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Introduction

Introduction :

Malgré le développement remarquable des conditions de vie durant ces dernieres
années, ’anémie demeure un sujet complexe sur la santé publique qui affecte la performance
humaine, ce qui nécessite des investigations spécialisée pour déterminé les traitements

approprié (Agrwal et al., 1991).

L’hémolyse pathologique se présente le plus souvent comme une anémie, elle se définit
comme 1’élimination ou la destruction exagérée par €clatement des globules rouges. Elle peut
étre héréditaire ou acquise. Ces dernieres ont principalement des causes immunologiques,

infectieuses et méme toxicologique comme 1’effet des radicaux libres (Gurpreet et al., 2004).

L'utilisation des plantes médicinales remonte a I'histoire méme de I'humanité et est
étroitement liée a I'évolution des civilisations a travers le monde. Elles sont universellement
reconnues comme une source primordiale de produits utilisés dans le domaine de la médecine
alternative (Tyler, 1999). Le traitement a base de plantes bénéficie d'une popularité croissante
en raison de sa facilité d'utilisation, de son efficacité éprouvee et de ses bienfaits indéniables
(Nunes et al., 2020).

La comprehension actuelle met en évidence l'importance des composés phénoliques
présents dans les plantes médicinales en tant que principes actifs. Ces composés sont utilisés
de maniére répandue dans le domaine thérapeutique pour leurs propriétés préventives.
Cependant, leur réle majeur réside dans leur capacité antioxydante, essentielle pour combattre

le stress oxydatif (Furusaw, 2005).

Pistacia lentiscus, un arbuste de la famille des Anacardiacees, largement utilisée dans la
médecine traditionnelle par les populations locales (Brahmi et al., 2020). D’un point de vue
phytochimique, elle est caractérisé par la présence de substances phénoliques, qui sont douées

d’activité antioxydante, antibactérienne et anti- inflammatoire (Atmani et al., 2009).

L’objectif de la présente étude est I’évaluation de ’activité anti-hémolytique de I’extrait

des fruits de Pistacia lentiscus, via le test de stabilisation de la membrane des érythrocytes.

Pour ce faire, un test de cytotoxicité a été réalisé dans un premier temps, afin de cibler
les concentrations a utiliser. L’activité anti-hémolytique de I’extrait methanolique des fruits
de Pistacia lentiscus a été évaluée, dans un deuxieme temps, par le test de stabilisation des
membranes des globules rouges, apres induction de I’hémolyse par une solution hypotonique

et un stress thermique et au finale deux tests antioxydants.

1



Etude bibliographique

I. Le Pistachier lentisque (Pistacia lentiscus)

1.1. Généralités

Pistacia lentiscus est une plante décrite pour la premiére fois par le botaniste Linné en 1753
(Zohary et al., 1952), le nom pistacia vient du grec pistaké et lentisque vient du latin lentus,
qui signifie visqueux. Cet arbre est appelé ainsi car il est cultivé pour sa résine aromatique, et
connue aussi par le nom mastic, c’est une plante médicinale appartenant a la famille
Anacardiacée d’origine méditerranéenne (Bouyahya et al., 2019), elle est largement répandue

en Algérie et utilisée surtout par la population rurale (Rodriguez et al., 2013).

1.2. Répartition géographique

Pistacia lentiscus est une plante thermophile qui pousse naturellement dans divers types de
sols, en particulier dans les zones subhumides et semi-arides. Elle préfere les sols siliceux et
montre une préférence pour les environnements pauvres en potassium et en phosphore. On le
trouve généralement dans les régions arides, de la région méditerranéenne, avec une
répartition le long des c6tes et une adaptation a différents habitats en fonction des variations
de rayonnement solaire, de température et de précipitations. En Algérie, il est présent dans
I'étage thermo-méditerranéen, en association avec des espéces telles que le pin d'Alep, le
chéne vert et le chéne-liege, notamment dans le bassin du Soummam (Belfadel, 2009 ; Ait
said, 2011 Djerrou, 2011 ; Maamari--Habibatni, 2014).

® Zones tres riches en Pistacia lentiscus
Zones riches en Pistacia lentiscus

Niser
Figure 1 : Aire de répartition de Pistacia lentiscus en Algérie (Seigue, 1985)

2
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1.3. Systématique et nom commun

Le genre Pistacia se compose de 11 especes d'arbres et d'arbustes (Aouar et Benrokia, 2015).
En Algérie, le genre Pistacia est représenté par quatre espéces, en l’occurrence Pistacia

lentiscus, Pistacia terebinthus, Pistacia vera et Pistacia atlantica (Quezel et Santa, 1962).

