T

k% k

kkk

1,5 1 1

Absorbance a nm

0,5 -

% <
N O
< <&

Figure 11 : Effet des extraits des fruits et des feuilles de Pistacia lentiscus sur la perméabilité
vasculaire induite par I’acide acétique chez la souris. La perméabilité vasculaire
est induite par injection intra-péritonéale de 10 ml/Kg d’acide acétique 0,7%. Les
groupes de souris sont prétraités oralement par 50 mg/kg d’indométacine, ou
200mg/kg d’extrait méthanolique des fruits (E.Met Ft), ou d’extrait éthanolique
(E.Eth F) ou aqueux (E.Aq F) des feuilles a des doses de 50, 200, 200 et 200
mg/Kg respectivement. Le groupe de souris témoin regoit uniquement du NaCl
0.9%. La figure représente I’absorbance a 610 nm du bleu d’Evans dans la
solution de lavage de I’exsudat péritonéal. La comparaison est faite par rapport a
celle du groupe contrdle. Les valeurs représentent les moyennes = SEM (n=10).
*E*p <0.001.
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Le traitement par 200 mg/kg d’extrait méthanolique des fruits par voie orale provoque une
inhibition de 56 % de la perméabilité vasculaire, cette inhibition est supérieure a celle obtenue
avec I’indométacine (figure 11).

L’extrait aqueux des feuilles de Pistacia lentiscus provoque la plus faible diminution dans la

perméabilité vasculaire avec un taux de 28 % seulement (figure 11).

1.3. Pleurésie induite par la A-carrageenane chez le rat

La pleurésie est induite chez le rat par injection intrapleurale de 0,2 ml de A-carrageenane
1 %. Quatre heures plus tard, le volume de 1’exsudat et le nombre de PMNs présents dans la
cavité pleurale de chaque rat sont déterminés.

Les rats du controle négatif ayant regu une injection intrapleurale de 0.2 ml du NaCl 0.9 %
stérile 4 heures apres I’injection du véhicule, ces rats n’ont pas produit d’exsudat au niveau de
leur cavité pleurale (0,09 = 0,009 ml). Ce volume ne représente que 6 % environ du volume
produit par les rats du groupe contrdle positif ayant recu par voie orale 2 ml du NaCl 0.9%
(véhicule) une heure avant I’injection de la A-carrageenane. L’infiltration des PMNs vers la
cavité pleurale des rats du controle négatif est également trés faible, 4 = 1,4 x10° PMNs/rat,
soit approximativement 6 % du nombre de PMNs récupérés dans les rats du groupe contrdle
positif (66 = 5 x10° PMNs/rat) (Figure 12, 13).

L’administration orale de 400 mg/kg d’extrait méthanolique des fruits, éthanolique ou aqueux
des feuilles de Pistacia lentiscus provoque une diminution trés significative dans le
développement de la pleurésie (p<0,001).

En effet, ’extrait méthanolique des fruits induit une inhibition de I’exsudation de 40 %
environ par rapport aux rats du groupe contrdle positif, avec une diminution de 58 % dans le
nombre de PMNs présents dans I’exsudat, seulement 28,12 + 12 x10° PMNs/rats
(figure 12,13). De plus, ’extrait éthanolique des feuilles provoque une inhibition de
I’exsudation de 29 % par rapport aux rats du groupe controle positif, avec une diminution de
49 % dans le nombre de PMNs présents dans ’exsudat, seulement 33,86 = 4 x 10° PMNs/rat
(figure 12,13).

Finalement, ’extrait aqueux lui aussi donne un effet inhibiteur de 38 % dans le volume
d’exsudation par rapport aux rats du groupe controle positif, avec une diminution de 43 %
dans le nombre de PMNs présents dans 1’exsudat, seulement 33,86 = 4 x 10° PMNs/rat
(figure 12,13).
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Figure 12 : Pleurésie induite chez le rat par injection intra-pleurale de A-carrageenane. Les
rats sont prétraités oralement par 200 mg/kg d’extrait méthanolique des fruits
(E.Met Ft), ou d’extrait éthanolique (E.Eth F) ou aqueux (E.Aq F) des feuilles,
ou avec le NaCl 0.9% (contrdle positif). Les rats du contrdle négatif n’ont regu
que 0.2 ml de NaCl 0.9% stérile et n’ont regu aucun autre traitement. A :
Volume de I’exsudat aspiré de la cavité pleurale 4h apres injection de la
carrageenane. B : Nombre de PMNs récupérés de 1’exsudat 4h apres injection de
la carrageenane. Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + SEM
(n=7). Contrdle (-) vs A-carrageenane ; *** : p<0.001 ; ** : p<0.05.
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Figure 13 : Effet de I’extrait méthanolique des fruits (E.Met Ft), I’extrait éthanolique des
feuilles (E.Eth F), et de I’extrait aqueux des feuilles (E.Aq F) de Pistacia
lentiscus (200mg/kg) sur ’exsudation (A) et le recrutement des PMNs (B). Le
traitement se fait 4 h aprés I’injection de la A-carrageenane. Les résultats sont
exprimés en pourcent de réduction du volume de 1’exsudat (A) et du nombre de
PMNs (B) récupérés de la cavité pleurale des rats traités comparé avec le
contrdle positif considéré comme le 100 %. (n=7).
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I1. Activité antioxydative in vitro

I1.1. Effet scavenger du radical DPPH

Les profiles d’activité antiradicalaire obtenus réveélent que les trois extraits étudiés possedent
une activité antiradicalaire concentration dépendante (Figure 14).

