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Introduction

L’inflammation se définit comme un ensemble des mécanismes réactionnels de défense de
I’organisme contre une agression d’origine exogene ou endogene. Elle peut étre causée par des
agressions physiques ou chimiques comme elle peut étre la conséquence d’une infection due a la
présence dans 1’organisme vivant des pathogenes tels que bactéries, virus, parasites ou
champignons (Rakoninindrina, 2013). Dans la plupart des cas cette réaction est bénéfique pour
I’hote agressé, mais une activation excessive de celle-ci, peut provoquer des altérations
importantes incluant la dénaturation de certaines protéines. Ces dernieres ayant perdu, de ce fait,
leur structure tridimensionnelle, peuvent provoquer 1’apparition d’auto-antigenes transformant

ainsi une réaction inflammatoire en une réaction auto-immune (Chandra et al., 2012).

Le traitement de 1’inflammation est souvent basé sur I’apport des anti-inflammatoires non
stéroidiens (AINS) et des glucocorticoides, ces molécules présentent le plus souvent des effets
indésirables qui peuvent géner leur utilisation a long terme (Ndiaye et al., 2006). Certaines
plantes possédant une activité anti-inflammatoire pourraient constituer une alternative dans la
thérapeutique anti-inflammatoire du fait de leur meilleure accessibilité et de leur moindre toxicité
(Khalil et al., 2006). Depuis la plus haute antiquité, I'numanité a utilisé diverses ressources
trouvées dans son environnement afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies (Athamena,
2009). Dans le monde, pres de 80% de la population a recours aux plantes médicinales par
manque d’accés aux médicaments prescrits. Mais aussi parce que les plantes ont pu démontrer
une réelle efficacité (Benaissa, 2011). Une plante est dite médicinale lorsqu’au moins une partie

possede des propriétés curatives ou préventives d’un ou plusieurs maladies (Bruneton, 2009).

Pistacia lentiscus est un arbrisseau appartenant a la famille des Anacardiacée, et fait partie
des plantes, qui sont riches en composés phénoliques (Brahmi et al., 2020). cette plante est
largement utilisée par la population locale dans la médecine traditionnelle & des maladies
diverses comme les maladies aphrodisiaque, antiseptique, antihypertenseur, gastro-intestinal,
hépatique et urinaire, et posséde plusieurs activités pharmacologiques, notamment

hypoglycémiques, antioxydants, anti-inflammatoires et anticancéreuses (Pachi et al., 2020 ).



Introduction

L’objectif de la présente étude est de vérifier si 1’utilisation de Pistacia lentiscus comme
anti-inflammatoire est justifiée, c’est dans ce but qui en évaluant ’effet anti-inflammatoire de
I’extrait hydro-méthanolique de fruits de Pistacia lentiscus de la région de Bejaia in vitro par des

différentes techniques pour vérifier son efficacité dans le traitement des maladies inflammatoires.
Le présent travail est scindé en trois parties :

La premicre sous forme d’une synthese bibliographique qui regroupe les principales informations

sur Pistacia lentiscus, les métabolites secondaires et 1’inflammation.

La seconde partie, une étude expérimentale par des techniques in vitro passant par I'extraction
hydro-méthanolique des fruits de Pistacia lentiscus, le criblage phytochimique et 1’évaluation
I’activité anti-inflammatoire par trois différentes méthodes : la méthode 1’action inhibitrice de la

protéase, I’activité monoxyde d’azote et la méthode d'inhibition de la dénaturation de BSA.

Dans la troisieme partie, nous allons rapporter les différents résultats obtenus, leurs

interprétations et une discussion relative aux résultats obtenus, suivi ; a la fin, d’une conclusion.
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Chapitre | Synthese bibliographique

Synthese bibliographique
1.1 Pistacia lentiscus

1.1.1 Généralités

Pistacia lentiscus est une plante utilisée traditionnellement dans les préparations
alimentaires par les populations méditerranéennes. Elle pousse sur tous les sols subhumides
et semi-arides (Amara et al., 2019).

Cette plante est largement utilisée dans le domaine alimentaire et médicale: la résine
est exploitée comme améliorant alimentaire (aréme de pain et la pate de riz), les fruits sont
consommés crus ou grillés, ou sous forme d’huile. Les fruits de Pistacia lentiscus ont
différents stage de maturation tout au long de 1’année : verts puis rouge et enfin noir a
maturité (Zaouali et al., 2018).

1.1.2 Description botanique

Pistacia lentiscus (Dro en Arabe local, Tidekt en Berber) fait partie de la famille des
Anacardiaceaes, embranchement des Spermaphytes, c’est un arbuste, a feuilles persistantes,
de 6m au maximum, mais généralement un arbrisseau pouvant atteindre 3m seulement. C’est
une espece thermophile dioique avec des fruits charnu a noyau de 2 a 3 mm de diamétre
(figure 01), avec des parties femelles et males différentes, dont la femelle produit un taux plus

bas de mastic par rapport au malle (Mahmoudi et al., 2022).

Figure 01.1: Fruit de Pistacia lentiscus (Bammou et al., 2015)
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1.1.3 Classification systématique et nomenclature

Plusieurs classifications ont été proposées pour Pistacia dont celle de Zohary, qui a
divisé ce genre en 4 groupes sont : Pistacia verra, Pistacia terebinthus, Pistacia atlantica et

Pistacia lentiscus (Egle et al., 2021).

1.1.4 Répartition géographique

On rencontre 1’étage végétatif de Pistacia lentiscus dans tout le bassin méditerranéen
(en thermo et infra méditerranée) et aux monts de I’oriental, mais bien spécialement en Grece
(Boulebda et al., 2009). Elle est largement distribué a 600m d’altitude, au-dessus de cette
altitude, elle est affectée négativement par le froid (figure 02) (Kog et al., 2014).
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Figure 02 : Distribution de Pistacia lentiscus dans le monde (Boulebda et al., 2009)

.1.5 Composition chimique

Pistacia lentiscus est considérée comme une source principale de mastic, elle contient
des molécules bioactives tels que: les composés phénoliques (glycosides, flavonoides,
anthocyanines, tannins.....) (Mahmoudi et al., 2022). C’est aussi une source importante de
phytostérols et des polymeéres naturels, ainsi que des ingrédients volatils et aromatiques

(Soulaidopoulos et al., 2022).