Pistacia lentiscus possede plusieurs noms : en berbére, cette plante est appelée selon les
différentes régions, amadhagh, imdhek, imidh mais le plus utilisé est le nom de thidhekt (Ait
Youssef, 2006). En arabe, il est nommé edharw (Bellakhdar, 1997) ou méme oum ennas (Ait
youssef, 2006), en langue anglaise il est appelé cyprus sumac, lentisk (Benoit, 2009) ; en

francais, arbre au mastique, pistachier lentisque, le lentisque (Ait Youssef, 2006).

Selon Guignard (2001) et Spichiger et al. (2004), Pistacia lentiscus se classe comme suit :

Régne : Plante

Embranchement : Spermaphytes
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Sous classe : Apétale

Ordre : Sapindales

Famille : Anacardiacées

Genre : Pistacia

Espéce : Pistacia lentiscus

I.4. Description botanique

Arbuste ou arbrisseau dioique, vivace (Iserin, 2001) et aromatique a croissance lente (Tassin,
2012), peut atteindre de 1 a 3 metres de hauteur (Rameau et al., 2008), dégage une odeur
résineuse tres prononcée, dont 1’écorce est d’un brun rougeatre et devient avec 1’age rugueuse

et écailleuse (figure 2 A) (Mathieu, 1860).

Le lentisque se caractérise par une ramification dense a partir de la base de la plante. 1l

présente des individus males et femelles séparés. 1l posséde un feuillage persistant et produit
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une seve ainsi qu'une résine transparente. Cette résine est utilisée dans la composition de

vernis, de mastic et de colles pour les pansements (Alloune et al., 2012).

1.4.1. Les feuilles : Sont persistantes, composées de plusieurs paires de folioles ovales, au
nombre de 6 a 12. Ces folioles sont coriaces, sans bord denté. Le rachis des feuilles est
caracterisé par des ailes prononcées, et il n'y a pas de foliole terminale. Les feuilles ont une
couleur verte sombre et une texture brillante sur leur face supérieure, tandis qu'elles sont de

couleur pale en dessous (figure 2B) (Annie et Pierre, 2014).

1.4.2. Les fleurs : Se présentent sous forme de grappes denses et allongées, apparaissant a
raison d’une ou deux fleurs a l'aisselle d'une feuille. Leurs tailles n'excedent pas celle d'une
foliole et elles mesurent environ 3 mm de largeur. Les fleurs sont unisexuées et dégagent un
ardme trés aromatique. Elles présentent une couleur rougeatre distinctive (Djerrou, 2011). La

période de floraison s'étend généralement de mars a juin (Annie et Pierre, 2014).

1.4.3. Les fruits : Elles sont des drupes de petite taille d'environ cing millimetres, globuleux
qui renferment un seul noyau a une seule graine contenant une pulpe de bon goit et d’une
odeur embaumee. lls présentent plusieurs couleurs aux différents stades de maturité, en effet
ils sont de co uleur verte, au début, puis se transforment en rouge a mi- maturité et a la

maturité ils sont noiratres (Figure 2C) (Maamari-Habibatni, 2014).

Figure 2 : Photographie originale d’ Arbrisseau de Pistacia lentiscus (A), ainsi que ces Feuilles
(B) et ces fruits (C).
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1.5. Utilisation traditionnelle de Pistacia lentiscus

D'apres Dogan et al. (2003), Pistacia lentiscus est une source significative de composés
actifs. En effet, depuis I'époque de la civilisation grecque, plusieurs parties de cette plante

sont utilisées en médecine traditionnelle.

Les feuilles sont couramment utilisées pour traiter un large éventail de troubles de santé, tels
que l'eczéma, les infections buccales, les lithiases rénales, la jaunisse, les maux de téte,

I’herpés, l'asthme et les problémes respiratoires (Mostafa et al., 2014).

La résine est réputée pour ses propriétés diurétiques, ainsi que pour son utilisation dans le
traitement de I'nypertension, des douleurs gastriques, les troubles intestinaux, le diabéte et les

douleurs abdominales et des calculs rénaux (Dellai et al., 2013 ; Chekchaki et al., 2015).

Les fruits sont utilisées pour les rhumatisme, I’eczéma, la diarrhée et les infections de gorge
(Bozorgi et al., 2013).