Le taux d’inhibition 96 % est obtenu avec les trois extraits, mais avec des concentrations
différentes. En effet, I’extrait méthanolique des fruits est dou¢ d’une activité scanvenger 30
fois plus importante que celle du BHT aux doses utilisées.

Les concentrations qui donnent 96 % d’inhibition sont de 1’ordre de 12,5, 20 et 200 pg/ml
pour I’extrait méthanolique des fruits, éthanolique et aqueux des feuilles respectivement.

Le tableau 6 montre les concentrations inhibitrices a 50 % (IC50), la concentration effective a

50 % (EC50), et le pouvoir antiradicalaire (PAR) des trois extraits en plus du BHT.

Tableau 6. Activité¢ antiradicalaire des extraits de Pistacia lentiscus et du BHT vis-a-vis le
radical DPPH. E.Met : extrait méthanolique, E.Eth: extrait éthanolique, E.Aq :
extrait aqueux. Les valeurs représentent les moyennes + SEM.

1C50 (pg/ml) EC50 (ng/pg DPPH) APR
BHT 54,29 = 1,99 2,26 0,06 0,44 = 0,01
E.Met des fruits 3,69 £ 0,12 0,15 0,01 6,51 0,17
E.Eth des feuilles 423 +0,14 0,18 0,01 5,68 0,16
E.Aqdes feuilles | 51 6643 9] 2,15 3,90 0,47 = 0,04

I1.2. Chélation du fer ferreux

La chélation du fer ferreux a été évaluée en utilisant la ferrozine qui forme un complexe avec
le fer résiduel dans le milieu réactionnel et forme un chromophore rouge (Fe (II) -Ferrozine)
ayant un maximum d’absorption a 562 nm.

Les absorbances obtenues montrent que seuls 1’extrait méthanolique des fruits et 1’extrait
¢thanolique des feuilles posseédent une activité chélatrice importante vis-a-vis de 1’ion ferreux
(Figure 15).

Une chélation maximale de 99 % du fer ferreux est obtenue avec une concentration de
14 pg/ml d’EDTA. L’extrait méthanolique des fruits a 1050 pg/ml exerce une chélation
maximale de 96 % tandis que I’extrait éthanolique des feuilles donne une chélation maximale
de 89 % a une concentration de 2000 pg/ml. L’extrait aqueux des feuilles ne donne une

chélation maximale de 89 % qu’a une concentration de 3500 pg/ml.
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Figure 14: Activité anti-radicalaire de I’extrait méthanolique des fruits (E.Met Ft), de I’extrait
¢thanolique des feuilles (E.Eth F), et de ’extrait aqueux des feuilles (E.Aq F) de
Pistacia lentiscus et de BHT vis-a-vis du radical DPPH. Les valeurs représentent
les £ SEM.
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Figure 15 : Activité chélatrice des extraits de Pistacia lentiscus et de ’EDTA vis- a- vis du
fer ferreux, exprimé en pourcentage de chélation. Extrait méthanolique des fruits
(E.Met Ft), extrait éthanolique des feuilles (E.Eth F), et extrait aqueux des
feuilles (E.Aq F). Les valeurs représentent les moyennes =SEM.
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Le tableau 7 donne les valeurs d” IC50 obtenues avec ’EDTA, et les trois extraits de Pistacia

lentiscus, ainsi que leur activité chélatrice exprimée en mg d’équivalent d’EDTA/g d’extrait.

Tableau 7. Activité chélatrice des extraits de Pistacia lentiscus et 'EDTA vis-a-vis du fer
ferreux. E.Met : extrait méthanolique, E.Eth: extrait éthanolique, E.Aq : extrait
aqueux. Les valeurs représentent les moyennes + SEM.

Activité chélatrice (mg
IC50 (pg/ml)
EDTA/g d’extrait)
EDTA 5,93 £0,15
E.Met des fruits 195,74 = 17,02 30,65 = 2,62
E.Eth des feuilles 572,33 + 54,78 10,46 = 0,93
EAq des feuilles 1117,63 + 95,08 5,36 + 0948

I1.3. Test du B-carotene

La présence d’antioxydants pourrait neutraliser les radicaux libres dérivés de 1’acide
linoléique et donc prévenir 1’oxydation et le blanchissement du B-caroténe. La cinétique de
blanchissement du B-caroténe en absence et en présence des extraits de Pistacia lentiscus,
d’antioxydants standard et les activités antioxydantes (AA) sont représentées dans les
Figures 16 et 17.