1.1.6 Utilisation traditionnelle

Les fruits, les feuilles, les galles et le mastic de Pistacia lentiscus ont un réle trés

important dans la médecine traditionnelle a 1’époque des anciens égyptiens et grecs (Djerrou

4
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et al., 2013). La résine est utilisée comme remede traditionnel de 1’hypertension, 1’ulcere
gastrique, les douleurs abdominales et aussi pour le soulagement de la toux. L’huile de

Pistacia lentiscus est utilisée pour le traitement des brulures légéres (Bammou et al., 2015).

1.1.7 Utilisation médicinale et propriétés biologiques

Depuis D’antiquité Pistacia lentiscus et autres plantes ont prouvé leur potentiel

thérapeutique (Soulaidopoulos et al., 2022) comme :

e Action anti-inflammatoire due a la synthese bloguer des substances pro-
inflammatoires comme 1’oxyde nitrique synthétase et la cox2 synthétisée par les
macrophages et aussi la prostaglandine,

e Blocage de I’expression des molécules d’adhésions : VCAM-1, ICAM-1.

e Propriété antioxydante grace a la régulation de 1’expression de CD36 dans les
macrophages, bien qu’elle augmente aussi le niveau de glutathion antioxydant
intracellulaire.

e Activité antimicrobienne connue depuis 1995, dont I’huile de Pistacia lentiscus
posséde une inhibition efficace contre la croissance bactérienne (gram- et gram+) et

surtout contre les especes Streptococcus

1.1.8 Toxicité de Pistacia lentiscus

Geénéralement la consommation de cette plante est sans danger pour la santé, bien que
la sécurité a long terme n’ait pas été suffisamment étudiée, et 1’effet d’une dose maximale
reste encore inconnu. Au-dela, il existe quelques cas d’allergie suite a 1’utilisation post
opératoire de Pistacia lentiscus, mais sans aucun rapport d’effet secondaire remarquable.

Des doses élevées n’ont produit aucun effet indésirable chez I’étre humain, contrairement
chez les animaux. De nombreuse changements induits par la surdose de Pistacia lentiscus
chez les rats dont des altérations histologiques rénales, des effets cytotoxiques sur des séries
cellulaires spécifiques, ainsi que plusieurs modifications hématologiques et biochimiques

défavorables (Soulaidopoulos et al., 2022).
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1.2 Les métabolites secondaires

1.2.1 Définition

Le terme métabolite secondaire est utilisé pour décrire une vaste gamme de composés
chimiques dans les plantes. Ils ne sont pas produits lors de la photosynthése mais résultent de
réactions chimiques ultérieures (Collin, 2007). Les composés issus de se métabolisme,
contrairement a ceux issus du métabolisme primaire, sont des molécules qui ne participent pas
directement au développement des plantes (Nicolas et al., 2013) mais plutdt interviennent
dans les relations avec les stress biotiques ou abiotiques ou avec les microorganismes
pathogenes (Collin, 2007). Les métabolites secondaires sont présents dans toutes les plantes
supérieures, et ayant une répartition limitée dans l'organisme de la plante, dont plus de
200.000 structures ont été définies (Hartmann, 2007). Il existe deux voies biogénétiques
conduisant aux composés aromatiques, une voie dite shikimique et une autre dite la voie de

[’acétate

1.2.2 Classification des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires peuvent étre classés en trois grands groupes : les
composés phénoliques, les terpénes et les alcaloides. Chacune de ces classes renferme une
grande diversité de composés qui possedent une large gamme d'activités en biologie humaine
(figure 03) (Krief, 2003).

Les métabolites
Secondaires

1 ! 1

Les terpenes Les composés Les alcaloides
phénoliques
Les acides Les Les tannins
phénoliques flavonoides

Figure 03 : Classification des métabolites secondaires (Krief, 2003 ; Berboucha, 2005).
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1.2.3 Les composés phenoliques

Les polyphenols ou composés phénoliques formant une famille de molécules
largement répandue dans le régne végétal au niveau des tissus superficiels (depuis les racines
jusqu’aux fruits). Ils n’exercent pas des fonctions directes au niveau des activités
fondamentales de 1’organisme végétal, comme la croissance ou la reproduction (Fleuriet,
1982). Ce sont des composés photochimiques poly-hydroxylés et comprenant au moins un
noyau aromatique a 6 carbones qui est I'élément structural fondamental qui les caractérise
(Bruneton, 2009). Parmi ces métabolites on cite : les acides phénoliques, les flavonoides et
les tannins qui sont les classes majeures des polyphenols. Ils sont groupés selon la présence

des différents substituants sur les noyaux et selon leur degré de saturation (Berboucha, 2005).

1.2.4 Les flavonoides

Le terme flavonoide désigne une large gamme de composés naturels appartenant a la
famille des polyphenols (Seyoum et al., 2006). Ils sont considérés comme des pigments quasi
universels des végétaux, souvent responsables de la coloration des fleurs, des fruits et des
feuilles (Marfak, 2003).

Les flavonoides sont des dérivés benzo-y-pyranne. Leur structure de base est celle
d’un diphényl propane a 15 atomes de carbones, constitué de deux noyaux aromatiques qui
désignent les lettres A et B, reliés par un hétérocycle oxygéné, qui désigne la lettre C (figure
04) (Ghestem et al., 2001). Les flavonoides des plantes vasculaires sont localisés dans divers
organes : racines, tiges, bois, feuilles, fleurs et fruits (Marfak, 2003). Ils sont reconnus pour
leurs nombreuses activités biologiques, citons par exemples : les activités anti-inflammatoire,

antivirales et anticancéreuses (Hanasaki, 1993).

OH

HO @)
OH

OH

OH

Figure 04 : Structure générale des flavonoides (Hanasaki, 1993)
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1.3 Inflammation

1.3.1 Définition

La réponse inflammatoire est un processus physiologique par lequel le corps se défend
contre une attaque qui entraine des Iésions tissulaires (Weill et al., 2003). Cette réponse est
importante pour lutter contre diverses infections, favoriser la cicatrisation et restaurer la
fonction normale des tissus endommagés. Une réponse insuffisante peut conduire a une
immunodéficience, qui peut conduire a des infections secondaires et méme a un cancer
(Nathan, 2002).