1.6. Activités biologiques de Pistacia lentiscus

Plusieurs études ont été apportées sur les propriétés pharmacologiques de Pistacia lentiscus,

citant en titre d’exemple :

e Activités anticancéreuses : La gomme du mastic de Pistacia lentiscus contient des

composés qui inhibent la prolifération et induisent ’apoptose des cellules cancéreuses (Balan

et al., 2007).

e Activités antimicrobiennes et antivirales : Les composés phénoliques de Pistacia
lentiscus sont un moyen de défense contre les micro-organismes. Le nombre de groupement
hydroxyle augmente la toxicité contre les micro-organismes soit par la chélation des ions
métallique, soit par des interactions non spécifiques, telles que 1’établissement des ponts
hydrogenes avec les protéines des parois cellulaires, afin d’inactiver I’adhésion des micro-

organismes (Cowan, 1999 ; Lin et al., 2005).

e Activité Antimutagene : Les polyphénols isolés de Pistacia lentiscus (acide gallique, acide
et digallique et 1, 2, 3, 4, 6-pentagalloylglucose), ont une activité inhibitrice de la

mutageénicité et la génotoxicité (Bozorgi et al., 2013).

e Activité antioxydante : La richesse des différentes parties de Pistacia lentiscus en

polyphénols et en flavonoides lui confére une activité antioxydante et cela par le piégeage
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direct des ERO (Espéces réactives de 1’oxygéne), I'inhibition des enzymes génératrices
d’ERO et I'induction de la biosynthése d’enzymes antioxydantes (Atmani et al., 2009 ;
Bozorgi et al., 2013).

e Activité anti-inflammatoire : La présence de flavonoides dans les différentes parties de la
plante lui confere cette activité anti-inflammatoire, cela par Iinhibition d’importantes
enzymes de régulation. En effet, certains flavonoides sont de puissants inhibiteurs de la
production des prostaglandines, des molécules pro-inflammatoires tres actives. Cet effet serait
di a la réduction du métabolisme de I’acide arachidonique par I’inhibition de la
lipooxygénase, de la cyclooxygénase et de la phospholipase A2 (Manthey, 2000 ; Bozorgi et
al., 2013).

L.7. Principaux métabolites secondaires isolés de I’espéce

En raison de l'utilisation étendue de Pistacia lentiscus dans la médecine traditionnelle, de
nombreuses études phytochimiques ont eéte menées afin de découvrir les principes actifs

présents dans ses différentes parties (Bensaci Hadj Mokhnache, 2015).
1.7.1. Les métabolites secondaires

Les composés phenoliques sont des métabolites secondaires présents chez les plantes. Ces
composes se caractérisent par la présence de groupements hydroxyles sur les noyaux
aromatiques. Parmi ces métabolites, on trouve les acides phénoligques, les flavonoides et les
tannins, qui constituent les principales classes de polyphénols. Ces composés sont regroupés
en fonction des différents substituants présents sur les noyaux aromatiques et de leur degré de
saturation (Ben Amor, 2008).

1.7.2. Classification des composés phénoliques de Pistacia lentiscus

Les composes phénoliques dans les feuilles et fruits de Pistacia lentiscus sont tres divers et
leurs structures sont tres variables. D’abord selon la complexité du squelette de base (allant de
simple C6 a des formes tres polymérisées, ensuite par le degré de modification de ce squelette
(degrés d’oxydation, d’hydroxylation ...), enfin par les liaisons possible de ces molécules de
base avec d’autre molécules (glucides, lipides, protéines ...) peuvent étre regroupés en de

nombreuses classes (Rahou, 2017). (Tableau I).
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Squelette carbonée Classe Structure de base
___.i’:\.:x::\_\—/ OH
Co Phénol simple ==
=~ COOH
T
Co-C1 Acide hyvdroxy-benzoigue ==
ﬂ"‘“’j/’ - COOH
C6-C3 Acide hydroxy-cinnamique ~F
B
O e
Co-C3-Co Flavonoides
Co-C3 Coumarines
(CH-C2)2 Lignanes
. i
C15 Tanins hydrolysables @ibﬂ o
y 3‘. H(). ! -'gol'[
p:;:-ly;u.iuim_— B-2
e
C15 Tanins condensés S S o
U=

Tableau I : Les principales classes des composées phénoliques avec leur structure de base

(Bravo, 1998 ; Freitas1995).
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I1. L’hémolyse
I1.1. Structure, fonction et biosynthese du globule Rouge

Le sang est un liquide essentiel, visqueux et fluide, avec un pH compris entre 7,35 et 7,45. 1l
circule a travers les artéres et les veines, et représente environ 8% du poids corporel humain.
Le volume sanguin varie de 5 a 6 litres chez les hommes et de 4 a 5 litres chez les femmes. 11
est composé de cellules, appelées éléments figurés du sang, qui sont en suspension dans un
liquide extracellulaire appelé plasma. Le plasma représente environ 55% du volume sanguin
total, tandis que les cellules sanguines occupent environ 45% du volume chez les adultes. Les
cellules sanguines peuvent étre divisées en trois catégories distinctes en termes de
morphologie et de fonction : les thrombocytes (plaquettes), les leucocytes (globules blancs) et

les érythrocytes (globules rouges) (Béraud, 2014).