D’aprés ces résultats, il est évident que tous les standards et les extraits testés inhibent
significativement (p<0,01) 1’oxydation couplée de 1’acide linoléique et du B-caroténe par
rapport au contréle négatif qui représente 97 % d'inhibition de blanchiment du B-caroténe.
Avec des concentrations de 100 pg/ml d’extraits, un taux 62 % d’inhibition de blanchiment de
B-caroténe est obtenu avec I’extrait méthanolique des fruits, tandis que I’extrait éthanolique
des feuilles inhibe la blanchiment du B-caroténe de 57 %, de plus, une inhibition intermédiaire
de 42 % est obtenue avec ’extrait aqueux des feuilles de Pistacia lentiscus.

Cependant, les résultats obtenus en utilisant des concentrations de 150 pg/ml pour les extraits,
ces résultats ne montrent pas une grande augmentation dans I’inhibition de blanchiment du 3-
caroténe, seulement une augmentation de presque 10 % est obtenue alors que 1’augmentation

dans les concentrations est de 50 % (résultats non représentés schématiquement).
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Figure 16 : Cinétique de blanchissement du B-caroténe a 490 nm en absence et en présence
des extraits de Pistacia lentiscus, ou du BHT. L’extrait méthanolique des fruits
(E.Met Ft), ’extrait éthanolique des feuilles (E.Eth F), ou par I’extrait aqueux
des feuilles (E.Aq F). Les valeurs représentent les moyennes + SEM.
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Figure 17 : Activité anti-oxydante des extraits de Pistacia lentiscus, du BHT dans le systéme
B-caroténe/acide linoléique. Les valeurs représentent les moyennes + SEM.
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DISCUSSION



Discussion :

I. Activité anti-inflammatoire in vivo

I.1. Edéme de P’oreille

L'inflammation aigué est caractérisée par des symptomes classiques, comme la chaleur, la
rougeur, le gonflement et la douleur. La mesure de 1’cedéme est donc un excellent outil pour
la quantification de l'inflammation cutanée, induite par les agents phlogistique comme I'huile
de croton. L’cedéme de D’oreille induit par I’huile de croton est une méthode largement
utilisée pour étudier le processus inflammatoire de la peau, ainsi qu’identifier les agents anti-
inflammatoires qui pourraient étre utiles dans le traitement des troubles de la peau, et dans la
recherche d’extraits et de composés anti-inflammatoires qui agissent a différents niveaux
(Cabrini et al., 2011).

Ce test nous a fourni des preuves que I’extrait méthanolique des fruits ainsi que ’extrait
¢thanolique des feuilles ont un effet anti-inflammatoire topique dans ce modele
d’inflammation cutanée chez la souris.

L'huile de croton est un agent phlogistique extrait de Croton tiglium L., il a un effet irritant
sur la peau. L’application topique de cette huile qui contient des esters de phorbol, dont le
principale est le 12-O-tétradécanoylphorbol-13-acétate (TPA), induit une réaction
inflammatoire aigué caractérisée par une vasodilatation, infiltration des leucocytes
polynucléaires dans les tissus, une augmentation dans I’Il-18 et la formation de l'cedéme.
Comme elle augmente ’activité de la xanthine oxydase et de peroxydation lipidique (Rahman
et al., 2011). L’¢épaisseur de I’cedéme atteint son maximum 6 heures apres 1’application
(Michel et al., 2005). Ces changements sont déclenchés par la protéine kinase C (PKC), qui
favorise une augmentation de l'activité de la phospholipase A2 (PLA2) (Wang et al., 2002 ;
Rahman et al., 2011). La PLA2 catalyse 1'hydrolyse des phospholipides membranaires en
acide arachidonique, ce dernier est impliqué dans la synthése des eicosanoides,
prostaglandines et leucotriénes, ce qui constitue la premiére étape dans la réaction
inflammatoire (Murakami et al., 2005; Sato et al., 2009). En outre, la PKC favorise également
la sécrétion et l'activation de plusieurs médiateurs immunitaires comme les cytokines et les
chemokines qui augmentent et maintiennent la réponse inflammatoire de la peau (Denning,
2004).

Lors du traitement de nos souris par 0,5 mg d’indométacine, cet anti-inflammatoire de
référence induit une inhibition significative de I’inflammation de 54 %, ce résultat est

similaire a celui obtenu par d’autres équipes (Han et al., 2007).
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Le traitement local des souris par les extraits alcooliques des fruits et des feuilles de Pistacia
lentiscus (200mg/kg) conduit a une réduction significative de la taille de I’cedéme par rapport
a celle obtenue par I’indométacine. A la méme dose, I’extrait aqueux des feuilles (200mg/kg)
induit une inhibition plus faible que celle des extraits alcooliques.

Plusieurs mécanismes peuvent expliquer I’effet anti-inflammatoire observé par les extraits
alcooliques des fruits et des feuilles, ainsi que 1’effet de 1’extrait aqueux des feuilles de
Pistacia lentiscus bien que I’effet de ce dernier n’été pas impressionnant que les deux extraits
alcooliques.