1.3.2 Types d’inflammation

Il existe deux types des réponses inflammatoires: inflammation aigué et chronique.

Les deux réponses sont associées au systeme immunitaire.

1.3.2.1 Inflammation aigue

L’inflammation aigué est une réponse instantanée, elle dure peu de temps, de quelques
jours a quelques semaines au maximum. Elle se caractérise par une infiltration marquée de
cellules inflammatoires au niveau du site lésionnel. Dans la plupart des cas, sa résolution est
spontanée et laisse rarement des séquelles tissulaires (Lacavé-Lapalun, 2013). Elle est dite
non-spécifique lorsque 1’événement déclencheur de la réaction inflammatoire est rencontré
pour la premiere fois par I’organisme, et qu’elle ne fait pas intervenir la « mémoire

lymphocytaire » (Bounihi, 2016).
1.3.2.2 Inflammation chronique

L'inflammation chronique est une réponse caractérisé par une durée de plusieurs mois
ou années et peut persister tout au long de la vie d'un individu, elle correspond a I'échec de
I'inflammation aigué. Elle est définit histologiquement par la persistance de macrophages et

lymphocytes dans les tissus endommagés (Iwalewa et al., 2007).

Contrairement a ce qui se passe dans l'inflammation aigué, les phases vasculaires et
cellulaires ne se succedent pas, mais coexistent tout au long de I'évolution de l'inflammation.
Il existe également des tentatives de destruction et de réparation des tissus (Weill et al.,
2003).
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1.3.3 Les phases de I’inflammation

1.3.3.1 La phase vasculaire (initiation)

Elle se caractérise par des modifications importantes de la microcirculation locale, par
dilation et augmentation de 1’espace intercellulaire (Raymondjean, 2007). Elle se traduit
cliniquement par I’apparition des quatre signes cardinaux classiques de l'inflammation aigué :
rougeur, chaleur, cedéme, douleur (Rousselet et al., 2005), sous I’effet des radicaux libres de
I’oxygene, 1’oxyde d’azote (NO) et de nombreux métabolites de I’acide arachidonique

(Raymondjean, 2007).

1.3.3.2 La phase cellulaire (amplification)

Elle se caractérise par la formation du granulome inflammatoire (Rousselet et al.,
2005). Cette étape implique un recrutement cellulaire, avec un afflux de leucocytes
polymorphonucléaires, une activation des cellules résidentes des tissus agressés et une

libération de nombreux médiateurs pro-inflammatoire (Barnig, 2016).

1.3.3.3 La phase de réparation (résolution)

La résolution de I’'inflammation est un processus actif, qui n’est pas uniquement médié
par la décroissance de médiateurs pro-inflammatoires, mais qui dépend également de voies de
signalisations précoces et de la production précoce de médiateurs anti-inflammatoires, pro
résolvant et contra-régulateurs (Barnig, 2016) pour réguler les proliférations et biosyntheses

cellulaires (Rousselet et al., 2005).

1.3.4 Médiateurs de ’inflammation

1.3.4.1 Meédiateurs solubles

Certains de ces médiateurs existent sous forme inactive, avant toute lésion tissulaire,
cette derniere 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
integrent les voies de la coagulation, de I'immunité innée, de I'nématopoiése et du systeme

nerveux (Charles et al., 2010).

1.3.4.2 Médiateurs cellulaires

Plusieurs types cellulaires sont impliqués dans la réponse inflammatoire. Les cellules
les plus importantes sont les neutrophiles (PMNSs) attirés par les lésions tissulaires. Cette

attraction nécessite une interaction préalable entre les cellules endothéliales et les PMNSs,
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établissant des contacts en plusieurs étapes par l'intermédiaire de molécules d'adhésion qui se

lient aux protéines membranaires des cellules endothéliales (Kumar et al., 2007).

1.3.5 Cellules d’inflammation

Les cellules impliquées dans les mécanismes inflammatoires sont a la fois des cellules
circulantes qui migrent vers le tissu interstitiel (polynucléaires neutrophiles, monocytes,
polynucléaires éosinophiles, lymphocytes...etc.) et des cellules résidentes du tissu interstitiel

(macrophages, histiocytes, cellules endothéliales...etc.) (Amoros, 1987).

1.3.6 Pathologie inflammatoire

De nombreuses maladies inflammatoires sont associées a des mécanismes supposés
étre des dérégulations immunitaires, c'est-a-dire des maladies auto-immunes systémiques et
localisées, des maladies auto-inflammatoires, des maladies inflammatoires de mécanisme
inconnu (Charles et al., 2010).

1.3.7 Les agents anti-inflammatoires

1.3.7.1 Les anti-inflammatoires stéroidiens

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AlS) ou glucocorticoides sont une large classe de
médicaments dérives du cortisol synthétisé par les glandes surrénales. Parmi les AIS, on
trouve le Prednisolone, Méthylpredisolone et le bétaméthasone. lls inhibent toutes les phases
de la reponse inflammatoire. Par leur action directe sur les vaisseaux sanguins, ils réduisent le
phénomeéne vasculaire de I'inflammation (Baud et Gressens, 2009).

Dans les tissus cibles, les glucocorticoides se lient a leurs récepteurs (RG) dans le
cytoplasme. Ensuite, le complexe récepteur-ligand formé pénetre dans le noyau et se lie a de
nombreux éléments sensibles aux glucocorticoides dans la région promotrice du gene cible.
Les récepteurs se fixent ainsi aux molécules d'’ADN et interagissent avec les facteurs de
transcription essentiels, ce qui entraine une expression génique accrue de génes cibles
spécifiques. Ce processus est appelé transactivation et régule la plupart des effets secondaires
métaboliques et cardiovasculaires des glucocorticoides. Les AIS bloquent la transcription de
tous les génes immunitaires, y compris le gene codant pour I’interleukine 2 (IL-2) (figure 05)
(Barnes, 1998).
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Figure 05 : Mécanisme d’action des glucocorticoides (Barnes, 1998)

1.3.7.2 Les anti-inflammatoires non stéroidiens

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont parmi les médicaments
thérapeutiques les plus utilisés dans le monde en raison de leurs propriétés anti-
inflammatoires, antipyrétiques et analgésiques malgré leurs effets secondaires gastro-
intestinaux. Les plus fréquents sont I’acétylsalicylique, le diclofénac et I’ibuprofene.