Figure 3 : Globules rouges (Portier et al., 2007)

11.1.1 Structure et fonction des globules rouges

Les globules rouges, également connus sous le nom d'hématies ou d'érythrocytes, sont de
petites cellules sans noyau qui présentent une forme biconcave. lls renferment principalement
de I'némoglobine, un pigment respiratoire essentiel qui assure le transport de l'oxygene des
poumons vers les tissus, ainsi que du dioxyde de carbone (CO2) des tissus vers les poumons.
Ces cellules ont un diameétre d'environ 7 um et une épaisseur de 2 um. Elles se trouvent en
suspension dans le sang a une concentration d'environ 5 millions de cellules par mm3. Leur

nombre constant dans la circulation sanguine est maintenu grace a un équilibre dynamique
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entre leur production dans la moelle osseuse et leur élimination a la fin de leur cycle de vie,

qui dure approximativement 120 jours (Girasole et al., 2012).
11.1.2. Composition de la membrane érythrocytaire

Les globules rouges sont constitués d'une membrane érythrocytaire et d'hémoglobine. La
membrane joue un réle essentiel dans le maintien de l'intégrité du milieu intérieur, qui abrite
les principales enzymes métaboliques. Elle est composée de protéines et de lipides, formant
une structure complexe. Les lipides représentent environ 65 % de phospholipides, 25 % de
cholestérol non estérifié et 10 % de glycolipides. Au sein de la bicouche phospholipidique, se
trouvent des protéines de grande taille, enchevétrées plus ou moins profondément dans les
deux couches lipidiques (Borochov et al., 1977). Le cytosquelette des globules rouges est
constitué de plusieurs protéeines qui forment un réseau de filaments situé sous la membrane
lipidique. Ce réseau comprend notamment la spectrine, I'ankyrine et I'actine. Les protéines du
cytosquelette interagissent avec les protéines intégrales et les lipides de la membrane pour
assurer son intégrité (Lux, 1983). Il existe également trois protéines transmembranaires qui
jouent un role dans la stabilité de la forme des globules rouges en se liant aux protéines
intrinséques du cytosquelette : la protéine 3, la glycophorine A et la glycophorine C (Figure
07).

Giycophorin

Cholesterol

N/

o or |} spectrin

Band 4.1, actin, ankyrin

Figure 4 : Structure de la membrane érythrocytaire (Dodge et al., 1963).
I1.1.3. L’hémoglobine

Une des protéines humaines les plus étudiées, est également un composant essentiel des
globules rouges, représentant 33% de leur poids. Cette molécule est composée de quatre sous-
unités. Chaque sous-unité se compose d'une partie protéique appelée globine et d'une partie
non-protéique appelée protoporphyrine, qui est I'néme illustré dans la figure 08 (Labie et
Elion, 2005).
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Contacts 131 :
Poche de I'héme : Hb instables
Hb M ol B1

affinité anormale <y l )
Hb instables R ;
- / -
Ca TN D% -

Contacts 132 :
affinité anormale

Surface : p2

pas de consequence Cavité centrale :
fonctionnelle fixation du 2,3-DPG
sauf Hb S affinité normale

Figure 05: Représentation de la structure tridimensionnelle de la molécule
d’hémoglobine (Labie et Elion, 2005).

11.2. Hémolyse et anémie hémolytique

L'hémolyse fait référence a lI'ensemble des processus qui conduisent a la destruction des
globules rouges et a leur mort apres environ 120 jours de circulation, avec une production
équivalente par la moelle osseuse. Cela devient pathologique lorsque cette destruction se
produit de maniére précoce (Burnat, 1998). L'anémie hémolytique, quant a elle, est une
anomalie de la membrane des globules rouges qui peut étre observée lors d'un frottis sanguin.
Elle se manifeste le plus souvent par une hemolyse chronique, caractérisée par un taux
d’hemoglobine inférieur a 130 g/l chez les hommes et 120 g/l chez les femmes, ou par un
déficit enzymatique tel que le déficit en glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PD)

(Costello, 2010). On trouve plusieurs types d’anémies hémolytiques par exemple :

e L'anémie hémorragique : Se référe a la perte d'environ 10% du volume sanguin circulant,
ce qui équivaut a environ 500 ml chez un adulte.
e L'anémie auto-immune : Causée par la fixation d'auto-anticorps a la surface des globules

rouges.

