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INTRODUCTION

L’inflammation est un mécanisme de défense indispensable pour I'intégrité de
I’organisme, dont le but est d’éliminer 1’agent pathogéne et de réparer les 1ésions tissulaires.
Parfois I’inflammation peut étre néfaste du fait de 1’agressivité de 1’agent pathogéne, de sa
persistance, du siége de D’inflammation, par anomalies des régulations du processus
inflammatoire, ou par anomalie quantitative ou qualitative des cellules intervenant dans
I’inflammation. D’une autre part, la surproduction des espéces réactives d’oxygénes au-dela
des capacités antioxydantes des systémes biologiques donne lieu au stress oxydant, qui est

impliqué dans 1’apparition des maladies inflammatoires chroniques (Rousselet et al., 2005).

La thérapeutique anti-inflammatoire fait appel a diverses molécules synthétiques, les
glucocorticoides et les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS). Bien qu’efficaces, ces
médicaments présentent le plus souvent des effets indésirables qui peuvent limiter leur
utilisation a long terme (Lee et Feldman., 1997). De ce fait, la recherche de substances
d’origine végétale douées d’activités anti-inflammatoires s’avére trés utile pour I’amélioration

de la santé humaine.

Aujourd’hui, les plantes médicinales connaissent un succes accru et sont de plus en plus
utilisées par I’industric pharmaceutique, notamment dans les traitements de maladies
impliquant un processus inflammatoire. Pistacia lentiscus L., connue dans la région de Kabylie
sous le nom d’Amadagh, est largement utilisée en médecine traditionnelle dans le traitement
des ulceres, I'hypertension, la toux, les maux de gorge et I'eczéma (Scherrer et al., 2005 ;
Gardeli et al., 2008 ; Boukeloua et al., 2011).

L’objectif de notre travail est d’évaluer I’activité anti-inflammatoire, in vitro, des
extraits ethanolique et aqueux du fruit de Pistacia lentiscus, par la méthode de stabilisation
membranaire en utilisant les globules rouges humains (GRh), ainsi qu’un test complémentaire

concernant 1’ activité anti-radicalaire, vis-a-vis, de I’ABTS®* et du DPPH".
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I. 1. Définition de ’inflammation

La réponse inflammatoire est une série de mécanismes dynamiques bien coordonnés,
en conséquence d’une réponse immunitaire contre une agression causée par des
microorganismes, des agents physiques ou chimiques, une blessure ou une brdlure
(Russo-Marie, 1998 ; Gokhale et al., 2002 ; Hou et al., 2004). Elle conduit a 1’élimination
d’éventuels pathogenes et au retour a ’homéostasie du tissu 1és€, par divers processus de
réparation (Nathan, 2002 ; Barton, 2008). Les symptdmes caractéristiques de
I’inflammation sont la douleur, le gonflement, la rougeur et la sensation de la chaleur
(Rousselet et al., 2005).

I. 2. Médiateurs de la réaction inflammatoire

Différentes molécules appelées médiateurs de l'inflammation, libérées par de
nombreuses cellules, interviennent dans le démarrage et le contréle des étapes de la réaction
inflammatoire (Pasquier, 1995). On compte parmi lesquels des cytokines, des prostanoides,
des leucotrienes, des neuropeptides, des fractions du complément ou encore des
métalloprotéases (Henrotin et al., 2001). Les roles et I’implication de ces facteurs dans la

réaction inflammatoire sont résumés en annexes 1.

D’une autre part, lors de I’inflammation les cellules phagocytaires, les polynucléaires
neutrophiles et les macrophages, sous I’action d’une enzyme membranaire, la NADPH
oxydase produit des formes réactives de l’oxygene (FRO) et de 1’azote (FRN)

(Babior, 1984). Les FRO possedent une grande réactivité et sont constituées essentiellement

par des radicaux libres de I’oxygeéne tels que 1’anion superoxyde (O2"), le radicale hydroxyle

(OH™), le radicale peroxyle (ROQ") et le radicale alkoxyle (RO (Pasquier, 1995). Dans les

processus physiologiques normaux, les FRO jouent un réle crucial telle que la réponse aux
facteurs de croissance, la réponse immunitaire en médiaquant la signalisation cellulaire et
I'élimination apoptotique des cellules endommagées (Holbrook et lkeyama, 2002). Le
radical oxyde nitrique (NO") est un agent vasodilatateur synthétisé a partir de la L-arginine
notamment par les cellules endothéliales, les phagocytes et certains neurones cérébraux sous

I’action du nitrite oxyde synthase (Pasquier, 1995).
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Le NO’ interagit avec 1’anion superoxyde (O2") pour produire du peroxynitrite
(ONOO") qui posséde un pouvoir cytotoxique et est capable d’activer la production des

prostaglandines (Ravat et al., 2011).

Si une production accrue de ces formes réactives a lieu et les possibilités des systemes
de défense soit dépassées, un désequilibre entre production et protection est entrainé, ce qui
provoque un stress oxydatif (Pasquier, 1995). Le stress oxydatif peut conduire a des lésions
inappropriées de tissus par I'oxydation de molécules, telles que les protéines et les lipides,
constituants principaux des membranes cellulaires ; les protéines subissent des
fragmentations et des agrégations, les lipides, des peroxydations conduisant a des liaisons
lipides-protéines entrainant des dysfonctionnements des membranes cellulaires (Sellak et
al., 1992 ; Franzini et al., 1993).

I. 3. Types d’inflammation

Plusieurs agressions tissulaires déclenchent une réaction inflammatoire aigué, mais
certaines lésions peuvent provoquer d’emblée une réaction inflammatoire chronique
(ex : infection virales, réaction a corps étrangers, mycoses). Une inflammation aigué peut
disparaitre ou aboutir a une cicatrisation, mais en absence d’une résolution elle peut évoluer

vers une inflammation chronique (Stevens et al., 2004).

I. 3. 1. Inflammation aigué

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 phénomeénes
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 aigué repose sur trois phases principales en relation
les uns avec les autres :

l. 3. 1.1. Phase vasculaire

La phase vasculaire consiste en une vasoconstriction artériolaire extrémement bréve,
de quelques secondes, de type réflexe sous I’action du systéme nerveux sympathique. Elle
est trés rapidement ressentie puisque douloureuse, expliquée par la libération d’histamine,
de sérotonine et de kinine (Weill et Batteux, 2003). Ces médiateurs activent les plaquettes

présentes dans la circulation, ce qui conduira a une vasodilatation des vaisseaux sanguins.
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En conséquence, le debit local est augmenté et la perméabilité des capillaires est exacerbée,
ce qui explique I’extravasion des protéines plasmatique et cellules sanguines vers les tissus
(diapédese). L’augmentation du débit microcirculatoire provoque 1’apparition de chaleur,

rougeur et d’cedéme (Kumar et al., 2007).

L’altération des parois vasculaires va entrainer ’apparition de nouveaux récepteurs
des cellules endothéliales comme ELAM-1, VCAM-1 et ICAM-1, ce qui va accentuer les
phénomenes d’extravasation et de migration des cellules vers les tissus 1ésés. Ce phénoméne
est amplifié sous I’effet de la sécrétion de chimiokines par les cellules des parois vasculaires

altérees (Weill et Batteux, 2003).

I. 3. 1. 2. Phase cellulaire

La phase cellulaire commence lorsque se trouvent rassemblés un grand nombre de
polynucléaires, de macrophages et de plaquettes au site de I’inflammation ; les
polynucléaires et les macrophages phagocytent les bactéries, les microcristaux et les débris
de tissus nécroses, phagocytose facilitée par les substances opsonisantes que sont les 1gG et

le C3b ayant des récepteurs sur la membrane de ces phagocytes (Pasquier, 1995).

Lors de la phagocytose, l'agent pathogene est internalisé par invagination de la
membrane plasmique des polynucléaires, afin de former un phagosome. Les granules
cytosoliques fusionnent a ce phagosome en déversant leur contenu hautement toxique dans
le milieu intracellulaire forment ainsi ce qu'on appelle un phagolysosome ou dans le milieu
extracellulaire lorsque 1’agent pathogéne posséde une masse moléculaire élevée (Klebanoff,

1992).

Une fois le phagolysosome formé, il y a activation de nombreuses enzymes
spécifiques, capables d'engendrer des radicaux libres déléteres pour ’agent pathogene.
Certaines enzymes (exemple : la NADPH oxydase) utilisent I'oxygéne consommé en tres

grande quantité par les polynucléaires, afin d'élaborer des radicaux libres comme l'anion
superoxyde (O27), le radical hydroxy (OH™) et le peroxyde d'hydrogéne (H202). En présence

de chlorure et de myeéloperoxydase (MPO), le H2Oz est utilisé pour générer de 1’acide
hyperchloreux (HOCI) qui est un oxydant puissant utilisé par les polynucléaire pour léser les
cellules selon un processus appelé flambée respiratoire oxydative (Smith, 1994). Les

polynucléaires possedent non seulement des granules cytoplasmiques contenant des
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enzymes oxydatives, mais également des granules renfermant des enzymes hydrolytiques,

protéolytique ainsi que des polypeptides antimicrobiens (Borregaard et al., 1993) Figure 1.

phagosome

/2 mPo
N

y

H202 + CI —>

granulations azurophiles

granulations spécifiques myéloperoxydase
collagénase élastase
gélatinase protéinase 3
lyzosyme

lactoferrine

Figue 1 : Schéma représentant I'explosion oxydative chez les polynucléaires (Pasquier, 1995).

I. 3. 1. 3. Phase de résolution

La résolution de I’inflammation est a I’origine de la réparation tissulaire. Aprés un
séjour de 24 a 48 heures, les neutrophiles s’engagent massivement vers la voie de I’apoptose,
en réponse a divers signaux, notamment la diminution des messagers de survie (Ward et al.,
2002). Les neutrophiles apoptotiques sont rapidement phagocytés par les macrophages,
donnant a ces derniers un signal qui remplace leur synthése de cytokines pro-inflammatoires
par celle de cytokines anti-inflammatoires (Fadok et al., 1998). Il en découle que la
phagocytose des neutrophiles apoptotiques par les macrophages, joue un réle déterminant
lors de la résolution de I’inflammation et de la réparation tissulaire (Marsolais et Frenette,
2005). Elle aboutit a une cicatrice si le tissu lésé ne peut régénerer ou lorsque la destruction

tissulaire a été tres importante et/ou prolongée. La réparation peut aboutir a une restitution
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intégrale du tissu, il ne persiste alors plus aucune trace de l'agression initiale et de

I'inflammation qui a suivi (Weill et al., 2003).