Le mécanisme d'action des AINS, qui a été élucidé par les travaux de Vane en 1971,
repose en grande partie sur l'inhibition compétitive (réversible ou irréversible) de la
cyclooxygénase, une enzyme qui permet la production de prostaglandines a partir d'acide
arachidonique (Vane J.R. 1971). Cette propriété, partagée par tous les AINS, entraine une
diminution de la production de prostaglandines, en particulier PGE2 et PGI2, qui sont des

médiateurs importants de I'inflammation (figure 06) (Nicolas et al., 2001).
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Figure 06 : Mécanisme d’action des AINS (Nicolas et al., 2001)

1.3.7.3 Anti-inflammatoires d’origine végétale

Les plantes sont largement utilisées en médecine traditionnelle pour soulager les
patients atteints de certaines affections inflammatoires comme I'asthme, l'arthrose, la goultte,
la rhinite allergique, les ulceres gastriques (Wiart, 2006).

L'activité anti-inflammatoire des plantes est attribuée a leur teneur en metabolites
secondaires bioactifs tels que les polyphénols, les stérols, les alcaloides, les saponines, les
coumarines, les terpénes, etc. Ces substances actives peuvent jouer un réle dans de multiples
étapes de la réponse inflammatoire en inhibant le métabolisme de I'acide arachidonique, les
mécanismes de transduction du signal impliqués dans I'activation des cellules inflammatoires,
la synthése de cytokines pro-inflammatoires, I'expression de l'adhésion et la production de
réactivité Oxygeéne (Duwiejua et Zeitlin, 1993).

L’objectif de notre étude est d’une part de réaliser 1’extraction hydro-méthanolique a
partir des fruits de Pistacia lentiscus pour faire une étude phytochimique par le dosage des
composés phénolique (phénols totaux et flavonoides), et d’autre part d’évaluer I’activité anti-
inflammatoire, in vitro, de I’extrait phénolique de Pistacia lentiscus en réalisant trois tests
dont : I’action inhibitrice des protéases, activité anti-monoxyde d’azote et 1’inhibition de la
dénaturation de la BSA.
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1. Matériel et méthodes
11.1 Matériel

I1.L1.1 Matériel végétal

Les fruits de Pistacia lentiscus ont été récoltés au mois de janvier 2018 dans une forét
a Tizi neftah, Amizour, Bejaia. (Cordonnée GPS 36,644° N et 4,921° E). La plante a été

identifiée au niveau du laboratoire de botanique université de Bejaia (Algérie).

11.1.2 Réactifs

Hexane (Vwr Chemicals, Prolabo); Meéthanol (Biochem Chemopharma); Acide
perchloriqgue (Honeywell Fluka); Tri-HCL ; Trypsine (Fluka BioChemika) ; Sodium
nitroprusside ; le  phosphate de monopotassium (KH2POs;) (PRS  Panreac);
dipotassiumhydrogen phosphate (K2HPO4) (Scharlau PO0257) ; Sulfanilamide (Alfa Aesar A
Johnson Matthey Company), Dichlorhydrate de Naphthylethylenediamine (NEED) (Aldrich
Chemistry); acide phosphorique(HsPO4) (Honeywell Fluka); Solution Phosphate Buffer
(PBS), Bovin Serum Albumin (BSA), Natriumhydroxid (NaOH) ( Riedel-de Haen).

11.1.3. Appareillages et verreries utilisés

Broyeur électrique (Comaf) ; soxhlet (Behr labor-technik); ultrasons (Raypa) ; balance
électrique (Radwag) ; bain marie (Memmert) ; etuve (Memmert) ; rotavapor (Heidolph) ;
spectrophotomeétre (Shimadzu) ; vortex (Neuaction) ; centrifugeuse (Sigma) ; vacuum pompe
(Fisherbrand) ; agitature a plaque chauffante (Velp scientifica); pH meétre (Hanna
instruments) ; ballon ; béchers ; boites de pétri en verre ; éprouvettes ; érlenmeyer ; tubes a

essai en verre.
1.2 Méthodes
I11.2.1 Séchage et broyage

Les fruits de Pistacia lentiscus ont été séchés dans 1’étuve pendant 48h a 37° C. Par la
suite, les fruits séchés ont été broyés a 1’aide d’un broyeur électrique jusqu'a 1’obtention

d’une pate huileuse.
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Figure 07 : Fruits de Pistacia lentiscus avant et apres broyage

11.2.2 Délipidation au Soxhlet

Une masse de 629 de la pate obtenue a été introduite dans une cartouche en cellulose

et soumise a I’extraction par 200 ml de I’Hexane au Soxhlet pendant 6 heures.

11.2.3 Extraction assistée par ultrasons

L’extraction par ultrasons a été réalisée selon la méthode développée par Aissat et al.,
(2022). Dans un ballon, 10 mg de la poudre récupérée aprés délipidation au soxhlet, avec 80
ml de méthanol/eau (80/20 : V/V) ont été exposés a une émulsion ultrasonique pendant 15
min. Le mélange a été séparé par filtration sous vide pour éliminer les particules résiduelles et
récupérer I’extrait riche en métabolites secondaires. Une fois la filtration terminée, I’extrait a
été centrifugé pendant 10 a 15 min a 1413 g. L’extrait hydro-méthanolique a été récupéré

apres 5 cycles d’extraction.

11.2.4 Evaporation

Le méthanol a été ensuite éliminé du filtrat par évaporation sous pression réduite dans
un rotavapor a une température de 50° C. Aprés I’évaporation, 1’extrait a été introduit dans
une étuve a 37 ° C jusqu’a la stabilisation de son poids pour obtenir le poids de 1’extrait brut.
Le taux d’extraction est calculé selon la formule suivante :

Rendement (%) = [(P1 - P0)/E]*100 ou
P1: Poids d’extrait apres évaporation (g) PO: Poids de la boite de pétri (g)
E : Poids de la poudre avant extraction (g)
L’extrait sec obtenu a été ensuite conservé dans une boite de pétri a 4° C jusqu’a son

utilisation.
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11.2.5 Dosage des composes phénolique
11.2.5.1 Dosage des phénols totaux

Le dosage a été effectué selon la méthode développée par Kahkonen (1999) avec des

modifications.
Principe

Le réactif de Folin est un acide constitue par un mélange d'acide phosphotungstique et
d'acide phosphomolybdique. Il est réduit, lors de I'oxydation des phénols, en un mélange
d'oxydes bleus de tungstene et de molybdene. La coloration produite, dont I'absorption
maximum a 760 nm, est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits

veégétaux.
Mode opératoire

Une quantité de 0,2 ml d’extrait a déférentes concentrations (0,0625 et 0,015 mg/ml)
ont été mélangés avec 1 ml du Folin, aprés 2 & 3 min 0,8 ml de carbonate de sodium ont été
rajoutés. Apres une incubation pendant 30 min a 37° C, I’absorbance a été mesurée a 760 nm

par un spectrophotometre.