11.3. Les anti-hémolytiques

Le traitement des anémies hémolytiques nécessite inévitablement de traiter les causes sous-
jacentes de cette condition. Il existe une variété de traitements en fonction des différentes
causes. Plusieurs médicaments anti-hémolytiques sont disponibles, ayant la capacité de
retarder ou d'inhiber la destruction des globules rouges. Certains traitements courants
comprennent l'administration d'acide folique, de suppléments de fer, de vitamine B, ainsi que

I'utilisation de corticoides tels que le Solupred, le Célétasone, le Huppomedrol, généralement
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sous forme de comprimés. Dans certains cas ou la prise en charge est initiée ou en présence
d'une anémie sévére, des corticoides a des doses plus élevées peuvent étre administrés par

injection intraveineuse (Bachy et al., 2015).

I1.4. Phytothérapie anti-hémolytique

Source Partie Teste utilisé Activité anti - hémolytique Référence
vegetal (Hémolyse induite @
Pandanous Feuille I’ion Ferreux 83,25+ 3.66 % a 3,125 (Thephinlap
odorus pg/ml. et
pandanus al., 2013)
Acalypha indica Feuille H20, 54% pour 20 mg/ml (Kadali et al.,
Acalyphe 2016)
Mentha Feuille H20; IC50=951,4 £36 ug/ml. |(Magalhées et
Longifolia Fruit al., 2009)
Menthe
Piber betel Bétel Feuille H20; 40,6% a 5mg/ml (Chakraborty
et Shah, 2011)
Gymnema Fleur H20; IC50 =140+29,83pug/ml (James et
sylvestre Alewo, 2014)
Gymnéma
Brun Graine AAPH(2,2'- 91,7% a 4mg/ml (Yuanetal.,
Azobis 2- 2005)
amidinopropane
dihydrochloride)

Divers extraits de plantes ont démontré des effets bénéfiques en tant qu'agents anti-
hémolytiques. Le tableau | présente un résumé de certaines plantes ayant montré une activité

anti-hémolytique.
Tableau II : Exemples de plantes médicinales douées d’activités anti-hémolytiques.
I1.5. Stress oxydant et globules rouges

Dans la circulation, les globules rouges sont continuellement exposés aux sources endogenes
et exogénes ERO, qui peuvent endommager la membrane des érythrocytes et détériorer leur
fonction. Pour minimiser 1’effet de ces ERO et le stress oxydatif, les globules rouges sont
dotés d’un systéme antioxydant non enzymatique comme le glutathion et enzymatique tels
que la superoxyde dismutase (SOD), la peroxiredoxine-2, le gluthation peroxidase et la
catalase (Mohanty et al., 2014). ERO et le stress oxydant peuvent modifier les propriétés
chimiques et physiques des membranes cellulaires des érythrocytes en modifiant la

composition, la protection et la distribution de leurs lipides. Ceci aboutit a une altération
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structurale de la membrane cellulaire du globule rouge, ce qui se manifeste par une réduction
de sa fluidité, qui peuvent modifier I’activité des protéines membranaires, augmentant ainsi sa
rigidité (Portier et al., 2007). Les érythrocytes sont particulierement vulnérables, car ces
cellules anucléées ne possedent pas la capacité de réparer leur membrane ni de se régénérer.
Cependant, en comparaison aux autres cellules, 1’érythrocyte présente de grandes activités
d’enzymes antioxydantes les plus importantes. De plus, la plupart de la capacité antioxydante
non enzymatique du sang y est localisée. Les globules rouges se comportent comme des
pieges a radicaux libres circulants et protegent ainsi les autres tissus et organes (Portier et al.,
2007). L’oxydation par la NADPH oxydase est considérée comme la source interne majeure
du superoxyde (O2°) qui est converti en eau oxygénée, moins toxique (H20>), par I'action de
I’enzyme antioxydante, superoxyde dismutase. Par la suite le H>O. produit le radical
hydroxyle toxique (OH") via la réaction de Fenton menant ainsi a la diminution de la rigidité
cellulaire des globules rouges (Bhattacharjee et al., 2016). De plus, la catalase peut réagir
rapidement avec I’eau oxygénée (H20:) supplémentaire dans les globules rouges et le
convertir en oxygene (Mohanty et al., 2014). Au cours de I’hémolyse, 1’hémoglobine
extracellulaire provoque 1I’accumulation des radicaux libres a partir du fer de I’héme par la
production de radicaux hydroxyles via la réaction de Fenton (Haber et Weiss, 1934 ;
Sadrzadeh et al., 1984).