I. 3. 2. Inflammation chronique

Ce sont des inflammations n’ayant aucune tendance a la guérison spontanée et qui
évoluent en persistant ou en s’aggravant pendant plusieurs mois ou plusieurs années.
L’inflammation chronique correspond a un échec de I’inflammation aigué qui évoluent en
inflammation chronique, lorsque la phase vasculo-exsudative est passée inapercue, c’est
souvent le cas de maladies auto-immunes (Seignalet, 2004 ; Rousselet et al., 2005), quand
I’agent pathogéne initial persiste dans les tissus (détersion incomplete) ou bien lorsque la
phase aigué est récidive de facon répétée dans le méme organe en entrainement a chaque
épisode des destructions tissulaires mal réparées (Raynaud, 2008).

La persistance de 1’inflammation serait responsable de séquelles anatomiques et
fonctionnelles qui font la gravitt des maladies inflammatoires chroniques
(Seignalet, 2004 ; Raynaud, 2008).

l. 4. Anti-inflammatoires

Les anti-inflammatoires sont des médicaments destinés a prévenir ou a contenir les
manifestations inflammatoires. Ils sont utilisés lorsque la réaction inflammatoire est
exageérée et chronique ou associée a des phénomenes immunologiques. lls agissent sur la
physiopathologie de I’inflammation, en atténuant ou supprimant des symptomes, sans agir

sur leur étiologie (Dangoumau et al., 2006).

I. 4. 1. Anti-inflammatoires synthétiques

Selon le mode d’action des anti-inflammatoires et I’origine de leurs biosynthéses, on

distingue deux classes principales :

I. 4. 1. 1. Anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

Les anti-inflammatoires non stéroidiens sont des acides faibles lipophiles et regroupent
des molécules ayant, malgré une hétérogénéité structurale, un méme mode d’action
(Vaubourdolle, 2007). Les AINS forment un groupe de médicaments destinés a traiter la
réaction inflammatoire et les maladies rhumatismales. Tous les AINS possédent a des degrés

divers les propriétés anti-inflammatoires ; analgésiques et antipyrétiques quelle que soit la
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voie d’administration. IIs réduisent la vasodilatation, la perméabilité capillaire, mais aussi la
migration des leucocytes et perturbent les réactions energétiques nécessaires au processus

inflammatoire (Charpentier et al., 2004).

IIs agissent tous en inhibant une enzyme membranaire, la cyclo- oxygénase (COX),
diminuant ainsi la production des prostaglandines E2 et 12, médiateurs important des

phénomenes inflammatoires (Dangaoumau et al., 2006).

Aussi ils agissent en inhibant la réaction inflammatoire par 1’inactivation de la
phospholipase membranaire, ils empéchent la libération de 1’acide arachidonique précurseur
des prostaglandines et ils induisent la formation d’une protéine appelée lipocortine qui se

fixe sur la phospholipase et la rend inactive (Hameed et al., 2008).

I. 4. 1. 2. Anti-inflammatoires stéroidiens (AlS) ou glucocorticoides

Les anti-inflammatoires stéroidiens sont des dérivés des hormones stéroidiennes de
la corticosurrénale, principalement les glucocorticoides, qui sont biosynthétisés a partir du
cholestérol et employés dans le domaine médical (Wibowo et al., 2007). Ils sont
naturellement sécrétés par les glandes surénales, (Muster, 2005). lls exercent leurs réles anti

inflammatoire selon deux voies majeurs :

Les glucocorticoides (GC) traversent librement les membranes cellulaires, dans le
cytoplasme, ils se fixent sur un récepteur nucléaires spécifique aux stéroides
(Burmester et pezzutto, 2000) ce complexe blogque I’inscription des génes cibles (NF-kB,
AP-1...) c’est par ce dernier mécanisme que les GC inhiberaient la production de la
phospholipase A2 et de nombreuses cytokines pro-inflammatoires (IL-1, IL-6, TNFa ...)
(Dangoumau et al., 2006).

l. 4. 2. Effets indésirables communs des anti-inflammatoires

Les anti-inflammatoires sont efficaces pour le traitement des symptomes de
nombreuses maladies inflammatoires, mais leurs utilisations sont limitées en raison de leurs
effets indesirables, qui influent sur le tractus gastro-intestinal (agressivité, ulcére et
diminution de la résistance) et le systeme nerveux central SNC (Lee et Feldman, 1997). Le
risque de lésions gastriques liées aux AINS est majeur au cours des trois premiers mois de
traitement (Capet et al., 2000). lls peuvent aussi entrainer une élévation de la pression

artérielle que ce soit chez les sujets connus comme hypertendus ou non et donc, peuvent
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conduire a I’initiation d’un traitement anti-hypertenseur (Johnson et al., 1994 ; Griffin et
al., 2001). Ces effets secondaires aussi se traduisent par une insuffisance rénale aigué comme
la deshydratation, qui entraine une déplétion volémique, et une altération préexistante de la
fonction rénale (Camu et al., 1996 ; Perez et al., 1996). Les anti-inflammatoires peuvent
étre a ’origine d’hépatites médicamenteuses, 1’utilisation prolongée ou réguliére de ces
médicaments majore le risque de néphrotoxicité (Douce, 1998). Les AINS peuvent aussi
modifier I’action d’autres molécules, telles que les antidiabétiques oraux (sulfamides), dont
I’action hypoglycémiante est potentialisée par les AINS (Thomson, 1995).

l. .4. 3. Anti-inflammatoires naturels

Face aux inconvénients et les risques que présentent les anti-inflammatoires
(stéroidien et non stéroidien), il est nécessaire de disposer d’agents anti-inflammatoires avec
moins d’effets secondaires et indésirables et 1'un des candidats a la recherche en cours sont
des constituants végétaux autrement appelés les anti-inflammatoires naturels. Quelques
plantes a activité antiinflammatoire sont résumées dans le tableau I.

Tableau I : Quelques plantes a activité anti-inflammatoire.

Plantes Parties utilisées Activités Références
Ou molécules
Sideritis ozturkii Parties aériennes | Propriétés anti-inflammatoires et Kupeli et al.,
(Lamiaceae) Ozturkoside A gastroprotective 2007
Ozturkoside B
Ozturkoside C
Rosa canina Fruit Anti-inflammatoires, contre la Orhanetal.,
(Rosaceae) fieévre, désordres intestinaux et 2007

autres ...

Buddledja globosa | Feuilles A et

Activités analgésique

Backhouse et

(Buddlejaceae) amyrine antioxydant, anti-inflammatoire al., 2008
Uncaria tomentosa ( Ecorces Maladies gastriques, cancer, Aguilar et al.,
Rubiaceae) infection et inflammatoires 2002
Croton celtidifolius Ecorces Ulcere, leucémie, rhumatisme, et Nardi et al.,
(Euphorbiaceae) inflammation 2003
Mallotus peltatus Feuilles - Infections et inflammations Chattopadhyay
(Euphorbiaceae) sitosterol et al., 2002
Limoniastrum feei Feuilles activités anti-inflammatoire Rahmani et al.,
2016

(Plumbaginacea)
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l. 5. Pistacia lentiscus

Parmi les plantes dotées d’activité anti-inflammatoire : Pistacia lentiscus qui est trés

utilisée pour ses propriétés médicinales

I. 5. 1. Description botanique

Le pistachier lentisque « Pistacia lentiscus L. », est un arbrisseau ramifié de trois
meétres de hauteur, a odeur de résine fortement acre de la famille des Anacardiaceae (Coste,
1937). Son fruit est une baie comestible, arrondie, d’environ cinq millimétres d’abord de
couleur rouge, puis devient noire & maturité (More et White, 2005 ; Mezni et al., 2012). Le
pistachier lentisque « Pistacia lentiscus L. », couramment appelé « Darou » en arabe local
(More et White, 2005) et nommé localement dans les régions kabyles « Amadagh ». Les

graines sont communément appelées « Tidekth ».

l. 5. 2. Taxonomie

Le genre de Pistacia comporte plusieurs espéces : Pistacic lentiscus, Pistacia
atlantitica, Pistacia chinensis, Pistacia integerrima, Pistacia mexicana, Pistacia

terebinthes. La taxonomie de I’espéce est démontrée dans le tableau Il.

Tableau Il : Taxonomie de Pistacia lentiscus (Ansari et al., 2012).

regne Plantae
Embranchement Spermatophyte
Classe Dicotylédones
Ordre Sapindales
Famille Anacardiaceae
Genre Pistacia
Espéce Pistacia lentiscus

I. 5. 3. Localisation géographique

Pistacia lentiscus est un arbrisseau que I'on trouve couramment en sites arides, Asie
et région méditerranéenne de I’Europe et d'Afrique, jusqu'aux Canaries

(Bellakhdar, 2003), en Algérie, elle est présente au niveau du tell et dans les zones
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forestieres (Delille, 2007). C’est une espéce qui pousse dans tout type de sol, mais préfere

les terrains siliceux (Castola et al., 2012).

I. 5. 4. Utilisations traditionnelles

Pistacia lentiscus est connu pour ses propriétés médicinales depuis 1’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). Les médecines
traditionnelles pratiquées de part et d’autre des rives de la méditerranée, attribuent au
lentisque des vertus dans le traitement des ulceres, I'hypertension (grace a ses propriétés
diuretiques) (Scherrer et al., 2005), la toux, les maux de gorge, I'eczéma, des calculs rénaux

et la jaunisse (Gardeli et al., 2008).

Les graines peuvent étre préparées en les faisant bouillir ou grillées avec du blé
concassé, aspergées d’huile d’olive, utilisées dans les régions Est de 1’Algérie

(Chryssavgi et al., 2007 ; Delille, 2007).

Les huiles du lentisque sont souvent utilisées comme un reméde d'application
externe locale sous forme d’onguent pour soigner les brilures ou les douleurs dorsales
(Bellakhdar, 1997). Mais aussi connues pour leurs vertus thérapeutiques en ce qui concerne

les problémes lymphatiques et circulatoires (Prichard, 2004).