En effet, la présence de tanins dans les fruits et les feuilles de Pistacia lentiscus est en partie
responsable de cet effet. Selon Kim et ses collaborateurs (2006), I’acide gallique et ses dérivés
sont responsables de 1’inhibition de 1’activation du p38 MAPK, et I’inhibition de la fixation
du NF-kB, essentiels pour I’expression des cytokines pro-inflammatoires telles que
I’histamine, TNF-a et IL-6. En plus, la capacité des tanins d'inhiber la phospholipase A2 est
déja établie, ce qui va participer a I’inhibition de prostaglandines et des leucotrienes (Glaser
et al., 1995; Chandra et al., 2007; da Silva et al., 2008). Cependant, la différence des niveaux
d’inhibition entre les deux extraits alcooliques est probablement di a la différence de
solubilité des tanins dans les deux alcools (méthanol et éthanol), en effet, Daneshfar et ses
collaborateurs (2008) montrent que ’acide gallique est plus soluble dans le méthanol que
dans I’éthanol et I’eau respectivement, ce qui peu expliquer les différences d’inhibition
remarqué entre les différents extraits.

Les flavonoides trouvés lors des criblages photochimiques (Romani et al., 2002 ; Luigia et al.,
2007), peuvent expliquer cet effet anti-inflammatoire. En effet, I’application topique de la
quercetine et la myricetine exerce une forte inhibition sur la cyclooxygénase (COX) et la
lipooxygénase (Kim et al., 1998).De plus, Xagorari et ses collaborateurs (2001) identifient le
luteolin, présent dans les feuilles, comme le plus puissant flavonoide testé dans 1’inhibition du
TNF-a, I’activation du NF-kB induite par lipopolysaccharide (LPS), et I’activation du AP-1.
La genisteine trouvée dans les feuilles de Pistacia Lentiscus inhibe la réaction inflammatoire
induite par le TPA par le contrdle de la MAP kinase et/ou de la COX2 (Hwang et al., 2009),
il a été démontré aussi que la genisteine inhibe I’activation du STAT-1, NF-kB, I’expression
d’iNOS ainsi que la production des NO (Mari Haméléinen et al., 2007)

Selon Conforti et ses collaborateurs (2008), la diminution de I’cedéme de I’oreille est
probablement due a la présence de composés doutés d’activité antioxydante comme
I’anthocyanine, sachant que les espéces oxygénées réactives produites au cours de

I’inflammation par les cellules phagocytaires, et durant le métabolisme de [’acide
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arachidonique peuvent également activer la phospholipase A2 (Linda et al, 2004;
Geronikaki et al., 2006 ). Les phytostérols trouvés dans les plantes, tel que le B-sitostérol ou
le stigmastérol, ont une activité¢ anti-inflammatoire topique vis-a-vis du TPA (Garcia et al,

1999).

I.2. Perméabilité vasculaire induite par I’acide acétique

La perméabilité vasculaire induite par I’acide acétique induit une augmentation en contenu
péritonéal de prostaglandine (PGE,, et PGF,,), sérotonine et histamine (Chen-Xiao et al.,
2011). Ceci conduit a une dilatation des artérioles et des veinules et une augmentation de la
perméabilité vasculaire (Vogel et Vogel, 1997), une contraction et une séparation des cellules
endothéliales en exposant la membrane basale, et par conséquent, 1’extravasation des
protéines plasmatiques vers la cavité péritonéale (Choi et al., 2006; Okoli et al., 2007).

Le prétraitement des souris par I’indométacine (0,5 mg/kg) réduit significativement la
perméabilité vasculaire, avec un taux de 44 %. L’indométacine est un inhibiteur non sélectif
de la cyclooxygénase 1 et 2 (COX-1 et COX-2). L’expression de la COX-2 durant
I’inflammation est responsable de I’augmentation de production de prostaglandine PGE,. En
plus, I'indométacine inhibe la migration des cellules inflammatoires (Phelps et al., 1971;
Blackham et al., 1975) et I’expression des molécules d’adhésion cellulaire (Endemann et al.,
1997; Diaz-Gonzalez et al., 1998).

Le prétraitement des souris par les extraits alcooliques des fruits et des feuilles de Pistacia
lentiscus confirment que ces deux extraits ont une activité anti-inflammatoire. Ces deux
extraits inhibent significativement la perméabilité vasculaire chez les souris. Cette inhibition
est statistiquement supérieure a celle obtenue par I’indométacine pour I’extrait méthanolique
des fruits, et égale pour I’extrait éthanolique des feuilles, et plus faible pour I’extrait aqueux
des feuilles.

La capacité d’inhiber la perméabilité vasculaire par les extraits alcooliques indique qu’ils sont
aptes a moduler et contrler I’amplification de la réaction inflammatoire.

La présence de tanins, anthocyanines, et flavonoides dans les fruits et les feuilles de Pistacia
lentiscus contribuent a cet effet anti-inflammatoire, ces composés ont le pouvoir d’inhiber la
production de médiateurs pro-inflammatoires tel que les leucotriénes, et les prostaglandines
(PG, PGD; et PGE,).