11.5.1 Antioxydants

Un antioxydant peut étre défini comme une substance qui aide a réduire la gravité du
stress oxydatif soit en formant un radical moins actif, soit en désactivant la reaction des ERO
nuisibles sur des substrats et par conséquent, la prévention des différentes maladies. Selon
leurs modes d’actions, les antioxydants peuvent étre classés : en systéemes enzymatiques et

systemes non enzymatiques (Carocho et Ferreira, 2013 ; Godic et al., 2014).

e Antioxydants enzymatiques

Les cellules sont disposées d’un systéme antioxydant enzymatique qui joue un role
important dans l'inactivation des ERO et le contréle du stress oxydatif. Cette ligne de défense
est constituée de superoxyde dismutase (Catalyse la dismutation de 1’anion superoxyde), de
catalase (Métabolise le H2O7) et de glutathion peroxydase (Action réductrice sur H2O; et
assure la transformation des hydroperoxydes organiques, lipidiqgues notamment, de type

ROOH en ROH. De ce fait elles préviennent la formation de radicaux libres organiques a

12



Etude bibliographique

partir des lipides membranaires et contribuent donc a la protection des membranes de la

peroxydation lipidique (Azadmanesh et Borgstahl, 2018).

e Antioxydants non enzymatiques

Contrairement aux enzymes antioxydants, cette seconde ligne de défense comprend des
composés pour la plupart apportés par I’alimentation et dont le role essentiel est de neutraliser
les effets toxiques des ERO, limitant ainsi toute atteinte de 1’intégrité cellulaire. Comme les
vitamines E (a-tocophérol) et les vitamines C (Acide ascorbique) et les polyphénols issus des
végétaux (Kamal-Eldin et Budilarto, 2014 ; Pisoschi et Pop, 2015).

Les polyphénols attirent de plus en plus I’attention des chercheurs et des industriels en
raison de leur importance. En effet, jusqu’a maintenant, on considérait ces molécules comme
intéressantes pour 1’organisme, tant au niveau nutritionnel que pour la santé (Charrouf et al.,

2007).
11.5.2 Mécanisme antioxydant

Les polyphénols sont parmi les divers agents antioxydants dotés de pouvoirs qui les rendent
capable d’éliminer les radicaux libres (Balsundram et al., 2006). L’activité antioxydante des
composes phénoliques est attribuée a leur effet scavenger des radicaux libres, leur pouvoir
chélateur des ions métalliques, leur pouvoir réducteur et leur capacité d’inhiber des enzymes

productrices de radicaux libres (Geckil et al., 2005).

11.5.3. Effet scavenger des composés phénoliques

Les antioxydants scavenger éliminent rapidement les radicaux libres avant que ces derniers
attaquent les molécules biologiques. Les composés phénoliques et les amines phénoliques
agissent principalement comme des antioxydants scavenger des radicaux libres (Rudneva,
2014).

1. Les groupements hydroxyles
Les polyphénols possédent des groupes hydroxyles phénoliques (Ar-OH). lls peuvent donc

fournir des hydrogénes aux radicaux peroxydes L-OO- (trés instable) et les neutraliser. Le

radical ArOe- étant assez stable et moins réactif va briser la chaine :

Ar-OH + L-O0O* — Ar-O- + L-OOH

13



Etude bibliographique

Les composés phénoliques peuvent transférer un hydrogene du noyau phénol a un radical de
haute énergie, comme par exemple les radicaux peroxydes, produits lors de I’auto- oxydation
des lipides (Dangles et al., 2001). Le composé phénolique « radicalaire » résultant est
stabilisé par la délocalisation des électrons sur le cycle benzénique. Cette réaction entraine
donc la conversion d’un radical peroxyde tres réactif en un radical phénoxyde moins réactif.
Cette capacité antioxydante (capture des ERO) est encore accrue, pour les composés
phénoliques possédant deux groupes hydroxyles. Ces groupements sont, par ailleurs, de bons
donneurs d’hydrogénes pour la formation de liaisons hydrogenes (Bors et al., 1990).

2. La O-méthylation et la glycosylation

La substitution des groupements hydroxyles du noyau B par des groupements O-méthyle
supprime 1’activité antioxydant et la glycosylation des flavonoides diminue leur activité

(Heim et al., 2002 ; Cai et al., 2006).

3. Ladouble liaison entre C2-C3 et la fonction 4—oxo
Des études ont indiqué que la double liaison C2-C3 et la fonction 4-oxo sont nécessaires pour
I'activité inhibitrice des flavonoides. La présence du groupe 3-OH en combinaison avec la

double liaison C2-C3 a un effet positif sur ’activité (Heim et al., 2006).