Les feuilles sont également utilisées dans le traitement 1’eczéma, infections buccales,
diarrhées, jaunisse, maux de téte, asthme et problémes respiratoires (Villar et al., 1987 ;
AliShtayeh et al., 1998 ; Ali-Shtayeh et al., 2000 ; Lev et Amar, 2002).

Le mastic est souvent cité comme un reméde efficace contre certaines maladies telles
que l'asthme, les diarrhées, les infections bactériennes, les ulceres gastriques et comme un
agent antiseptique du systeme respiratoire (Al-Said et al., 1986 ; Huwez et Al- Habbal,
1986 ; Yasilada et al., 1995 ; Marone et al., 2001).

I. 5.5. Composition chimique de Pistacia lentiscus

En raison de sa large utilisation en médecine traditionnelle, les différentes parties de

Pistacia lentiscus ont fait I’objet de plusieurs études phytochimiques afin d’identifier leurs

principes actifs. La plante est réputée par ses huiles essentielles, fixes et grasses (Charef et
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al., 2008), elle contient aussi des tannins (Nahida et al., 2012), ainsi que des flavonoides
glycosylés (Vaya et Mahmood, 2006), des anthocyanes (Longo et al., 2007), une résine
(leonti et al., 2001), et des triterpénes (Monaco et al., 1982).

Selon Longo et ses collaborateurs (2007), les fruits de Pistacia lentiscus contiennent
5,4mg/ml d’anthocyanines, essentiellement : cyanidine 3-O-glucoside (70%), delphinidine
3-Oglucoside (20%) et cyanidine 3-O-arabinoside (10%). Par ailleurs, une autre étude
chimique effectuée sur la fraction d’acétate d’éthyle (AcOEt) de fruits de Pistacia lentiscus
a permis d’isoler deux polyphénols : acide gallique et 1.2.3.4.6- pentagolloylylucose
(Abdelwahed et al., 2007). Les structures chimiques des polyphénols et les composés

phénolique de fruit de Pistacia lentiscus sont représentés en annexe 1 et 2 respectivement.

L’huile fixe représente 38,8 % du poids des fruits, elle contient 53 % d’acide gras
monoinsaturé. Le principal acide gras est 1’acide oléique (50 -72%), suivie de 1’acide
palmitique (23,2%) et ’acide linoléique (21,7%), les autres acides gras sont retrouvés en
faible quantités [acide palmitoléique (1.3%), stéarique (1.1%), linoléique (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).

Par ailleurs, les travaux realisés par Hamad et ses collaborateurs (2011) ont montré
que les protéines représentent 5% du poids des fruits de Pistacia lentiscus. Tandis que La
composition minérale de ces fruits montre que la teneur 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.

La composition chimique des feuilles de Pistacia lentiscus est caractérisée par la
présence de glycosides de flavonoles comme la quercetine, myricetine, luteoline ainsi que
I’isoflavone genisteine (Romani et al., 2002 ; Stocker et al., 2004 ; Vaya et Mahmood,
2006). Elles contiennent 6 a 7% du gallotannins de faible poids moléculaire, a savoir I’acide
gallique et les dérivés d’acide quinique 5-O-, 3,5-O-di- et 3, 4,5-O-trigalloyl L’huile
essentielle, de sa part, represente 0,14- 0,17% du poids des feuilles de Pistacia lentiscus
(Romani et al., 2002).
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I. 5. 6. Activités biologiques de Pistacia lentiscus

L’évaluation des activités biologiques potentielles de Pistacia lentiscus a fait 1’objet
de plusieurs études scientifiques, qui ont démontré son efficacité thérapeutique, grace a ses
composés actifs, notamment les activités neuro-protective, antibactérienne et
antimicrobienne, analgésique, anti hépatotoxique, antiathérogéne, antioxydant et 1’activité
antiproliférative dans le cancer du cdlon sans compter son efficacit¢ contre 1’ulcére
d’estomac, en ¢liminant la bactérie Helicobacter pylori (Ansari et al., 1996 ; lauk et al.,
1996 ; Janakate et merie, 2002 ; Lev et Amar, 2002; Dedoussi et al., 2004 ; Balan et al.,
2007 ; Mansouri et al., 2013 ; Remila et al., 2015).

D’une autre part, des études, in vivo, et, in vitro, ont été réalisées sur Pistacia lentiscus
qui révélent son pouvoir anti-inflammatoire (Giner-Larza et al., 2001 ; Maxia et al., 2001 ;
Gardeli et al., 2008 ; Remila et al., 2015), notamment I’inflammation intestinale et la goutte
(Al-said et al., 1986).

I. 7. Méthodes d'évaluation des agents anti-inflammatoires

Des conditions inflammatoires aigués peuvent étre produites chez des animaux de
laboratoire en utilisant divers agents phlogistiques. La principale difficulté concerne les
maladies inflammatoires chroniques, qui incluent un grand nombre de maladies et de
syndromes, causés par un ou plusieurs facteurs inconnus. Les études, in vitro, peuvent
éclairer le mode d'action des agents anti-inflammatoire au niveau moléculaire. Ces études
sont souvent réalisées dans un systéme d'organes isolé, ou des préparations cellulaires ou
subcellulaires avec une idée que ces deux préparations sont sensibles aux médicaments et
conservent suffisamment les caractéristiques requises qui soutiennent les processus de la
maladie en cours (Naik et Sheth, 1976). Quelques méthodes d’études de I’activité

antiinflammatoires in vivo, et in vitro, sont résumées en annexe 2.

Parmi ces protocoles, la méthode de stabilisation de la membrane du globule rouge,
qui est considérée comme modéle d’étude du mécanisme d’action de 1’activité
antiinflammatoire par la stabilisation de la membrane lysosomale, afin de limiter la réponse

inflammatoire en empéchant la libération de constituants lysosomaux.
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I. 8. Globule rouge

Le globule rouge (GR) ou hématie ou encore érythrocyte est une cellule mature
formée dans la moelle osseuse, anucléée, qui est schématiquement représenté comme un sac
contenant des enzymes et de 1’hémoglobine. Le GR posséde la forme d’une lentille
biconcave dont le diamétre est de 7 a 8 um. Le GR est la cellule sanguine la plus abondante
(Stevens et Lowe, 1997 ; Valensi, 2005).

I. 8. 1. Structure du globule rouge

La structure du GR se décompose schématiquement en trois éléments : la membrane,
les enzymes et ’hémoglobine. La membrane du globule rouge comporte : la membrane

cytoplasmique et le cytosquelette membranaire.

I.8. 1. 1. Membrane du globule rouge

Sa structure est celle d’'une membrane cellulaire classique elle est constituée d’une
bicouche lipidique ou s’intercalent des protéines. Certaines protéines sont des transporteurs
d’ions, d’autres sont des récepteurs membranaires. Une partie de ces protéines est porteuse
des fonctions antigéniques du globule rouge et des groupes sanguins érythrocytaires (ABO,
Rhésus, etc...) (Sébahoun, 2005).

I. 8. 1. 2. Squelette membranaire du globule rouge

Responsable de propriétés mécanique du globule rouge, il est formé d’un réseau de
protéines qui tapissent la face interne de la membrane cytoplasmique de GR. Le principal

constituant protéique de ce réseau est la spectrine (Haest, 1982).
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Figure 2 : schéma de la membrane érythrocytaire (Delaunay, 2007).
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I. 8. 1. 3. Enzymes érythrocytaires

En raison de la perte du noyau, des mitochondries et des ribosomes, les érythrocytes
matures sont incapables d'effectuer la phosphorylation oxydative et la synthése des protéines.
Cependant, ils doivent encore maintenir un méetabolisme actif pour maintenir la flexibilité et
I'intégrité de la membrane des globules rouges, ainsi que pour préserver I'hnémoglobine sous
sa forme fonctionnelle afin d'assurer une distribution d'oxygéne similaire. Les enzymes des
globules rouges permettent aux érythrocytes de respecter ces taches en soutenant deux voies
métaboliques importantes : la glycolyse et pentose phosphate. D'autres enzymes
érythrocytaires, par exemple pyrimidine 5 nucleotidase, participent a la dégradation et au
sauvetage des nucléotides et sont essentiels a I'élimination des précurseurs nucléotidiques

qui peuvent étre toxiques pour les érythrocytes (Prchal et Gregg, 2005).
I. 8. 1. 4. Hémoglobine

Principale constituant du globule rouge, I’hémoglobine (Hb) est une chromoprotéine
contenant du Fer, assure 1’oxygénation tissulaire elle est formée de : 4 chaines de globine et

4 molécules de I’héme (wajcman, 2005).

I. 9. Mécanisme d’hémolyse induit chez les érythrocytes :

Les principales fonctions des érythrocytes sont le transport de I'oxygéne et du dioxyde
de carbone et I'élimination des protons formés lors du métabolisme tissulaire. De maniére
connexe, les canaux anioniques transférent des acides et des équivalents de base dans leurs
membranes en tant que divertissement d'échange équimolaire d'anions, principalement CI-,
HCOz et OH (Wood et Lenfant., 1987). Dans un milieu acide, le CI- externe est échangé
avec HCOs' interne ou OH" et les érythrocytes gonflent osmotiquement.

Ce dernier est d0 & la libération d'ions alcalins liés & I'némoglobine en échange de protons
(llani et Granoth, 1990). La désoxygénation de I'némoglobine et son oxydation a la
méthémoglobine peuvent générer des radicaux oxygénés qui sont normalement éliminés par
le systéme antioxydant intrinséque des érythrocytes. Les oxyradicals, a leur tour, provoque

une attaque oxydante sur les membranes et cause I'hémolyse (Gross et al., 1996).

La peroxydation lipidique nécessite un certain temps pour briser la membrane des

érythrocytes. Les globules rouges dans les solutions hypotoniques subissent un changement
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morphologique en fonction des cations et des anions présents dans les solutions salines. Les

globules rouges lorsqu'ils sont gonflés dans le KCI hypotonique, favorisent I'ouverture des

canaux K™ sensibles au volume indépendants de la tension et un afflux supplémentaire des

ions K" entre dans ces cellules. De plus une interaction entre le chlorure et les canaux de
potassium sensibles au volume entraine une plus grande quantité d'afflux de la solution,
L'entrée des ions K™ traine les molécules d'eau dans les globules rouges ce qui provogue une

fragilité et une hémolyse précoce (Kaji et Amblard, 1986).