Les tanins présents dans les fruits et les feuilles de Pistacia lentiscus contribuent
probablement a cet effet en inhibant la voie MAPK, ainsi que I’expression et la fixation du

NF-«B, d’ou I’inhibition de I’expression des geénes pro-inflammatoires et la production des
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médiateurs inflammatoires comme le NO (Glaser et al., 1995; Chandra et al., 2007; da Silva
et al., 2008).

La présence des anthocyanidines permet d’expliquer la diminution de la perméabilité
vasculaire, en effet, les anthocyanines réduisent la fragilité et perméabilité capillaire deux fois
plus que la rutine, dans l’intensité et la durée. Aussi, les anthocyanines empéchent la
libération et la synthése de composés pro-inflammatoires tel que histamines, sérines,
protéases, prostaglandines, et leucotriénes. Wang et ses collaborateurs (1999) ont montré que
la cyanine inhibe les deux isoformes COX-1 et COX-2. Ces travaux ne montrent pas
seulement un effet anti-inflammatoire excellent comparé au AINS (supérieur a 1’aspirine),
mais une meilleure inhibition de la COX-2.

Finalement, plusieurs acides gras tel que 1’acide linoléique, acide myristique, acide palmitique,
et acide steatique, tous présents dans les fruits de Pistacia lentiscus, sont capables d’inhiber
’activité de la COX-1 et COX-2 (Calixto et al., 2003).

1.3. Pleurésie induite par la A-carrageenane

L’inflammation aigué induite chez le rat par 1’injection de la A-carrageenane est un modele
standard et pratique, largement utilisé pour I’évaluation des propriétés anti-inflammatoires de
différents agents (Cuzzocrea et al., 1998 ; Jilroy et al., 1999).

Le mécanisme cellulaire et moléculaire par lequel la A-carrageenane induit le processus
inflammatoire est connu. Elle stimule la libération de I’histamine et de la sérotonine par les
mastocytes, débutant par cela une cascade d’éveénements qui produisent d’autres médiateurs
qui contribuent a 1’établissement de la réaction inflammatoire aigué (Cuzzocrea et al., 1998).
En effet, la carrageenane induit au cours de la phase précoce (1-2h) de la réaction
inflammatoire, la production de facteurs pro-inflammatoires tels que I’histamine, la sérotonine,
les leucotriénes, le PAF et les prostanoides. Ces facteurs provoquent des modifications
vasculaires qui conduisent a 1’exsudation plasmatique. Durant la phase tardive de ce
processus inflammatoire (4-12h), ces facteurs chimioattractants induisent le recrutement des
neutrophiles par chimiotactisme envers le site inflammatoire, ou ils libérent leur arsenal
cytotoxique et d’autres médiateurs inflammatoires (Dawson ef al., 1991 ; Cuzzocrea et al.,
2000a, b).

Deux populations de cellules inflammatoires interviennent au cours de I’inflammation induite
par la carrageenane. Les neutrophiles prédominent durant les 12 premieres heures. Ils sont en
suite remplacés par les monocytes qui se différencient en macrophages tissulaires. Ces
mononucléaires dominent alors la réaction inflammatoire jusqu’a sa résolution aprés 48

heures (Jilroy et al., 1999). L’infiltration des PMNs vers la cavité pleurale des rats durant les
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4 premicres heures qui suivent I’injection de la A-carrageenane a été exploitée dans la présente
¢tude pour évaluer I’effet anti-inflammatoire in vivo des extraits alcooliques des fruits et des
feuilles ainsi que I’extrait aqueux des feuilles de Pistacia lentiscus. Nous avons observé que
I’administration orale de ces extraits aux rats, atténue significativement le développent de la
pleurésie. En effet, le volume de 1’exsudat et le nombre de PMNs ayant migré vers la cavité
pleurale de ces rats ont été significativement réduits.

En plus de leurs inhibition de la production des médiateurs pro-inflammatoire, les métabolites
secondaires des fruits et les feuilles de Pistacia lentiscus inhibent le recrutement des
neutrophiles vers la cavité pleurale par I’inhibition de 1’expression des molécules d’adhésions
sur la paroi des cellules endothéliales des veines (Anné et al., 1994)

Les anthocyanines bloquent la migration des leucocytes au site inflammatoire par 1’inhibition
des molécules d’adhésion ICAM-1 et VCAM-1, et ceci par la régulation du TNF-a. Tsuda et
ses collaborateurs (2002) rapportent que 1’administration du cyanidine 3-O-B-glucoside inhibe
I’inflammation induite par le zymosan. Aussi, le traitement par la cyanidine 3-O-B-glucoside
réduit I’augmentation des concentrations de NO, TNF-a, IL-1B, et CINC-1 (cytokine-indudec
neutrophil chemoattractant 1). De plus, la cyanidine 3-O-8-glucoside normalise les niveaux de
plusieurs protéines de la phase aigué, incluant a,-macroglobuline, albumine, et transferrine
(Calixto et al, 2004).

Les flavonoides inhibent la migration des leucocytes en bloquant leur adhésion a la paroi
vasculaire (Manthey, 2000 ; Middleton et al., 2000). Cet effet serait di a I’inhibition de la
synthése de I'IL-1 et le TNF-a, principaux inducteurs de l’expression des molécules
adhésives sur la paroi vasculaire (Cho ef al., 2000). 11 a été rapporté en effet, que la quercétine
bloque 1’adhésion des leucocytes a la paroi endothéliale des veines ombilicale par ’inhibition
de I’expression des ICAM-1 (Anné et al., 1994).