4. Chélation des métaux de transition

Le pouvoir antioxydant des composés phénoliques peut s’exercer par la complexation des
métaux de transition (exemple : le cuivre et le fer). En effet, ces derniers accélérent la
formation des ERO. Pour les flavonoides, les deux points d’attachements des ions de
transition sont le groupe O-diphénolique dans la position 3°, 4* di hydroxy du cycle B (Figure
09 a), et entre la fonction 4 cétone et I’hydroxyle 3 (Figure 09 b) ou la fonction cétone et
I’hydroxyle 5 du cycle A (Figure 09 c¢) (Laguerre et al., 2007).

Figure 06 : La complexation métallique par les flavonoides (Laguerre et al., 2007).
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11.5.4. Inhibition enzymatique

Les flavonoides sont connus par leur pouvoir d’inhibition d’enzyme, en particulier, les
oxydo-réductases qui font intervenir au cours de leur cycle catalytique des espéeces
radicalaires  (lipoxygénase, cyclo-oxygénase, = monoxygénase, Xanthine  oxydase,
phospholipase A2 et protéine kinase) (Ghedira, 2005).
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Chapitre | : Matériel et méthodes

Le matériel veégétal est composé des extraits de fruits de Pistacia lentiscus. Le choix de
cette plante n’était pas arbitraire mais basé sur 'utilisation de cette plante en médecine

traditionnelle pour le traitement des maladies causées par le stress oxydatif.

I. Matériel :
I.1. Matériel végétal

I.1.1. Zone d’étude et période de récolte

Le choix de la plante, Pistacia lentiscus, comme sujet d’étude dans le présent travail a
été guidé non seulement par les nombreuses utilisations traditionnelles qui en sont
répertoriées, mais aussi par le fait qu’il s’agit d’une plante trés abondante localement et tres
étudiée en Algérie. Sur cette base, nous avons utilisé I’extrait methanolique des fruits. La
sélection des fruits a été basée sur des arbustes a pigmentation noire des baies, évitant la
pigmentation verte et rouge. Cette collecte s’est faite le mois de novembre 2022, au niveau du
village Tizi N’ftah situé a Amizour, dans la wilaya de Bejaia. Cette zone est caractérisée par

un climat méditerranéen avec un sous-type subhumide.

Boukhelifa
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ZppBatachas o s AWILAYA DE BEJAIA

Figure 07 : Localisation géographique de la zone de récole des fruits de Pistacia lentiscus L.
1.1.2. Préparation du matériel végétal

¢ Séchage et broyage
Les fruits de Pistacia lentiscus fraichement récoltés ; ont été séchés a I’air libre et a
I’obscurité pendant 2 a 3 semaines dans une piéce aérée. Ils ont été broyés a I’aide d’un

moulin a café pour les transformer en une pate.

La pate obtenue a été ensuite conservée hermétiqguement dans des récipients en verre

fermés et stockés au frais a ’abri de la lumiére pour des utilisations ultérieures.
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(B)

Figure 08 : Photographie original des Fruits noirs de Pistacia lentiscus (A) : Fruits séchés ; (B) :

Fruits broyés.

1. Méthodes

I1.1. Préparation de I’extrait des fruits de Pistacia lentiscus

Le but de cette extraction est d’éliminer le maximum des huiles contenues dans les
graines pistachier, afin d’utiliser les tourteaux delipidés pour I’extraction des métabolites

secondaires.
11.1.1. Délipidation par soxhlet

L’extraction par soxhlet a été réalisée, pour cela 60 g de la pate des fruits de P.
lentiscus est introduite dans des cartouches en cellulose ; avant de placer cette derniere au
niveau de I’extracteur de I’appareil. Un volume de 250 ml d’hexane a été mis dans un ballon
a fond rond puis placé sur la plaque chauffante du soxhlet a une température de 40-50C,
jusqu’a I’épuisement de la coloration caractéristique de [’extrait. Une fois I'extraction
terminée, le ballon a fond rond et la cartouche en cellulose ont été retirés et placés sous
rotavapeur et hotte respectivement pour 1’évaporation du solvant. L’extrait ’huileux a été
conservé dans des flacons en verre ambré a -20°C jusqu'a utilisation. Par contre la poudre

dilapidée par I’hexane a été utilisée pour I’extraction des polyphénols.
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Figure 10 : Extraction de I’huile végétale de Pistacia lentiscus par 1’appareil de Soxhlet (photo