La synthése d’ATP par les érythrocytes est inhibée au pH acide et la concentration en
ATP diminue pendant le stockage des globules rouges, car I'ATP continue d'étre consommée
pour maintenir la fonction et la survie des globules rouges. Le maintien d'une concentration
élevée d'ATP est essentiel pour préserver I'asymétrie de la membrane des globules rouges et
les pompes a canaux ioniques, de ce fait la réduction de la concentration d'/ATP entraine

I’hémolyse des globules rouges (Hess, 2006).

L’objectif de cette étude est 1’évaluation de 1’activité anti-inflammatoire, in vitro, des
extraits ethanolique et aqueux du fruit de Pistacia lentiscus, par la méthode de stabilisation
membranaire en utilisant les globules rouges humains (GRh), ainsi qu’un test

complémentaire concernant 1’activité anti-radicalaire, vis-a-vis, de ’ABTS°* et du DPPH’.
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11.1. Matériel

11.1.1. Extraits ethanolique et agueux du fruit de Pistacia lentiscus
Les fruits de Pistacia lentiscus (Figure 3) ont été récoltés en mois de novembre 2015,
dans un endroit naturel loin de toute pollution au niveau de la région de Berbacha de la ville

de Bejaia,

Figure 3 : Photographie des feuilles (a), graines (b) et écorces des racines (c) de P.lentiscus

(Berbacha, Béjaia).

Les graines de Pistacia lentiscus ont été séchées dans un endroit aéré a 1’abri de la
lumiére et & température ambiante. Par la suite, cette partie de plante a fait I’objet d’un

broyage, jusqu’a I’obtention d’une pate visqueuse de couleur pourpre.

Une quantité de cette pate huileuse (100 g) a été d’abord dilipidée par une extraction
a ’hexane (400 mL), sous agitation pendant 24h, afin d’éliminer les lipides contenus dans
I’échantillon. La pate récupérée a été pesée et divisée en deux quantités. Une partie a subi
une macération avec de 1’éthanol (1/4, p/v), sous agitation, pendant 24h. Aprés décantation,
le surnageant a été récupéré et séché au rotavapeur. Tandis que la deuxiéme partie a été
mélangée avec de 1’eau distillée (1/4, p/v), a température ambiante, pendant 24 h, sous
agitation. Apres décantation du mélange, le surnageant est filtrée sur papier Wattman. Ce

filtrat est ensuite réduit en extrait sec par lyophilisation.

11.1.2. Echantillons de sang humain
Des échantillons de sang frais (environ 6 mL) ont été récupérés dans des tubes
héparinisés, au niveau du laboratoire d’analyse médicales du D" Moualek de la région de

Bejaia, ou la prise de sang a été effectuée, sur des volontaires (20-45 ans), n’ayant pas pris
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de médicaments anti-inflammatoires, durant les deux derniéres semaines avant le

prélévement.

11.2. Méthodes

11.2.1. Préparation de la suspension des globules rouges humains (GRh)

v’ Mode opératoire

Les différents échantillons de sang humain récupérés sont centrifugés a 3000 rpm,
pendant 10 min, afin d’éliminer le plasma et les cellules polynucléaires. Ensuite, le culot de
globules rouges est lavé trois fois, avec un volume équitable de solution iso-saline. Apres
cette étape, le volume a été mesuré et reconstitué sous forme de suspension de 10 % (v/v)
(GRh), avec une solution iso-saline et utilisé immédiatement (Sadique et al., 1989).
11.2.2 Test de cytotoxicité des extraits ethanolique et aqueux du fruit de Pistacia
lentiscus

Avant d’entreprendre le test de 1’activité anti-hémolytique des extraits du fruit de
Pistacia lentiscus, un test de toxicité est nécessaire, afin de cibler les concentrations a utiliser.

v Principe

Le principe de ce test est de mettre en contact des hématies avec les extraits
ethanolique et aqueux du fruit de P. lentiscus, a différentes concentrations (80-1600 pg/mL),
dans une solution isotonique et de suivre le taux d’hémoglobine libérée par les cellules

hémolysées, dans le but d’évaluer la cytotoxicité de ces extraits, vis-a-vis, des GRh.

v Mode opératoire

Le protocole suivi est celui de Bulmus et ses collaborateurs (2003), ou un volume
de 1,6 mL de I’extrait ethanolique ou aqueux du fruit de P. lentiscus et I’acide gallique,
molécule de référence de composés phénoliques, rapportée a forte concentrations dans les
extraits de feuilles et graines de Pistacia lentiscus, que ¢a soit sous sa forme libre ou liée
(tannins hydrolysables) (Romani et al., 2002), a été mélangé avec un volume de 0,4 mL de
la suspension de GRh (10%). Le mélange réactionnel a été incube a 37°C, pendant 30 min,
ensuite centrifugé a 3000 rpm pendant 10 min et ’absorbance de ’hémoglobine libérée a été

mesuré a 560 nm. En paralléle, deux contrdles ont été réalisés dans les mémes conditions, en
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remplacant I’extrait avec de 1’eau physiologique (contrdle négatif) ou avec de I’eau distillée
(controle positif correspondant a 100 % d’hémolyse). Six répliques correspondant a six

volontaires différents ont été réalisées pour chaque concentration.

v Expression des resultats

Le pourcentage d’hémolyse a été calculé a partir de la formule suivante :

% d’hémolyse = (g) X 100
Ou:

Ac = Absorbance du contréle.

At = Absorbance du test

I1.2.3. Evaluation de I’activité anti-inflammatoire, in vitro, des extraits ethanolique et
aqueux des fruits de Pistacia lentiscus par la méthode de stabilisation membranaire des

globules rouges

v Principe
Le principe de cette méthode est basé sur la capacité des extraits ethanolique et

aqueux du fruit de Pistacia lentiscus a empécher I’hémolyse des GRh, induite par I’hypotonie
et la chaleur et donc prévenir la libération de 1’hémoglobine. Ce test a été réalisé selon la

méthode décrite par (Sadique et al., 1989 ; oyedapo et al., 2004).

v’ Mode opératoire
Le milieu réactionnel contenant 0,5 mL de 1’extrait, du Diclofénac sodique ou 1’acide
gallique a différentes concentrations (10-300 pg/mL), mélangé avec 1,5mL du tampon
phosphate (0,9% NaCl, pH=7,4) et 2ml d’une solution hypo-saline (0,36 % NaCl), a été
incubé a 37°C pendant 20 min. ensuite 0,5 mL de la suspension de GRh (10%) ont éte ajoutes
a chaque concentration et une deuxiéme incubation a été réalisée a 56°C pendant 1h. Au

final, les tubes ont été refroidit sous I’eau courante et suivie par une centrifugation a 2500
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rpm pendant 5min et les absorbances du surnageant ont été mesurées a 560 nm. En paralléle

un contrdle a été réalisé en remplagant I’extrait avec 0,5 mL du tampon phosphate.

4 Expression des résultats
Le pourcentage de stabilité membranaire a été estimé a partir de I'expression suivante :

c—At
Ac

% de stabilité membranaire = (A ) X 100

ou:
Ac = Absorbance du contréle.

At = Absorbance du test.

I1.4. Evaluation de ’activité antioxydante des extraits ethanolique et aqueux du fruit
de Pistacia lentiscus

11.2.4.1. Activité anti-radicalaire du DPPH’

Le composé chimique  2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle  (o,a-diphenylp
picrylhydrazyle DPPH") fut I’un des premiers radicaux libres utilisé pour étudier I’activité
antioxydante des composés phénoliques. 1l posséde un électron non apparié sur un atome du
pont d’azote. (BrandWilliams et al., 1995).

v Principe
La réduction du radical libre DPPH® par un antioxydant peut étre suivie par

Spectrométrie UV-Visible, en mesurant la diminution de I’absorbance a 517 nm provoquée
par les antioxydants (Molyneux, 2004). En présence des piégeurs de radicaux libres, le
DPPH?® de couleur violette se réduit en 2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazine de couleur jaune
(Maataoui et al., 2006). (Figure. 4)
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+ Antioxydant-OH + Antioxydant-0*

—_— \J ;

DPPH (violet) DPPHH (jaune)

Figure 4 : Réaction de test DPPH® (2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazyl) (Congo, 2012).

v’ Mode opeératoire

L’activité scavenger du radical DPPH® a ét¢ mesurée selon le protocole décrit par
Wau et ses collaborateurs (2005). Une solution du DPPH°® (0,1 mM) a été préparée avec du
méthanol, ensuite 180 pL de cette solution a été mélangé avec 20 pl. d’une solution
méthanolique des extraits ethanoliques et aqueux du fruit de P. lentiscus a différentes
concentrations (1-40 pg/mL). Parallelement, un controle a été préparé en mélangeant 20 puL
du méthanol avec 180 pL de la solution méthanolique de DPPH® La lecture de I’absorbance
a été faite contre un blanc (200uL du méthanol) a 517nm, aprés 30 min d’incubation a

I’obscurité et a 30°C.

Le contrdle positif a été représenté par une solution de quelques molécules de
composes phénoliques pures (Baicalin, Acide galique et Quercitine), dont I’absorbance a été
mesuré dans les mémes conditions que les échantillons et pour chaque concentration le test

a été répété 3 fois.
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4 Expression des résultats

Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH® en

utilisant la formule suivante :

Ac—At
Ac

% d’inhibition du DPPH = ( ) X 100

ou:
Ac = Absorbance du contréle.

At = Absorbance du test.

11.2.4.2. Activité anti-radicalaire de PABTS™

Le composé chimique acide 2,2'-azino-bis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonique)
est utilisé comme moyen pour mesurer le pouvoir antioxydant des extraits étudiés, I'addition

d'antioxydants au cation radical effectue le réduit en ABTS® (Re et al., 1999).

4 Principe
La méthode de radicale ABTS®" se base sur la neutralisation d'un radical - cation
résultant de la mono électronique oxydation du chromophore synthétique 2,2'- azino-bis (3 -

éthylbenzothiazoline -6- sulfonique acide) (ABTS®").