L’acide gallique a son tour inhibe la migration des leucocytes en inhibant les molécules
d’adhésion VCAM-1, ICAM-1, et E-selectin dans les cellules endothéliales vasculaires, cette
inhibition est di a I’inhibition I’IL-1, TNF-a, et le NF-xB (Takatoshi et al,. 1999).

Prenant ces données ensemble, les extraits alcooliques des fruits et des feuilles ainsi que
I’extrait aqueux des feuilles de Pistacia lentiscus exerceraient leur effet anti-pleurétique par la
réduction de la production des médiateurs inflammatoires impliqués dans le déroulement des
étapes de la réaction inflammatoire aigué induite par la A-carrageenane, ainsi que par
I’inhibition du recrutement des leucocytes vers la cavité pleurale en exergant des effets anti-

chimioattractants sur ces derniers.
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I1. Activité antioxydante in vitro

I1.1. Effet scavenger du radical DPPH

Lorsqu’une solution de DPPH est mélangée avec une substance qui peut donner un atome
d’hydrogene, cela donne lieu a la forme réduite (2) avec une perte de la couleur violette.

La décoloration sera directement proportionnelle au nombre de protons captés et peut étre
suivie par la lecture de 1’absorbance du milieu réactionnel a 517 nm. Elle permet d’évaluer le
taux de réduction du DPPH et fournit donc un moyen pratique pour mesurer le pouvoir
antioxydant des extraits étudiés.

De nombreuses études ont établi des relations entre les structures chimiques des flavonoides
et leur capacité antioxydante, les flavonoides les plus actifs sont ceux qui renferment des
groupements 3’- 4’ dihydroxy sur le cycle B et/ou un groupement 3 OH sur le cycle C (Amic
et al.,2003).

Les résultats obtenus par ce test montrent que 1’extrait méthanolique des fruits ainsi que
I’extrait éthanolique des feuilles présentent un effet antioxydant remarquable vis a vis du
radicale DPPH. En effet, les extraits méthanolique des fruits, éthanolique et aqueux des
feuilles présentent des IC50 de 3,69 + 1,99, 4,23 + 0,14 et 51,66 = 3,91 pug/ml respectivement
(APR~6,5, APR~6 et APR~0,5 respectivement). Ce pouvoir anti-oxydant est fort
probablement dii aux composés phénoliques présents dans les fruits et les feuilles de Pistacia
lentiscus, et qui sont connus comme substances antioxydantes ayant la capacité de piéger les
especes radicalaires et les formes réactives de 1’oxygene (Kelly ef al., 2002).

Dans leurs travaux, Luigia et ses collaborateurs (2008) ont montré que les anthocyanines
présentent dans les fruits de Pistacia lentiscus piegent a 92 % le radical DPPH pour une
concentration de 0,005 mg/ml (sachant que le contenu total en anthcyanine dans les fruits de
Pistacia lentiscus est de 0,05 pg/kg de fruits), effet comparable a celui de I’ o—tocophérol. Ces
mémes auteurs suggerent que cette activité scavenger est probablement due a la présence du
monoglucoside de delphinidin, qui posséde I’activité scavenger la plus élevé parmi les
anthocyanines présentes dans les fruits de Pistacia lentiscus.

Bhouri et ses collaborateurs (2010) notent que 1’acide digallic, isolé de 1’extrait aqueux des
fruits de Pistacia lentiscus, a une activité potentielle vis-a-vis le radical ABTS™ pour une
concentration de 0,15 et 0,2 mg/ml. Ceci peut étre expliquer par le fait que la molécule de
I’acide digallic qui est un flavonoide riche en groupements hydroxyles et les flavonoides
stabilisent les espéces réactives de I’oxygeéne en réagissant avec le composé réactif du radical.

En sachant que les fruits de Pistacia lentiscus sont caractérisées par la présence de flavonoles
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et dérivés galloly, est qui inclus galloyl-glucosides, ellagitannins et acides galloyl-quinic. Ce
dernier constat est confirmé en 2011 par Bhouri est ses collaborateurs, ou ils montrent que
I’acide digallic isolé des fruits de la plante est un scavenger trés efficace vis-a-vis le radical
DPPH avec une IC50 de 0.035 pg/ml.

Les travaux de Baratto et ses collaborateurs (2003) montrent que les dérivés quinic 3,5-O-
digalloyl quinic, 3,4,5-O-trigalloyl quinic, acide gallique, et le 5-O-galloyl quinic, extraits
des feuilles de Pistacia lentiscus ont une activité scavenger importante vis-a-vis du radical
DPPH. La présence de 1’o—tocophérol (0,005308 %) dans les feuilles de Pistacia Lentiscus,
explique I’activité antioxydante des extraits (Kivacak et Akay, 2005).