11.2.5.2 Dosage des flavonoides

Le dosage a été effectué selon la méthode développée par Maksimovi¢ et al., (2004)

avec des modifications.
Principe

Le chlorure daluminium (AICI3) forme avec les flavonoides un complexe

chromogeéne jaune qui absorbe a 430 nm.

Mode opératoire
Le mélange réactionnel de 2 ml de I’extrait a déférentes concentrations (0,0625 et
0,015 mg/ml) et 1ml du réactif de chlorure d’aluminium. Aprés une incubation de 10 min a

une température ambiante et I'absorbance a été lue a 430 nm.
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11.2.6 Activité anti-inflammatoire in vitro

L’activit¢ anti-inflammatoire des extraits méthanoliques des fruits de Pistacia
lentiscus a été évaluée par trois méthodes pour plus de précision.
11.2.6.1 Activité Anti-trypsine

Mode opératoire

Différentes concentrations de I'extrait (0,062 ; 0,031 ; 0,015 ; 0,007 et 0,0039 mg/ml)
ont été préparées pour réaliser ce test, en adoptant la méthode décrite par Oyedapo et
Famurewa (1995) qui consiste a mélanger 1 ml d'extrait avec 2 ml de Tris-HCI (20 mM, pH
7,4) contenant 0,3 mg/ml de trypsine. Aprés une incubation de 20 minutes a température
ambiante, la réaction a été stoppée par 1’addition de 2 ml d'acide perchlorique. Apres
centrifugation a 795 g pendant 10 min, l'absorbance a été mesurée a 1’aide d’un
spectrophotometre a 560 nm.
L'activité inhibitrice de la trypsine a été calculée a I'aide de la formule suivante :

% d'inhibition = [(Acont- Atest)/Acont] * 100, ou

Acont : I’absorbance de controle et  Atst: ’absorbance solution d’essai.

11.2.6.2 Activité anti-monoxyde d’azote

Principe

Le sodium nitroprusside (SNP) a été utilisé pour la génération de monoxyde d’azote
(NO) qui a été mesuré par le réactif de Griess. Le SNP entraine la production d’ions nitrites
grace a son interaction avec 1’oxygéne (Rizwana Sarwar et al., 2015).
Mode opératoire

Ce test a eté réalisé sur différentes concentrations d’extrait (1; 0,75; 0,5; 0,25;
0,125 ; 0,062 et 0,031 mg/ml). La solution d’essai composée de 0,5 ml d’extrait et 0,5 ml de
solution de sodium nitroprusside ((10 mM) a été préparée dans un tampon phosphate (20 mM)
a pH= 7,3) et le contrble est composé de 500ul de méthanol 50% et 0,5ml de solution de
sodium nitroprusside (10 mM).
Aprés incubation pendant 2h30min a 25°C a la lumiere, 1ml de réactif de Griess (1 % de
sulfanilamide, 0,1% de dichlorhydrate de Naphthylethylenediamine (NEED) et 5% de H3PQOs)
a été ajouté afin de mesurer 1’absorbance a 1’aide d’un spectrophotométre a 550 nm
(Marcocci et al 1994). La quercétine a été utilisée comme molécule de référence. Le
pourcentage d’inhibition du radical NO est calculé selon la formule suivante :

% d’inhibition= [(Acont - Atest) /Acont]*100, 0l

Acont : I’absorbance de contrdle et Atest : I’absorbance de La solution d’essai.
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11.2.6.3 Inhibition de la dénaturation de BSA (Bovin Serum Albumin)

Principe

La plupart des protéines perdent leur fonction biologique lorsqu'elles sont dénaturées.
Sous D’action d’un traitement thermique, 1’albumine peut subir des changements de
conformation associés a un mauvais repliement de la structure tridimensionnelle. La
dénaturation des protéines est I’une des causes bien documentées de 1’inflammation et conduit
a diverses maladies inflammatoires. Par conséquent, la capacité d’une substance a inhiber la
dénaturation des protéines signifie un potentiel apparent d’activité anti-inflammatoire
(Militello et al., 2003).
Mode opératoire

Un mélange réactionnel de 0,05 ml d’extrait a différentes concentrations (1; 0,75
0,5 et 0,25 mg/ml) et 0,45 ml de BSA ont été préparés pour la solution d’essai, et 0,05 ml de
méthanol 50% et 0,45 ml de BSA pour le contréle.

Aprés incubation a 37° C pendant 20 min puis a 70° C pendant 4min, 2,5 ml de PBS
(pH=6,4) ont été rajoutés afin de mesurer 1’absorbance a 660 nm (Geetha et al., 2015). Le
pourcentage d’inhibition est calculé selon la formule suivante :

% d’inhibition= [(Acont-Atest) /Acont]*100, ou
Acont : 1’absorbance de controle et Atest : 1’absorbance de La solution d’essai.

11.2.7 Analyse statistique

Les resultats de différentes évaluations effectuées sont donnés sous forme de
moyennes + écart-types. L’analyse statistique est effectuée en utilisant le test t de Student a
I’aide du logiciel GrapphPad Prism 8.02. La valeur trouvée par le calcul du t peut affirmer que
les populations sont différentes avec un risque d’erreur p tel que :

P > 0,05 = la différence est non pas significative (ns).
0,05>p> 0,01 = la différence est faiblement significative (*).
0,01>p> 0,001= la différence est significative (**).

p<0,001= la différence est hautement significative (***).

p<0,0001= la différence est tres hautement significative (****),

17



Chapitre 111

Résultats et discussion



Chapitre III Résultats et discussion

Résultats et discussion

I11.1 Extraction

111.1.1 Taux d’extraction

D’aprés les résultats obtenus dans cette étude, le rendement de Iextrait hydro-
méthanolique des fruits de Pistacia lentiscus est 25,39 % (25,39 g d'extrait sec par 100 g de
mateériel végeétal sec), ce qui est inférieur au rendement d’extrait méthanolique de Cherbal et
al., (2012) qui ont rapporté 44,58 % pour les feuilles de la plante récoltée a Jijel. Par contre, il
est supérieur aux rendements des extraits éthanoliques rapporté par Remila et al., (2015)
(3,07 % pour les fruits et 6,09 % pour les feuilles de Pistacia lentiscus récoltée dans la région
d’Amizour, Béjaia).