ABTSO —— ABTS°+ + e_

Cette réaction est suivie par spectrophotométrie par la variation de spectre
d’absorption (Jiri et al., 2010).

v’ Mode opératoire
Le protocole utilisé est celui de Lien et ses collaborateurs (1999). Le radical
ABTS™ a été généré en mélangeant une solution d’ABTS (7mM) avec 2,45mM de persulfate
de potassium (K2S20s). Le mélange a été incubé a 1’abri de la lumiére et a température
ambiante durant 16 h avant utilisation. Ensuite, cette solution stock a été diluée avec de

I’éthanol pour avoir une absorbance finale de 0,7 £0,05, a 734 nm.
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Un volume de 180 pL de la solution d’ABTS™ a été mélangé avec 20 pL de I’extrait
des fruits de Pistacia lentiscus a différente concentrations (1-40ul) et aprés 6 min
d’incubation a 30°C, I’absorbance a été mesuré a 1’aide d’un lecteur microplaque, a 734
contre un blanc (200 pL de méthanol).

L’acide galique, baicalin, et quercitine ont été utilisés comme molécules de

références de composés phénoliques et pour chaque concentration le test a été répété 3fois.

4 Expression des résultats

Le pourcentage d’inhibition de I’ABTS™ a été calculé selon la formule suivante :

Ac—At
Ac

% d’inhibition de PABTS™ = ( )X 100

ou:
Ac = Absorbance du contréle.

At = Absorbance du test.

11.2.5. Evaluation statistique des résultats
Tous les résultats sont exprimes en moyennes + ’erreur standard de la moyenne (M

+S.E.M) (n=4) pour les tests de toxicité et stabilitt membranaire du globule rouge et en

moyenne * ecartype (n=3) pour les tests antioxydant

L’analyse statistique a été effectuée, en utilisant le logiciel GraphPad Prism 5.03, par
I’analyse de la variance (ANOVA), suivi du test de Dunnett’s et tuckey. Les valeurs de

P<0,05 sont considérées significatives.
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CHAPMRE I11 RESULTATS ET DISCUSSION

I11. 1. Résultats
I11. 1. 1. Test de cytotoxicité

Le test de cytotoxicité, in vitro, a été realisé en utilisant des globules rouges humains
(GRh). Différentes concentrations des extraits ethanolique et aqueux de graines de Pistacia
lentiscus ainsi qu’une molécule de référence, 1’acide gallique, ont étés testés. Le pourcentage
de I’hémolyse a été évalué pour chaque extrait, en mesurant 1I’absorbance de I’hémoglobine
échappée des globules rouges, en comparaison a des contréles a savoir le contréle négatif (C-
) : solution de GR dans de I’eau physiologique, et le controle positif (ED) en remplagant I’eau
physiologique avec de 1’eau distillée afin de provoquer une hémolyse totale (100%

d’hémolyse).

Les résultats obtenus sont représentés dans les graphes suivants :
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Figure 5 : Effet de ’acide gallique sur I’hémolyse des globules rouges. Les valeurs sont représentées
sous forme de moyenne + SEM (n=4). *P<0.05 comparé au contrdle négatif et #p<0,05 comparé au
contréle positif. One-way ANOVA suivie par le test de comparaison multiple Tuckey a été utilisé
pour I’analyse statistique.

D’aprés les résultats, on note que I’acide gallique représente un effet hémolytique en
comparaison avec le contrdle négatif (C-), a la concentration 80pg/mL, avec un pourcentage
de cytotoxicité de 19.98%. Cet effet hémolytique atteint 50.72 % a la concentration 1600

pg/mL.
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Figure 6 : Pourcentage d’hémolyse de 1’extrait aqueux des graines de Pistacia lentiscus (A) et
I’extrait ethanolique des graines de Pistacia lentiscus (B). Les valeurs sont représentées sous forme
de moyenne + SEM (n=4). *P<0.05 comparé au contrdle négatif et #p<0,05 comparé au contrdle
positif. One-way ANOVA suivie par le test de comparaison multiple Tuckey a été utilisé pour
I’analyse statistique.

Comparativement au contrdle négatif (C-), I’extrait aqueux des graines de Pistacia
lentiscus ne représente aucun effet cytotoxique a faibles concentrations (de la concentration
de 80pg/mL jusqu’a 480ug/mL) avec un pourcentage d’hémolyse au environ de 15%. Une
différence significative a été observée (P<0,01) a 640 pg/mL avec un pourcentage de
cytotoxicité de 22.08 %, ce qui signifie que la cytotoxicité de cet extrait commence a cette
concentration. Au-dela de cette concentration le pourcentage d’hémolyse des GR est
important voir 65 %.

De méme, I’extrait ethanolique des graines de Pistacia lentiscus ne présente aucun
effet cytotoxique a faibles concentrations, avec un pourcentage d’hémolyse qui ne dépasse
pas 10 %. Par contre, on constate un effet significatif (P<0,001) a partir de la concentration
640 pug/mL.

Les concentrations supérieures a 1200 pg/mL, représentent un effet trés cytotoxique

comparable a celui provoqué par I’eau distillée (100% d’hémolyse).
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D’une autre part, le comportement des deux extraits aqueux et ethanolique des fruits
de P. lentiscus a été comparé a la molécule de référence de composés phenoliques, 1’acide
gallique (figure 7).
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Figure 7 : Comparaison entre le pourcentage d’hémolyse (%) de I’extrait ethanolique des graines de
P. lentiscus (B) et de I’extrait aqueux des graines de P. lentiscus (A) avec I’acide gallique. Les valeurs
sont représentées sous forme de moyenne £ SEM (n=4). *P<0.05 comparaison par rapport a la méme

concentration. Two-way ANOVA suivie par le test de comparaison multiple Tuckey a été utilisé pour
I’analyse statistique.

On remarque clairement que 1’effet hémolytique de ’acide gallique est plus prononcé
que I’extrait aqueux des fruits de P. lentiscus aux concentrations inferieurs a 800 pg/mL, par
contre a fortes concentrations supérieurs a 960 pg/mL, I’extrait aqueux se révele plus
cytotoxique que I’acide gallique.
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Par ailleurs, I’extrait ethanolique des fruits de P. lentiscus exhibe sa cytotoxicité a des

concentrations supérieures a 640 pg/mL, avec des pourcentages dépassant ceux révéles par
I’acide gallique.

La comparaison entre 1’effet hémolytique de deux extraits a été effectuée (Figure 8).

El Aqueux des graines

E Ethnolique des graines

100+

Pourcentage d'hémolyse (%)

80 160 240 320 480 640 800 960 1120 1280 1440 1600
Concentrations (nug/mL)

Figure 8 : Comparaison entre le pourcentage d’hémolyse (%) de I’extrait ethanolique et aqueux des
graines de Pistacia lentiscus. Les valeurs sont représentées sous forme de moyenne = SEM (n=4).
*P<0.05 comparaison par rapport a la méme concentration. Two-way ANOVA suivie par le test de
comparaison multiple Tuckey a été utilisé pour 1’analyse statistique.

D’aprés les résultats, on note que ’extrait aqueux des graines présente des effets
hémolytiques du globule rouge supérieurs a ceux démontrés par 1’extrait ethanolique a faibles
concentrations (de la concentration 80ug/mL jusqu’a 480ug/mL), par contre 1’extrait
ethanolique s’est révélé plus cytotoxique a fortes concentrations (de la concentration

640ug/ml jusqu’a 1600ug/mL), avec un taux d’hémolyse nettement supérieur a 60%.

I11. 1. 2. Evaluation de I’activité anti-inflammatoire, in vitro, des extraits ethanolique et

aqueux des fruits de Pistacia lentiscus par la méthode de stabilisation membranaire des
globules rouges

L’étude de I’activité anti-inflammatoire, in vitro, des extraits ethanolique et aqueux
de graines de Pistacia lentiscus a été réalisée, en utilisant la méthode de stabilisation de la
membrane des globules rouges humains (GRh). L’évaluation de la stabilisation membranaire
a été déterminée par la mesure de la libération d’hémoglobine a 560 nm pour chaque
concentration des deux extraits et en les comparant a des molécules de réference ; le
diclofinac sodique comme étant un medicament anti-inflammatoire et 1’acide gallique,

composé majoritaire présent dans les graines de Pistacia lentiscus. Les résultats obtenus sont
représentés dans les figures ci-dessous :
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Figure 9 : Effet du diclofinac (A) et I’acide gallique (B) sur I’inhibition de I’hémolyse des globules
rouges humains (GRh) induit par ’hypotonie (0,3% NaCl) et la chaleur (1h incubation a 56°C). Les
valeurs sont représentées sous forme de moyenne + SEM (n=4). *P<0.05 comparé a la concentration
précédente et #p<0,05 comparé au seuil. Two-way ANOVA suivie par le test de comparaison multiple
Tuckey a été utilisé pour I’analyse statistique.

D’aprés ces résultats, on remarque que le diclofinac a faible concentration (< a 70
png/mL) n’a pas d’effet stabilisateur de la membrane des érythrocytes. L’activité augmente

significativement a partir de 100 pg/mL ou les pourcentages de protection sont de 53,81%.

Par ailleurs, 1’acide gallique, a faible concentration présente un effet protecteur
significatif et atteint son maximum a 30 pg/mL (58,65%), cette activité diminue

significativement a partir de 90ug/mL.
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Figure 10 : Effet de I’extrait aqueux (A) et de I’extrait ethanolique (B) sur I’inhibition de I’hémolyses
des globules rouges humaines (hRBC) induit par I’hypotonie (0,3% NaCl) et la chaleur (1h incubation
a 56°C). Les valeurs sont représentées sous forme de moyenne £ SEM (n=4). *P<0.05 comparé a la
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concentration précédente et #p<0,05 comparé au seuil. Two-way ANOVA suivie par le test de
comparaison multiple Tuckey a été utilisé pour 1’analyse statistique.

Les données de ’extrait aqueux des graines de Pistacia lentiscus indiquent qu’il
présente une activité significative a faible concentration (a partir de 20 pg/ml). Cette activité
stabilisatrice de la membrane des globules rouges continue d’évoluer avec 1’augmentation de
la concentration et un maximum de protection a été enregistré a une concentration de 70
pg/mL (59,84% de protection). Par contre a forte concentration (300 pg/mL), ’activité
protectrice diminue significativement en comparaison avec 1’effet optimum observé aux

concentrations qui précedent.

L’extrait ethanolique des graines de Pistacia lentiscus a montré une activité minimale
a faible concentration et une forte activité a 100 pg/mL avec un pourcentage de stabilisation
79,65%. Par la suite, I’activité anti-hémolytique diminue significativement jusqu’elle atteint
25,51% a 300 pg/mL.