I1.2. Chélation du fer ferreux

L’activité chélatrice est trés importante du fait qu’elle réduit la concentration des métaux de
transitions catalyseurs de la peroxydation lipidique. En effet, le fer peut stimuler 1’oxydation
des lipides par la réaction de Fenton, et accélére également cette oxydation en décomposant
les hydroperoxydes en radicaux peroxyles et alcoxyles qui peuvent a leur tour entretenir la
réaction de peroxydation lipidique (Elmastas et al, 2006).

Les résultats obtenus par ce test montrent que les extraits alcooliques de Pistacia lentiscus
possedent une activité chélatrice dose dépendante en capturant les ions ferreux avant qu’ils
soient complexés avec la ferrozine, cette activité est tres faible par rapport a celle de ’EDTA,
elle est encore plus faible pour I’extrait aqueux des feuilles.

A partir des profils de chélation obtenus (Figure 15), il semble que la linéarité des tracés avant
la saturation est plus importante dans le cas de ’EDTA; ligand hexadenate dont la constante
de liaison avec le fer est de I’ordre de 4,9 x10*M™ (Kolayli ef al., 2004 ). Cependant pour les
extraits cette linéarité est moins importante. Cela refléte simplement la nature complexe des
extraits contenant un ou plusieurs chélateurs ayant des affinités différentes pour le fer, en
concurrence avec la Ferrozine. Toutefois, l'effet chélateur est saturable a la haute
concentration d'extrait.

L’activité plus au moins ¢élevé de I’extrait méthanolique des fruits et 1’extrait éthanolique des
feuilles de Pistacia lentiscus par rapport a 1’extrait aqueux des feuilles est probablement due a
la présence de composés chélateurs dans les deux premiers extraits. En effet, Wissem et ses
collaborateurs (2008) rapportent que les tanins présents dans les fruits de Pistacia lentiscus
sont caractérisés par leur action chélatrice. De plus, I’anthocyanines présentes dans les fruits
de Pistacia lentiscus on déja prouvés leurs pouvoir chélateur envers les métaux, et leurs effets

protecteurs contre la peroxydation est lié a la capacité de fixer le fer (Ilhami et al., 2005).
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Cependant, la composition phytochimique des feuilles de Pistacia lentiscus (Romani et al.,
2002) peut explique D’effet chélateur de I’extrait éthanolique du fait de la présence de
flavonoides dont I’activité chélatrice est déja établie dans des études précédentes (Frei et al.,
2003; Ptemysl et al., 2011)

Gulagti et ses collaborateurs (2007) ont montré que I’extrait méthanolique des fruits de
Pistacia terebinthus a une activité chélatrice comparable a celle obtenue avec la quercetin,
et ceci est due a la présence de composés phénoliques et de flavonoides.

Ces constatations pourraient indiquer que non seulement les composés phénoliques qui sont a
I’origine de la principale activité chélatrice, mais en fait c’est un mélange d’acides organiques,
d’acides aminés et de sucres qui peuvent contribuer a la séquestration des métaux de

transition (Wong et al., 2006).

I1.3. Test de blanchissement du B-caroténe

Dans cette analyse la capacité antioxydante de I’extrait méthanolique des fruits, éthanolique
ou aqueux des feuilles de Pistacia lentiscus été déterminée par la mesure de l'inhibition des
composés organiques volatils et les hydro-peroxydes conjugués diéne résultant de 1’oxydation
de I’acide linoléique (Tepe et al., 20006).

Les fruits et les feuilles de Pistacia lentiscus sont riches en composés polyphénolique
(Romani et al., 2002 ; Luigia et al., 2007). Les polyphénoles trouvées dans les fruits de
Pistacia lentiscus sont des flavonoides de type a-aglycones et B-glycosides (Hamad et al.,
2011) et anthocyanine (majoritairement le cyanidine 3-O-glucoside) (Luigia et al., 2007),
alors que le feuilles sont riches en myricetin, quercétine, isoflavone et acides phénoliques
tous doués d’activité antioxydantes.

Takahama (1983) a montré que les flavonoides ont la capacité de terminer la réaction en
chaine de la peroxydation des lipides par le piégeage du radical peroxyle LOH.

Plusieurs travaux suggerent que les phytostérols comme le stigmastérol sont responsable, en
partie, de la prévention de développement des maladies dii aux especes réactives oxygénées
(Vivacons et Moreno, 2005). De plus, Yoshida et Niki (2003) ont montré I’effet antioxydant
des phytostérols B-sitostérol, stigmastérol, et campestérol, contre la peroxydation des lipides.
Un extrait qui retarde ou inhibe le blanchissement du B-caroténe peut étre décrit comme un
piégeur de radicaux libres et comme un antioxydant primaire (Liyana-Pathirana et al., 2006).
Le test d’inhibition de 1’oxydation de I’acide linoléique couplée a celle du B-caroteéne, parait
trés utile comme un modéle mimétique de la peroxydation des lipides dans les membranes

biologiques (Ferreria et al., 2006).
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CONCLUSION GENERALE



Conclusion générale:

L’effet anti-inflammatoire et antioxydant des extraits de Pistacia lentiscus ont ét¢ évalués
dans ce travail. Les résultats obtenus montrent que les extraits ont une activité anti-
inflammatoire et antioxydante. Cependant, cette activité est différente selon le degré de
solubilité des composés secondaires de Pistacia lentiscus.