Les variations dans les rendements d’extraction pourraient étre dus a des différences
dans les méthodes d’extraction et les solvants utilisés pour les différents extraits (Mahmoudi
et al., 2012). Plusieurs études ont montré que les facteurs extrinséques exercent une influence
sur la composition et le taux d’extraction de la plante, notamment le stade de maturation de la

plante (Aissat et al., 2022).

D’apres les résultats obtenus, on déduit que ’extraction hydro-méthanolique donne le
meilleur rendement. Ces mélanges sont les plus utilisées pour extraire les composés
phénoliques des vegétaux car leurs polarités correspond a celle des composés extraits. Dans
ce cas, les solvants les plus polaires étaient plus efficaces pour extraire les composés
phénoliques de toutes les parties de la plante que les solvants moins polaires (Mahmoudi et
al., 2012).

111.2 Dosage des composés phénoliques

111.2.1 Dosage des phénols totaux

La teneur en polyphénols totaux a été obtenue par la méthode spectrophotométrique au
réactif de Folin-Ciocalteu. Les résultats obtenus ont été exprimés en mg équivalent d’acide
gallique par gramme de 1’extrait brut (mg EAG/g), en utilisant 1’équation de la régression
linéaire de la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique (annexe 1) (y = 0,01x + 0,015, Rz =
0,999).

Les constituants phénoliques totaux de I'extrait ont été estimés a une valeur de 1’ordre

de 311,31 £ 29,89 mg équivalent d’un g de I’extrait brut. A partir des résultats obtenus, on
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peut constater que la quantité des composés phénoliques totaux dans notre extrait est
importante, elle est supérieure a celle trouvée par Remila et al., (2015) et Mehenni et al.,
(2016), qui ont dosé les composes phénoliques totaux dans des extraits éthanoliques de
Pistacia lentiscus. Ces derniers contiennent respectivement une quantité de polyphénols
totaux égale a 205,79 + 6,51 et 108,67 £ 0,5 mg EAG/g d’extrait. Azib et al., (2019) ont
trouvé des quantités en polyphénols inférieurs a la nétre (95,89 + 1,88 mg EAG/g d’extrait
pour I’extrait hydro-éthanolique des feuilles), contrairement a celle trouvée par Remila et al.,
(2015) et Mehenni et al., (2016) sur la méme partie de plante (feuilles) ou les teneurs en
polyphénols totaux sont 429,58 + 3,26 et 517,512+5,53 mg EAG/ g d’extrait, respectivement.

Cet écart de concentration serait probablement expliqué par les facteurs suivants : la
partie de la plante (feuille et fruit) utilisée, la période de récolte et les facteurs climatiques,
ainsi que les méthodes d’extraction et le solvant utilisé (Lee et al., 2005). On peut conclure
que D’extrait de fruits de Pistacia lentiscus constitue une source prometteuse en composés

phenoliques.

111.2.2 Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides a été effectuee par la méthode colorimétrique au chlorure
d’aluminium (AICI3). Les résultats obtenus sont exprimés en mg équivalent de quercétine par
gramme de D’extrait brut (mg EQ/g) en utilisant I’équation de la régression linéaire de la
courbe d’étalonnage de la quercétine (annexe 2) (y = 0,053x + 0,041, Rz = 0,995).

L’extrait méthanolique des fruits de Pistacia lentiscus a montré une teneur en flavonoides de
11,07 £ 10,43 mg EQ/g d’extrait. Cette quantité est supérieure a celle rapportée par Remila et
al., (2015) et Mehenni et al., (2016), pour les extraits éthanoliques des fruits ou les valeurs

sont 6,28 et 3,49 mg EQ/ g d’extrait, respectivement.

Une grande différence a été remarquée en comparant nos résultats avec ceux d’autres
auteurs ayant travaillé sur les différentes parties de la plante. Les extraits éthanoliques des
feuilles de Pistacia que Mehenni et al., (2016) ont étudié contiennent 254,9 £ 5,04 mg EQ/g
d’extrait, alors que dans le cas de Remila et al., (2015), la teneur en flavonoides a été estimée
a 139,38+3,11 mg EQ/g d’extrait. Plusieurs facteurs intrinseques et extrinséques peuvent étre
a ’origine de cette différence. La composition chimique varie en fonction des espeéces et au
sein d’'une méme espece, elle dépend des conditions de culture, de la période de récolte et de

la partie de plante (Ozkan, 2002).
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111.3 Activités anti-inflammatoire

L’objectif de cette étude était de mettre en évidence I'activité anti-inflammatoire in vitro
de I’extrait hydro-méthanolique a partir des fruits de Pistacia lentiscus par trois méthodes
basées sur le calcul du pourcentage d’inhibition de la dénaturation protéique, de la protéase

(trypsine) et de I’activité anti-monoxyde d’azote.

111.3.1 Activité Anti-trypsine

Les protéases, en particulier les protéases a sérine sont les acteurs clés dans le
recrutement de l'initiation et la progression du processus inflammatoire. De plus, I'inhibition
de la sérine protéase a été considérée comme l'une des cibles dans la conception des agents
anti-inflammatoires (Rajesh et al., 2008). Les composés bioactifs chez les especes végétales
présentent une source de nouveaux composés qui peuvent agir comme inhibiteurs de la
protéase (Casaloti et al., 2019). Pour cela un test antitrypsine a été réalisé pour déterminer la
capacité d’inhibition de la trypsine par 1’extrait de fruit de Pistacia lentiscus dont les resultats

sont illustrés dans la figure suivante (Figure 08).
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Figure 08 : Pourcentage d’inhibition de 1’action des protéases par 1’extrait hydro-
méthanolique de fruit de Pistacia lentiscus

D’apres la courbe, on observe un pourcentage d’inhibition maximal de 70% enregistré
a la plus grande concentration (0,125 mg/ml), puis 1’activité diminue avec la diminution de la
concentration pour atteindre la plus faible inhibition (38%) a 0,002 mg/ml, ce qui signifie que

’activité antitrypsine de 1’extrait de Pistacia lentiscus est dépendante de sa concentration et
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de différents autres parametres tel que : la relation entre la structure des molécules bioactifs de
I’extrait et le site catalytique de la trypsine (Telidji, 2006).