L effet anti-hémolytique de I’extrait aqueux a été comparé a celui de I’acide gallique

et Diclofénac sodique. Les résultats obtenus sont présentés dans les graphes suivants :
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Figure 11 : Comparaison entre I’activité anti-hémolytique de I’extrait aqueux et le diclofinac (A) et
I’acide gallique (B). Les valeurs sont représentées sous forme de moyenne + SEM (n=4),*P<0.05.
Two-way ANOVA suivie par le test de comparaison multiple Tuckey a été utilisé pour 1’analyse
statistique.

D’aprés I’analyse on remarque qu’aux faibles concentrations, ’extrait aqueux
présente une meilleure activité par rapport au diclofénac et un maximum de protection est de

72,39 % a 100 pg/mL, nettement supérieur a I’effet du diclofinac a la méme concentration.

De méme, la comparaison entre 1’acide gallique et I’extrait aqueux révele qu’ a faible
concentration I’acide gallique posséde une meilleure activité par rapport a 1’extrait aqueux,
jusqu’a la concentration de 70pg/mL ou ils ont montré une méme activité protectrice (59%).
Par contre, a forte concentration 1’extrait aqueux a présenté une meilleure activité avec une

différence significative par rapport a I’acide gallique.

Les mémes comparaisons ont éteé faites pour I’extrait ethanolique et les résultats sont

présentés dans les graphes suivants :
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Figure 12 : Comparaison entre ’activité anti-hémolytique de ’extrait ethanolique des fruits de P.
lentiscus et 1’acide gallique (A) et le diclofinac (B). Les valeurs sont représentées sous forme de
moyenne = SEM (n=4), *P<0,05. Comparaison par rapport a la méme concentration. Two-way
ANOVA suivie par le test de comparaison multiple Tuckey a été utilisé pour 1’analyse statistique.

A de faibles concentrations, I’acide gallique a procuré aux globules rouges une forte
protection par rapport a l’extrait ethanolique, qui n’a pas démontré d’activité a ces
concentrations et un maximum d’activité a été révéle a 40 pug/mL. A partir de 90ug/mL
I’activité anti-hémolytique de 1’acide gallique commence a diminuer et celle de 1’extrait

ethanolique augmente (avec un maximum de 79,65% a 100 pg/mL).

Une autre comparaison a été effectué entre 1’extrait ethanolique et le diclofinac,
d’apres les résultats obtenue I’extrait ethanolique a montré une activité de stabilisation de la

membrane efficace par rapport au diclofinac a faible concentration et un maximum a été
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obtenue 100 pg/mL avec 79,65% de protection pour 1’extrait ethanolique. Le maximum
obtenue pour le diclofinac est de 62,10% de protection a 300ug/mL ce qui suggérent que
I’extrait ethanolique est plus efficace que le diclofinac.
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Figure 13 : Comparaison entre 1’activité anti-hémolytique de I’extrait aqueux et 1’extrait ethanolique
des fruits de P. lentiscus. Les valeurs sont représentées sous forme de moyenne + SEM (n=4).
*P<0.05 : comparaison par rapport a la méme concentration. Two-way ANOVA suivie par le test de
comparaison multiple Tuckey a été utilisé pour 1’analyse statistique.

Selon ce résultat, il s’est avéré que 1’extrait aqueux est significativement le plus actif
que I’extrait ethanolique. On remarque que pour chaque concentration le pourcentage de
protection est significativement supérieur pour I’extrait aqueux que pour [’extrait

ethanolique.
I11. 1. 3. Evaluation de P’activité antioxydant
I11. 1. 3. 1. Evaluation du pouvoir anti-radicalaire par DPPH

L’activité anti-radicalaire réalisee par la méthode du radical 2,2-diphényl-1
picrylhydrazyle (DPPH®) est une méthode fréquemment utilisée pour sa simplicité. Cette
méthode est basée sur la réduction d’une solution alcoolique de DPPH®, en présence d'un
antioxydant, qui donne un hydrogéne ou un électron, ainsi la forme non radicalaire DPPH-H
est formée (Bortolomeazzi et al., 2007). Les résultats de ’activité anti-radicalaire des
extraits aqueux et ethanolique des graines de Pistacia lentiscus et les molécules de référence

sont exprimés en pourcentage d’inhibition de DPPH°, par rapport aux différentes

concentrations testées.



CHAPITRE IIT RESULTATS ET DISCUSSION

100+

-m- Acide gallique

uercitine
804 Q

Baicalin

'S
°
=% Extrait aqueux des

graines
604

- Extrait ethanolique des
graines

404

pourcentage d'inhibition (%)

204

T T T T T T
Y v ™ © Rl Y

Concentrations (pug/mL)

S ®

Figure 14 : Pourcentage d’inhibition (%) de DPPH® par I’acide gallique, la quercitine, le baicalin et
I’extrait ethanolique et aqueux des fruits de Pistacia lentiscus.

Les profils d’activité anti-radicalaire obtenus pour 1’extrait ethanolique et aqueux du
fruit de Pistacia lentiscus révelent une activité scanvenger, de 90 % a 20 et a 40 pg/mL,
respectivement. Les molécules de référence, de leur part, ont exhibé le méme pourcentage a

des concentrations de 4, 8 et 20 pg/mL, pour 1’acide gallique, la quercitine et le baicalin,
respectivement.

I. 3. 2. Evaluation du pouvoir anti-radicalaire par ABTS®*

Lorsqu’une solution du cation ABTS® est mélangée avec une substance douée
d’activité antioxydante, donne lieu a la forme réduite avec une perte de la couleur verte. La
décoloration sera directement proportionnelle au nombre de protons captés et peut étre suivie
par la lecture de I’absorbance du milieu réactionnel. Elle permet d’évaluer le taux de

neutralisation du radical ABTS°* et fournit donc un moyen pratique pour mesurer le pouvoir
antioxydant des extraits etudies.
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Figure 15 : Pourcentage d’inhibition (%) de I’ABTS®* par I’acide gallique, la quercitine, le baicalin
et I’extrait ethanolique et aqueux des fruits de Pistacia lentiscus.

Les résultats démontrés dans la figure révelent que l’acide gallique atteint un
pourcentage d’inhibition maximal de 92.90 % a la concentration 4pg/ml, quant au Baicalin
et Quercitine, ’activité maximale de 97 % est révélée a la concentration de 20 pg/mL. Par
ailleurs, les extraits aqueux et ethanolique des fruits de Pistacia lentiscus presentent un

pourcentage d’inhibition de 84 % a la concentration 40 pg/mL.

Les résultats des deux tests (ABTS°* et DPPH®) sont exprimés en ICsp (concentration
inhibitrice 50) ; c’est la concentration d’extrait qui neutralise 50 % de radical libre, plus I’ICso
est faible plus I’extrait a un potentiel antioxydant puissant (Brand-Williams et al., 1995 ;

Atoui et al., 2005). L’ensemble des valeurs ICsg sont représenté dans le tableau ci-dessous :
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Tableau Il : Valeurs ICso obtenus par le test de DPPH® et de I’ABTS®*des extraits aqueux et
ethanolique des graines de Pistacia lentiscus ainsi que les molécules de référence testées.

I1Cso (Mg/mL) 1Cso (Mg/mL)

DPPH® ABTS®*
Baicalin 3,651+0,402 4,685+1,2435
Acide gallique 2,164+0,1055 2,369+0,084
Quiercitine 2,245+0,267 3,348+0,594
Extrait aqueux des graines 8,5+0,5185 8,511+0,668
Extrait ethanolique des graines 13,19+1,485 12,13+0,585

Les ICso obtenus par les deux tests sont approximativement identiques, les résultats
obtenus démontrent que 1’ Acide gallique, la Quercetine et le Baicalin ont une activité anti-
oxydante la plus efficace, par rapport aux extraits. Par ailleurs, I’extrait aqueux de fruit de

Pistacia lentiscus se révele plus efficace par rapport a I’extrait ethanolique.
I11. 2. Discussion

Le traitement actuel de I’inflammation fait appel aux anti-inflammatoires stéroidiens
(glucocorticoides) et non stéroidiens. Ces molécules bien qu’étant efficaces présentent le plus
souvent des effets indésirables, qui peuvent géner leur utilisation a long terme. Dans ce
contexte, le recours aux principes bioactifs extraits de plantes médicinales, telles que Pistacia
lentiscus, devient une voie alternative importante a explorer, afin de concevoir de nouvelles

molécules efficaces et a moindres effets secondaires.

Avant d’évaluer I’activité anti-inflammatoire des extraits ethanolique et aqueux des
fruits de Pistacia lentiscus, un test de cytotoxicité est nécessaire pour Vvérifier le pouvoir
cytotoxique de ces extraits et déterminer les concentrations a utiliser pour le test anti-
inflammatoire. L’extrait ethanolique et aqueux des fruits de P. lentiscus ont révélé une
cytotoxicite a la concentration de 640 pg/mL, avec un pourcentage d’hémolyse de 68,58% et
22,08% respectivement, par contre 1’acide gallique a donné un pourcentage de 19,89% a

80pg/mL. Cet effet cytotoxique est concentration dépendant.

L’étude de la cytotoxicité des extraits de plantes, in vitro, en utilisant le globule rouge
comme model a été largement utilisée (Novaes et al., 2007), car sont faciles a isoler du sang

et leurs membranes ont des similitudes avec d'autres membranes cellulaires (Robertis et
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Robertis 1995). L'hémolyse des globules rouges provoque la libération de I'némoglobine et
d'autres composants internes dans le fluide environnant, ce qui peut étre détecté visuellement
en montrant une teinte rose a rouge dans le sérum ou le plasma (Lemery, 1998). Aussi, les
érythrocytes sont considérés comme une cible majeure pour les radicaux libres en raison de
la présence a la fois d'une forte concentration membranaire d'acides gras polyinsaturés et du
transport d'oxygeéne associé aux molécules d'hémoglobines actives, qui sont des promoteurs

puissants d'espéces réactives de I'oxygéne (Ebrahinzadeh et al., 2009).