In vivo, I’extrait méthanolique des fruits et ’extrait éthanolique des feuilles montrent une
activité anti-inflammatoire importante par rapport a I’extrait aqueux des feuilles. En effet, lors
du test d’inhibition du développement de 1’cedéme de I’oreille induit par I’huile de croton
chez la souris permet de conclure que 1’extrait méthanolique des fruits et I’extrait éthanolique
des feuilles de Pistacia lentiscus appliqués localement possédent un effet anti-inflammatoire
significativement supérieur a celui de I’indométacine, alors que 1’extrait aqueux des feuilles a
un effet anti-inflammatoire moins important que les deux extraits alcooliques aux doses
utilisées.

Ces résultats sont confirmés lors des tests de perméabilité chez les souris et la pleurésie chez
les rats, ce dernier test suggere aussi que nos extraits inhibent le recrutement des cellules
immunitaires dans le site inflammatoire.

Les tests antioxydants in vitro montrent aussi que les extraits alcooliques et aqueux ont une
activité antioxydante vis-a-vis le radical DPPH, un effet chélateur pas trés important vis-a-vis
du fer ferreux, et un effet protecteur contre I’oxydation de 1’acide linoléique couplée a celle
du B-caroténe.

L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire et antioxydante des extraits de Pistacia lentiscus
montre que cette plante possede un pouvoir pharmacologique, ce qui supporte son usage
traditionnel pour le soulagement de diverse affections inflammatoires.

Les résultats obtenus lors de cette étude sont intéressants, mais des études complémentaires
sont nécessaires pour comprendre les mécanismes moléculaires et cellulaires de ces effets.
Ces études doivent étre aussi orientées vers la détermination des composés actifs dans les
extraits de Pistacia lentiscus et 1’évaluation leurs 1’effets sur les de signalisations impliqués
dans le processus inflammatoire, ainsi que les enzymes impliquées dans la production des

especes oxygénées réactives.
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Résumé

Les activités anti-inflammatoire et antioxydante de 1’extrait méthanolique des fruits, éthanolique et aqueux
de feuilles de Pistacia lentiscus ont été étudi€s in vivo et in vitro respectivement.

Le traitement locale de I’cedéme de l'oreille par 2 mg d’extrait méthanolique des fruits ou I’extrait
éthanolique des feuilles induit une diminution trés significative (p<0,001) de I’inflammation par rapport au
groupe témoin, de 70 % et 65 % respectivement. L’extrait aqueux des feuilles donne un effet inhibiteur plus
faible (51 %), mais presque égal a celui de I’indométacine aux doses utilisées.

Le traitement par 200 mg/kg d’extrait alcoolique des fruits et des feuilles par voie orale provoque une
inhibition de 56 % et 46 % de la perméabilité¢ vasculaire respectivement. L’extrait aqueux des feuilles de
Pistacia lentiscus provoque une plus faible inhibition de 28 %.

L’effet des extraits sur la pleurésie induite par la carrageenane montrent que I’administration orale de
400 mg/kg d’extrait méthanolique des fruits, éthanolique ou aqueux des feuilles provoque une diminution
significative dans le développement de la pleurésie et la migration des PMNs.

L’effet antioxydant des mémes extraits sont testés in vitro en utilisant les tests du DPPH, la chélation des
métaux et le test de B-carotene/acide linoléique montre que ces extraits possedent une forte activité
scavenger de radical DPPH et une forte capacité d’inhiber la peroxydation lipidique. Cependant, seuls les
extraits alcooliques des fruits et des feuilles ont un effet sur la chélation des métaux.

Summary

The anti-inflammatory and antioxidant of methanolic extract of the fruits, ethanolic and aqueous extracts of
leaf of Pistacia lentiscus were studied in vivo and in vitro respectively.

Local treatment of edema ear with 2 mg of methanolic extract of fruits or ethanolic extract of leaves induced
a significant decrease (p <0.001) in inflammation compared to the control group, 70% and 65% respectively.
The aqueous extract of the leaves gives a lower inhibitory effect (51%), but almost equal to that of
indomethacin at used doses.

Treatment with 200 mg / kg of alcoholic extract of fruits and leaves orally causes an inhibition of 56% and
46% in vascular permeability respectively. The aqueous extract of leaves of Pistacia lentiscus caused a lower
inhibition, only 28%.

The effect of extracts on carrageenan-induced pleurisy show that oral administration of 400 mg/kg of
methanolic extract of the fruits, ethanol or aqueous extracts of leaves causes a significant reduction in the
development of pleurisy and migration of PMNss.

The antioxidant effect of the same extracts are tested in vitro using the DPPH test, metal chelating and B-
caroténe/linoleic acide test shows that these extracts possess strong DPPH radical scavenger activity and
high capacity inhibit lipid peroxidation. However, only the alcoholic extracts of fruits and leaves have an
effect on the metal chelating.
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