Les protéases a serine de type trypsine pourraient étre impliquées dans I'inflammation
en activant les cellules inflammatoires, telles que les éosinophiles via PAR2, et donc la
dénaturation de ces protéines est I’une des principales causes de I'inflammation (King et al.,
2000).

111.3.2 Activité anti-monoxyde d’azote

Les extraits végétaux peuvent avoir la propriété de contrecarrer I'effet de la formation
de NO, ils présentent aussi un intérét considérable pour prévenir les effets nocifs d'une
génération excessive de NO dans le corps humain. L'oxyde nitrique généré a partir du
nitroprussiate de sodium réagit avec I'oxygéne pour former un anion nitrite qui est bien retenu

par ces extraits (Dehpour et al., 2009).

Cette étude a été réalisée pour évaluer I’activité de I’extrait de fruit de Pistacia
lentiscus contre la production de monoxyde d’azote dont la figure suivante représente le

pourcentage d’inhibition du radical NO par différents concentrations de cet extrait.
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Figure 09 : Effets des différentes concentrations d’extraits méthanolique de fruits de Pistacia
lentiscus et de standard sur le monoxyde d’azote
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Les résultats ont montré que I'extrait méthanolique des fruits de Pistacia lentiscus
présente une activité inhibitrice maximale de 60 % enregistrée a 0,75 mg/ml et une inhibition

minimale de 27 % enregistrée a 0,03125 mg/ml (figure 09).

Cet extrait a également provoqué une inhibition dose-dépendante de I’oxyde nitrique
avec une 1C50 de 0,1642 mg/ml dont la quercétine a été utilisée comme une molécule de
référence, tandis que 0,05877 mg/ml de cette molécule étaient nécessaires pour une inhibition
de 50%. La valeur IC50 de I’extrait était supéricure a celle du standard, ce qui peut étre
expliqué par certaines modifications dans la structure de base des flavonoides tels que: la
glycosylation et 1’0O-méthylation de leur groupement hydroxyles qui peuvent modifier leurs
caractéristiques métaboliques et affecter les mécanismes de 1’inflammation, y compris leur

activité scavenging du radical NO (Chen et al., 2017).

Dans 1’étude réalisée sur I’extrait méthanolique des fruits de Spondias pinnata de la
méme famille, I’'IC50 de I’extrait (0,02448 + 2,31 mg/ml) était inférieur a celle de la molécule
pure (le curcumin avec une IC50 de 0,09082 + 4,75 mg/ml) (Bibhabasu et al., 2008). Cette
différence peut étre due a la variation dans la teneur des composés phénoliques plus
précisément les flavonoides qui sont considérés comme des composés bioactifs a potentiel

anti-inflammatoire (Chen et al., 2017).
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Figure 10 : Pourcentage d’inhibition de NO a 0,5mg/ml d’extrait et de la quercétine
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D’aprés les résultats obtenus (figure 09), on observe que la quercétine a un
pourcentage d’inhibition plus €élevé que notre extrait a la méme concentration (0,5 mg/ml), ce
qui pourrait expliquer par la structure de la quercétine qui favorise le piegeage de NO.
L’analyse statistique de ces résultats, indique la présence d’une différence trés hautement

significative (****P<0,0001) entre I’extrait et la quercetine.

L'oxyde nitrique (NO) est devenu l'une des molécules les plus intrigantes dans la
biologie des vertébrés ces dernieres années. Il est lipophile et hautement diffusible et il a été
impliqué dans de nombreux processus biologiques (Reeves et al., 2008). Il a de multiples
fonctions cellulaires tels que la régulation de la croissance cellulaire, la différenciation et
I'apoptose et de nombreux réles physiologiques, notamment la modulation de la pression
artérielle et la plasticité synaptique. La Mesure de I'oxyde nitrique expiré est un nouveau test
clinique qui évalue immédiatement l'inflammation des voies respiratoires dans l'asthme
(Sandrini et al., 2009).

111.3.3 Inhibition de la dénaturation de BSA (Bovin Serum Albumin)

La méthode d’inhibition de la dénaturation des protéines est utilisée pour évaluer les
propriétés anti-inflammatoires de 1’extrait des fruits de Pistacia lentiscus. Dans cette étude,
nous nous sommes intéressés a la capacité de cette plante a protéger la BSA contre la
dénaturation suite a I’augmentation de la température. Le tableau 01 représente les résultats
des pourcentages d’inhibition de la dénaturation protéique pour I’extrait hydro-méthanolique

de Pistacia lentiscus.

Tableau I: Pourcentages d'inhibition de la dénaturation de BSA + Ecart type.

Concentration mg/ml Pourcentage d’inhibition Ecart-type
1 mg/ml 21,29 % +2,84
0,75 mg/ml 32,29 % +2,79
0,5 mg/ml 32,29 % +1,39
0,25 mg/ml 36,37 % +0,52

Les résultats de I’effet protecteur de 1’extrait de Pistacia lentiscus contre la dénaturation

protéique causée par la chaleur sont représentes dans la figure 11.
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Figure 11 : Pourcentage d’inhibition de la dénaturation protéique induit par la chaleur de

I’extrait hydro-méthanolique de Pistacia lentiscus

D’aprés la courbe des pourcentages d’inhibition de la dénaturation protéique (Figure
11), on observe que l’extrait hydro-méthanolique de Pistacia lentiscus présente un effet
protecteur contre la dénaturation de BSA par la chaleur avec un pourcentage d'inhibition
maximal de 36,37+0,52 % a une concentration de 0,25 mg/ml puis nous avons observé une

réduction de pourcentage avec I’augmentation de la concentration.