L'activité hémolytique de chaque extrait est liée a leur composition chimique (Costa-
Lotufo et al., 2005). Parmi les constituants de plantes, les flavonoides, qui sont impliqués
dans l'oxydation de I'némoglobine, la perturbation de la structure membranaire et
I’augmentation de la conductimétrie et donc 1I'hémolyse des érythrocytes, en raison d’effets
pro-oxydants, qui peuvent I’exercer a forte concentration (Galati et al, 2002). Par exemple,
I’acide gallique est capable de réduire Fe®* en Fe?*, ou Cu?* en Cu*, et ainsi d’enclencher la

réaction de Fenton avec formation du radical hydroxyle (Kessler et al., 2002).

La méthode de GRh est la meilleure méthode pour la détermination, in vitro, du
pourcentage de stabilisation membranaire (Oyedapo et al.; 2010). La membrane
érythrocytaire est analogue a la membrane lysosomale (Chou 1997), dont la stabilisation est
importante pour limiter la réponse inflammatoire, en empéchant la libération de constituants
lysosomaux de neutrophiles activés, tels que les enzymes bactéricides et les protéases, ce qui
entraine une inflammation tissulaire et des dégats, suite a une libération cellulaire

supplémentaire (Murugasan et al., 1981)

La stabilisation de la membrane des globules rouges a été étudiée pour établir le
mécanisme d’action anti-inflammatoire des extraits ethanolique et aqueux des fruits de
Pistacia lentiscus. Les deux extraits ont été efficaces pour inhiber I’hémolyse provoquée par
la chaleur et I’hypotonicité et un pourcentage de 79,65% a 100 pg/mL et 59,84% a 70 pg/mL
ont été obtenue respectivement, or que 1’acide gallique et le diclofinac sodique présentent un

pourcentage de stabilisation de 58,65% a 30 pg/mL et 53,81% a 200 pg/mL respectivement.

L’efficacité du Diclofenac a été prouvés par plusieurs auteurs ou 1’activité
antihemolytique est de I’ordre de 70 % a 200 pg/mL (Chippada, 2011 ; Rani et al., 2014 ;

Garbi et al., 2017) et plusieurs études ont rapporté ’efficacité des extraits de plantes
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médicinales sur la stabilisation de la membrane du globule rouge (Sadique et al., 1989 ;
Oyedapo et al., 2004 ; Gadamsetty et al., 2013).

Le diclofénac sodique (acide phénylacétique), est l'un des médicaments anti-
inflammatoires non stéroidiens les plus utilisés (AINS), en raison de ses propriétés anti-
inflammatoires, analgésiques et antipyrétiques puissantes. C’est un inhibiteur de la COX-2
et agit en diminuant le niveau d'arachidonate libre (Goodman et Gilman, 2001). Des études
sur l'interaction du diclofenac avec les bicouches phospholipides ont montré que le diclofenac
se localise préférentiellement dans les groupes de téte polaire des phospholipides et se situe
a proximité de la région phosphate (Moreno et al., 2009). Il a la capacité de former une
liaison hydrogene avec les molécules d'eau ou le groupe de téte lui-méme (Kyrikou et al.,
2004). Ce qui modifie I'affinité de la membrane pour I'eau et I'empaquetage des bicouches
lipidiques. De plus, le diclofénac est chargé négativement et sa présence dans la région polaire
modifie les propriétés électrostatiques des phospholipides qui influencent la structure de la

bicouche lipidique (Moreno et al., 2009).

Les résultats obtenus dans ce présent travail fournissent des preuves pour la
stabilisation de la membrane comme un mécanisme anti-inflammatoire des extraits aqueux
et ethanolique des fruits de Pistacia lentiscus, qui peuvent éventuellement inhiber la
libération du contenu lysosomique des neutrophiles au site de 1’inflammation. D’une autre
part, les extraits ethanolique et aqueux des fruits de Pistacia lentiscus ont prouvé leur
efficacité anti-radicalaire, vis-a-vis, de deux radicaux synthétiques, a savoir le DPPH® et
I’ABTS®", ou les valeurs ICso est de ’ordre de quelques microgrammes (8-13 ug/mL),

indiquant leur potentiel antioxydant.

Des études ont démontré que de nombreux flavonoides et polyphénols contribuent de
maniére significative a I’activité anti-oxydante et anti-inflammatoire de nombreuses plantes
(Luo et al., 2002 ; Okoli et Akah, 2004). Le mode d’action des extraits ethanolique et
aqueux des fruits de P. lentiscus sur la stabilisation de la membrane des globules rouges, peut
s’expliquer par le pouvoir antioxydant des polyphénols, qui neutralisent les radicaux libres
générés par le milieu hypotonique. Les propriétés anti-oxydante des flavonoides sont liées a
la présence de groupe catécho (o-dihydroxy) dans le cycle B et la double liaison 2-3
conjointement avec le groupe 4-carbonyle ainsi qu’avec les groupes 3 et 5-hydroxyle qui

facilite la délocalisation d’électrons a travers la molécule de flavonoide. La neutralisation de
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ces radicaux libres protége la membrane des globules rouges de la peroxydation lipidique,

qui modifie I’organisation des domaines membranaire (Madsen et al., 2000).

De plus, les propriétés antioxydantes des flavonoides sont basées non seulement sur
leur capacité de neutraliser des radicaux libres, mais aussi sur leur chélation transitoire des
métaux (Mira et al., 2002 ; Moridani et al., 2003). Les capacités de chélation de fer de
différents flavonoides sont efficaces pour la protection contre le stress oxydatif (Cesquini et
al., 2003 ; Henneberg et al., 2013).

Par ailleurs, plusieurs études ont rapporté les effets des interactions des flavonoides
avec le globule rouge, ou il a été démontré que les flavonoides pourraient atteindre toutes les
régions de la bicouche lipidique et I’empécher de 1’oxydation (Scheidt et al, 2004). Cette
interaction et tendance des polyphénols a interagir avec la bicouche lipidique dépond de leur
polarité, taille et géométrie moléculaire, aussi le nombre et I'agencement des groupements
hydroxyles (Yu et al., 2011). En effet, Sirk et ses collegues (2008) ont proposé que les
polyphénols forment des liaisons hydrogéne avec des membranes, et ce entre des groupes
hydroxyles phénoliques servant de donneurs de liaisons hydrogene et d'atomes d'oxygéne sur
le phospholipide, comme accepteurs de liaisons de I'hydrogene. Ils ont conclu que la force de
I'interaction dépend du nombre de liaisons hydrogéne formées et donc du degré

d'hydroxylation et des caractéristiques stéréochimiques des polyphénols.

D’une autre part, la plupart des flavonoides sont peu solubles dans I'eau et similaires
aux composés lipophiles et ont tendance a s'accumuler dans les membranes biologiques, en
particulier dans les radeaux lipidiques, ou elles peuvent interagir avec différents récepteurs
et transducteurs de signaux et influencer leur fonctionnement par la modulation du
comportement en phase lipidique ou interagir avec les lipoprotéines livrées a des radeaux et

pénétrent dans le cytoplasme par une endocytose dépendante de caveoline (Yu et al., 2011).

A cela s’ajoute I’interaction avec les cations métalliques ou, lorsque deux ou trois
molécules de flavonoides interagissent avec un cation métallique, la lipophilie du complexe
augmente, car les sites les plus polaires des flavonoides sont enterrés a l'intérieur de I'agregat
moléculaire, ce qui facilite la protection des lipides membranaires contre I'oxydation. En
outre, les complexes flavonoides-métal peuvent fonctionner comme des « attaches »
moléculaires qui pénetrent dans les sites hydrophobes des membranes ou des protéines et

initient leur adhérence et leur agrégation (Tarahovsky et al., 2014).
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Les flavonoides a faible concentration diminuent la fluidité membranaire, cette
derniére a une influence sur les enzymes membranaires, les récepteurs ainsi que 1’efficacité
de la réaction des composants membranaires, qui pourraient étre modulées par des
changements de la fluidité. Les effets exercés par les flavonoides sur la fluidité de la
membrane ressemblent a ceux des cholestérols, la présence de cholestérol diminue les effets
d’agrégation membranaire causéS par la diminution de I’hydratation de la surface
membranaire (Arora et al, 2000). Par contre, a forte concentration les flavonoides
provoquent la transformation de la forme érythrocytaire en forme d’échinocytes et cause des

altérations de la perméabilité (Pawlikowska et al, 2003).
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CONCLUSION ET PRESPECTIVE

Les anti-inflammatoires sont efficaces pour le traitement des symptomes de
nombreuses maladies inflammatoires, mais leurs utilisations sont limitées en raison de leurs
effets indésirables, qui peuvent géner leur utilisation a long terme. Dans ce contexte Le
recours a l’utilisation des plantes médicinales riches en molécules bioactives en
phytothérapie a recu un grand intérét dans la recherche biomédicale. Parmi ces plantes,
Pistacia lentiscus, qui possede un pouvoir pharmacologique, dont les indications
thérapeutiques sont nombreuses, notamment les activités : antibactérienne, analgésique,

antioxydante, grace a sa richesse en composés actifs.

C’est dans ce but que s’inscris notre travail qui consiste a évaluer 1’activité
antiinflammatoire, in vitro, des extraits ethanolique et aqueux des graines de Pistacia
lentiscus sur la stabilité de la membrane du globule rouge, qui a des similitudes avec d'autres

membranes cellulaires, notamment la membrane du lysosome.

L’exposition des érythrocytes a des conditions nuisibles telles que, le milieu
hypotonique et la chaleur, entraine la lyse de leurs membranes accompagnée par I'hémolyse.
Les résultats de ce présent travail démontrent que les extraits ethanolique et aqueux des
graines de Pistacia lentiscus ont des effets anti-hémolytique et antioxydant considérables,
comparativement a la molécule de composés phénoliques testée, a savoir 1’acide gallique,
ce qui indique I’efficacité de ces deux extraits a stabiliser la membrane du globule rouge et
donc la membrane du lysosome impliqué dans I’inflammation, en empéchant ainsi, la
libération et I'action des intercesseurs, tels que la sérotonine, I'histamine, les leucotrienes et

les prostaglandines.

Ces résultats montrent une efficacité comparable a celle du traitement par un AINS
qui est le diclofinac sodique, ce qui confirme la validité de 1’indication de ces deux extraits
de fruit de P.lentiscus en médecine traditionnelle, pour prévenir les processus

inflammatoires.

La richesse de I’extraits ethanolique et aqueux de cette plante en composés
phénolique dont I’activité anti-inflammatoire a été prouvée par plusieurs études peut justifier

cette activité.

Les résultats obtenus lors de cette étude sont intéressants, mais des études
complémentaires sont nécessaires pour comprendre les mecanismes moléculaires et

cellulaires de ces effets. Ces études doivent étre aussi orientées vers la détermination des
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composés actifs dans les extraits de Pistacia lentiscus et I’évaluation de leurs effets sur les
signalisations impliquées dans le processus inflammatoire, ainsi que le mécanisme de la

cytotoxicité et de stabilisation sur d’autres membranes biologiques a savoir, le lysosome.
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ANNEXE

Annexe | : Role des médiateurs de I’inflammatoire.

Role dans ’inflammation

Premieres médiateurs libérés lors du
déclenchement de I’inflammation.
Assurent la vasodilatation.

Induisent I’expression des molécules.
d’adhésion sur I’endothélium
vasculaire.

Accroit la vasodilatation et la
perméabilité vasculaire.

Stimule la contraction des muscles
lisses.

Responsable de la douleur.

Participent a I’apparition de I’cedéme et
a ’augmentation de la chaleur locale.
Assurent la communication entre les
cellules immunitaires et la régulation
des réponses inflammatoires.

Contréle la prolifération, la maturation
et la différenciation des cellules
hématopoiétiques.

Activité pro-coagulante et stimulent la
sécrétion de leucotrienes et du PAF.
Action sur le systéeme nerveux centrale,
les hépatocytes, les ostéoclastes et les
cellules musculaires lisses.

Réle dans les mécanismes de
destruction tissulaire (induit la sécrétion
de prostaglandines et de collagénase).
Réle essentiel dans les mécanismes de
recrutement cellulaire et d’entretien de
la réaction inflammatoire.

Effet de priming sur la plupart des
fonctions des neutrophiles, basophiles
et les lymphocytes T.

Augmentent la perméabilité vasculaire.
Stimulent la production de monoxyde
d’azote par les cellules endothéliales.

Stimulent la production de
prostaglandines et FAO par les
macrophages.

Induisent I’expression d’ICAM-1 par
les lymphocytes T.
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Médiateurs
lipidiques (les
métabolites de

I’acide
arachidonique)

Fractions du
compliment

Métalloprotéase

Impliquées dans le remodelage de tissus
enflammés.

Réle essentiel dans la perméabilité
vasculaire, 1’attraction et 1’activation
des polynucléaires.

Facilitent la phagocytose et la lyse des
micro-organismes pathogénes.
Activent les neutrophiles et la
formation de formes activées de
I’oxygene.

Stimulent la libération de 1’histamine
des polynucléaires basophiles et des
mastocytes.

Responsables de la dégradation des
tissus de 1’organe I€sé.
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Annexe 1V : Quelque méthodes d’études de I’activité anti-inflammatoire, in vivo.

Induction
d’cedéme

> Repose sur

la capacité des agents anti-
inflammatoire testés a inhiber l'cecdéme produit
chez les souris soit au niveau de la patte
postérieure ou l'oreille aprés injection d'un agent
phlogistique.

De nombreux agents phlogistiques ont été utilisés
tel que : les levures de biere, le dextrane, les
polysaccharides sulfatés comme la carragénine,
I’histamine et la sérotonine, la koaline et le blanc
d’ceuf. La poudre de verre et le brilage chaud sont
également utilisés pour produire un gonflement
local.

e Naik et
Sheth, 1976.

Induction d’une
perméabilité
vasculaire
accrue

Induite par D’acide acétique qui provoque la
libération des médiateurs inflammatoires.

Un modele expérimentale typique pour évaluer
I’effet des substances naturelles ou synthétiques
sur la phase exsudative de I’inflammation aigué.

e Okoli et al.,
2007.

Induction d’une

C’est une inflammation aigué€ induite chez le rat

e (Cuzzocrea et

pleurésie par injection de la A-carrageenane, largement al., 1998.
utilis¢ pour I’évaluation des proprietes anti- & o Cuzzocrea et
inflammatoires de différents agents. al. 1998 -
La A-carrageenane stimule la libération de Jilllroy ot al '
I’histamine et de la sérotonine par les mastocytes, 1999 h
débutant par cela une cascade d’événements qui '
produisent d’autres médiateurs qui contribuent a
I’établissement de la réaction inflammatoire aigué.

Induit par la lumiere ultraviolette, elle donne une | ¢ Naik et
Essai d'érytheme image de la réponse aigué des blessures qui est Sheth, 1976.
évaluée par I'érytheme et l'augmentation locale de
la température.
A été utilisé pour le dépistage des médicaments e Selye, 1953.
antiarthritiques. e Wilhelm,
Permet d'étudier en détail le processus 1966.
Modeles de d'inflammation du point de wvue de la e Shen, 1967.
granulomes pathophysiologie et de lI'approche thérapeutique. o \Winter et
Il existe deux modeles de granulome qui ont été Portar, 1957.

largement utilisés, implantation de granulés de
coton et poche granulomatique.




Annexe V : Quelque méthodes d’études de I’activité anti-inflammatoire, in vitro.

Modele des
globules
rouges
humaines

pour étudier I’inflammation car la membrane de
I’érythrocytaire est analogue a la membrane du
lysosome et sa stabilisation implique que
I'extrait peut également stabiliser les
membranes lysosomale.

e A été employée comme méthode de dépistage, e Mizushima,
in vitro, pour les agents antiphlogistiques par 1964.
Mizushima et ses collégues. e Mizushima et
e Grant et al. (1970) ont également confirmé leur Kobayashi,
travail et ont signalé que les médicaments anti- 1968.
Dénaturation inflammatoires, inhibent la dénaturation des ® Skidmore et
des protéines protéines. Whitehouse,
e La liaison des médicaments & I'albumine 1965.
plasmatique peut inhiber la dénaturation
thermique de l'albumine, il bloque peut-étre les
groupes @ -NH 2 dans le cas de I'histidine
décarboxylase ou il déplace [l'urate de
l'albumine.
» Les protéinases des leucocytes jouent un role e Govindappa
Action important dans le développement de lésions et Poojashri,
inhibitrices tissulaires lors de réactions inflammatoires et 2011.
sur les un niveau de protection significatif a été fourni
protéinases par des inhibiteurs de protéinase.
» Les globules rouges sont utilisés comme model = o Chippada et al.,

2011.

Annexe VI : Matériel du laboratoire

e Lecteur de Microplaque (BioTek ELx800).

e Spectro-photometre (SHIMADZU).

e Balance de précision (RADWAG, Max=220g, d=0,001g).
e Balance analytique (Sartorius, Max=61g, d=0,1mg).

e Bain marie (Memmert).

e Etuve (Memmert).

e Incubateur (BOECO Germany).
e Centrifugeuse (Sigma).
e Agitateur électromagnétique (VELP).




e pH metre (HANNA).
e Micropipettes.

e Eprouvettes.

e Erlenmeyers.

e Spatules.

e Béchers.

e Entonnoirs.

e Tubes a essais.

e Eppendorfs.

e Microplagues.

e Mortier en porcelaine

Annexe VII : Produits chimiques

e Sodium Dihydrogenphosphate (NaH2PO42H>0) (RECTAPUR).

e di-Sodium Hydrogénophosphate anhydre (Na2HPQO4) (Panreac).

e Chlorure du sodium (NaCl) (SIGMA-ALORICH).

e Diclofénac sodique (votrex).

e ABTS 2,2’-Azino-bis (acide 3éthylbenzothiazoline6-sulfonique) (SIGMA).
e DPPH (1.1-Diphenyl-1-Picryl-Hydrazyl) (SIGMA).

e Potassium persulfate (K208S2) (BIOCHEM Chemopharma).

e Ethanol (SIGMAALORICH).

e Méthanol (BIOCHEM).



Résumé

Pistacia lentiscus L, est une plante utilisée en médecine traditionnelle pour le traitement de
pathologies inflammatoires. Cette étude avait pour objectif d’investiguer ’activité anti-
inflammatoire des extraits aqueux et ethanolique des fruits de P. lentiscus, en utilisant la
méthode de stabilisation membranaire des globules rouges. L’extrait ethanolique et aqueux des
fruits de P, lentiscus présentent un pourcentage de stabilisation membranaire du globule rouges
de 79.65% a la concentration 100pg/mL et 59.84% a la concentration 70pug/mL, respectivement,
des effets relativement élevé par rapport au Diclofénac sodique (62.10 % a 200 pg/mL) et
comparable a 1’acide gallique qui a présenté un pourcentage de 58.65 % a 30 pg/mL. Les
concentrations ayant exhibé I’effet anti-hémolytique ne présente aucune toxicité, vis-a-vis, du
globule rouge. De plus, le pouvoir antioxydant des extraits ethanolique et aqueux du fruit de P,
lentiscus (ICso entre 8 et 13 pg/mL) pourrait contribuer dans 1’activité anti-inflammatoire. Cette
¢tude fournit un support pour l'utilisation du fruit de P lentiscus dans le traitement des
désordres lié a I'inflammation.

Mots clés : Pistacia lentiscus ; activité anti-inflammatoire ; stabilisation membranaire ;
Diclofénac sodique ; acide gallique ; globule rouge.

Abstract

Pistacia lentiscus L, is a plant widely used in traditional medicine for the treatment of various
inflammatory pathologies. The objective of this study was to investigate the anti-inflammatory
activity of aqueous and ethanolic extracts of P. lentiscus fruit, using the method of red blood
cells membrane stabilization. The fruits ethanolic and aqueous extract of P. lentiscus have a
membrane stabilizing effect of 79.65% at 100 ug/mL and 59.84% at 70 pug/mL, respectively.
Extracts activity were relatively higher than Diclofenac sodium (62.10% to 200 pug/mL) and
comparable to gallic acid which showed a percentage of 58.65% at 30 pg/mL. The
concentrations exhibiting the anti-hemolytic effect showed no toxicity, toward the red blood
cells. Moreover, the antioxidant power of the tested ethanolic and aqueous extracts (IC50
between 8 and 13 pg/mL) could contribute in the anti-inflammatory activity. This study
provides a support for the use of P. lentiscus fruit in the treatment of inflammatory related
disorders.

Key words: Pistacia lentiscus; anti-inflammatory activity; membrane stabilization;
Diclofenac sodium; gallic acid. red blood cell.