La dénaturation des protéines est un processus dans lequel les protéines perdent leurs
structures tertiaire et secondaire par l'application d'un stress externe ou d'un composé tel que
I'acide fort ou la base, d'une concentration en sel inorganique, un solvant organique ou par la
chaleur dont la plupart des protéines perdent leur fonction biologique lorsqu'elles sont
dénaturées (Marliyah et Ananthi, 2015). Cette dénaturation peut avoir lieu méme par un
processus inflammatoire auto-immun dont lequel la production d’auto-antigéne est
augmentée. Cette augmentation peut étre 1’une des principales causes des réactions

inflammatoire quelle que soit la cause de 1’inflammation (Sridevi et al., 2015).

Dans ce travail, ’extrait de Pistacia lentiscus a pu inhiber la dénaturation de BSA
induite par la chaleur aux concentrations 1 ; 0,75; 0,5 et 0,25 mg/ml avec un pourcentage

d'inhibition maximal de 36,37 % qui a été observé a la plus faible concentration 0,25 mg/ml.

24



Chapitre III Résultats et discussion

D’aprés les résultats obtenus par Rashid et Shafi, (2018) ou I’extrait méthanolique de
la fleur de la grenade a présenté une inhibition maximale de 71,24 % a une concentration de
0,5 mg/ml, et Marliyah et Ananthi, (2015) sur I’extrait éthanolique de Zeamays avec un
pourcentage d’inhibition de 54,51 % a 0,1 mg/ml, on peut suggérer que cette grande
différence enregistrée peut étre due a la nature de la BSA utilisée ou au solvant utilisé et

méme a la partie étudiée de la plante.

Des études ont montre que de nombreux flavonoides et polyphénols apparentés ont
contribué de maniére significative aux activités anti-inflammatoires de nombreuses plantes
(Govindappa et al., 2011). La présence de ces composés bioactifs dans I'extrait hydro-
méthanolique de fruits de Pistacia lentiscus trouvés lors de criblage phytochimique peut
contribuer a cette activité anti-inflammatoire (Chatterjee et al., 2012).

Les extraits peuvent éventuellement inhiber la libération des neutrophiles de leur
teneur en lysosomes sur le site de l'inflammation. Ces constituants lysosomaux des
neutrophiles comprennent des enzymes bactéricides et des protéinases qui, lors de la
libération extracellulaire, provoquent une inflammation et un endommagement tissulaire

supplémentaire (Govindappa et al., 2011).

Ces résultats rapportent que les composés phenoliques qui constituent d’importants
composants de la plante, possédent un effet inhibiteur sur des différents processus qui menent
au déclanchement de la réaction inflammatoire tels que : 1’activité des protéases (trypsine), la
production de radical NO et la dénaturation de la BSA. Et donc, ils sont a I’origine des effets

thérapeutiques chez les plantes.
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Conclusion et perspectives

Le screening phytochimique réalisé sur I’extrait méthanolique de fruits de Pistacia
lentiscus a révélé la présence des composés d’intérét biologique notamment les flavonoides et
les polyphénols totaux, ce qui favorise I’inhibition de certains processus liés a I’inflammation
tels que: la production de monoxyde d’azote, I’activité des protéases (trypsine) et la

dénaturation des protéines.

Cet extrait présente une activité inhibitrice sur la production de NO avec des
pourcentages compris entre 27% et 60% a des concentrations différents, ainsi que 1’étude
statistique de ce test a montré qu’il y a pas de différence significative entre 1’activité de notre
extrait hydro-méthanolique et I’activité de la quercétine, considéré comme antioxydant due a

son activité anti-inflammatoire.

Apreés I’évaluation de I’activité anti-inflammatoire de 1’extrait de fruits de Pistacia
lentiscus par différents tests, on conclue que cette plante possede un pouvoir anti-
inflammatoire, ce qui supporte son usage traditionnel pour le soulagement de diverses

affections inflammatoires.

Malgre les résultats significatifs obtenus dans notre étude, il serait souhaitable de
développer cette thématique en mesurant d’autres paramétres du statut anti-inflammatoire

comme le test hémolytique et Tbars et aussi un test d’inhibition de la COX2.

Cette étude doit étre aussi orientée vers la détermination des autres classes de composés
phénolique car I’extraction de ces composés polyphénoliques est une €tape cruciale pour la
valorisation des principes actifs de Pistacia lentiscus, qui préservent leurs propriétés

biologiques.
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Résumé

Pistacia lentiscus, appartenant a la famille des Anacardiacées et qui pousse dans les régions
méditerranéennes, est caractérisée par son usage thérapeutique contre diverses maladies dont celles
liées a I’inflammation.

Notre étude s’est intéressée a 1’évaluation de Dactivit¢ anti-inflammatoire d’extraits hydro-
méthanoliques de fruits de Pistacia lentiscus, in vitro. L’examen phytochimique qualitatif réalisé sur
cet extrait a montré une richesse de cette plante en composés phénoliques tels que les flavonoides et
les polyphénols totaux.

L’activité anti-inflammatoire de 1’extrait méthanolique de fruits de Pistacia lentiscus a été évaluée par
différents tests qui ont montré une inhibition maximale de 60% sur la production de NO, 70% sur
I’activité de la trypsine et 36,37% sur la dénaturation de la BSA. Cet effet anti-inflammatoire pourrait
étre d0 a la richesse de Pistacia lentiscus en composés bioactifs.

Mots clés : Pistacia lentiscus, composés phénoliques, extrait méthanolique, activité anti-
inflammatoire.

Abstract

Pistacia lentiscus belongs to the Anacardiaceae family and grows in the Mediterranean regions, it
characterized by its therapeutic use against various diseases including those related to inflammation.
The aim of our study was to evaluate the anti-inflammatory activity of hydro-methanolic extracts of
Pistacia lentiscus fruits, in vitro. The qualitative phytochemical examination carried out on this extract
showed a rich phenolic compound content of this plant such as flavonoids and total polyphenols.

The anti-inflammatory activity of the methanolic extract of Pistacia lentiscus fruits was evaluated by
different tests which showed a maximum inhibition of 60% on NO production, 70% on trypsin activity
and 36.37% on BSA denaturation. This anti-inflammatory effect could be related to the high bioactive
compounds content of Pistacia lentiscus.

Key words: Pistacia lentiscus, phenolic compounds, methanolic extract, anti-inflammatory activity.
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