originale)
11.1.2. Préparation de I’extrait méthanolique

100 g de poudre delipidés de Pistacia lentiscus ont été soumises a une extraction par
maceration et sonication. Elle est mélangée a 500 ml du méthanol 80% (V/V) dans un rapport
de solide/liquide de (1/5; P/V). Le mélange a été placé sur un agitateur magnétique a
température ambiante pour favoriser I'extraction des composés phénoliques (Aissat et al.,
2022). Ensuite, le mélange a été soumis a une sonication de 30 minutes a l'aide d'un

sonicateur afin de renforcer I'extraction des composés phénoliques. La méthode d'extraction a
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été répétée cing fois jusqu'a épuisement de la poudre. L'extrait obtenu a été ensuite filtré et le
solvant a été eliminé par évaporation a 1’aide d’un rota vapeur. Les extraits ont été séchés a
37°C dans une étuve, puis placés dans des boites de pétries en verre et conservés au

réfrigérateur 4 °C jusqu'a ce qu'ils soient utilisés.

Le rendement d'extraction a été calculé en utilisant la méthode de Stanojevic et al.
(2009), qui consiste a diviser le poids de I'extrait obtenu aprés évaporation du solvant (g) par

le poids de I'échantillon initial en poudre (g). Il est exprimé en pourcentage selon la formule

suivante :
Pf
Rendement d’extraction = o x 100
Ou : Pf: Poids de I’extrait sec (g) P° : Poids de la poudre du fruit initial (g)

Figure 11 : Etapes de la préparation de 1’extrait méthanolique .
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11.2. Dosage des composés phénoliques

La quantité totale des composés phénoliques présente dans les extraits a été évaluée en
utilisant la méthode de Folin-Ciocalteu, comme décrit précédemment par Mocan et al.,
(2016). En résumé, 100 pl du reactif de Folin-Ciocalteu (1:10 avec de I'eau distillée) ont été
mélangés avec 20 pl de chaque échantillon dans une plaque de culture a 96 puits, puis
incubés a température ambiante. Aprés 3 minutes, une solution 80 pl de carbonate de sodium
(7,5% P/V) a été ajoutée aux puits, suivie d'une nouvelle incubation. Apres 30 minutes,
I'absorbance du mélange a été mesurée a une longueur d'onde de 760 nm a l'aide d'un lecteur

de microplaques.

Afin de déterminer la teneur des extraits en phénols totaux, une courbe d’étalonnage a
¢été réalisée en utilisant I’acide gallique comme référence et les concentrations en phénols
totaux sont exprimées en milligrammes équivalent d'acide gallique par gramme d’extrait (mg
EAG/g d’extrait)

11.3. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides est réalisé en appliquant la méthode du chlorure
d’aluminium (AICI3) selon le protocole de Maksimovi¢ et al., (2005). En résumé, 100 pl de
I'échantillon ont éte ajoutés a 100 pl d'une solution aqueuse d'AICI; a 2% dans une plaque a
96 puits. Apres une incubation de 15 minutes dans un endroit sombre a température ambiante,
I'absorbance a été mesurée a 430 nm a laide d'un lecteur de microplaques. Une courbe
d’étalonnage a été réalisée avec la querceétine, les teneurs en flavonoides ont été exprimées en

mg équivalent quercétine par gramme d’extrait (mg eq EQ/g d’extrait).
11.4. Echantillons de sang humain

Des échantillons de sang frais (environ 6 ml) ont été récupérés dans des tubes
héparinés, au sein du laboratoire Central de Biologie au CHU Khalil Amrane de Bejaia, ou la
prise de sang a été effectuée, sur des volontaires (20-45 ans) n’ayant pas pris de médicaments

anti-inflammatoires, durant les deux derniéres semaines avant le prélevement.
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I1.5. Evaluation de Pactivité anti-hémolytique, in vitro, de I’extrait des fruits de Pistacia

lentiscus :
11.5.1. Préparation de la suspension des globules rouges humains

Les échantillons de sang récupérés ont été centrifugés a 3000 rpm, pendant 10 min. Le
surnageant est, par la suite, éliminé et le culot de globules rouges a été lavé trois fois avec de
I’eau physiologique, jusqu’a I’obtention d’un surnageant clair, en centrifugeant a chaque fois
a la vitesse 3000 rpm, pendant 5 min. Le volume de globules rouges a été mesuré afin de
préparer une suspension de 10 % (v/v) de globules rouges humains, avec de I’eau

physiologique.

11.5.2. Evaluation de la cytotoxicité des extraits methanolique du fruit de Pistacia

lentiscus vis-a-vis des globules rouges

Avant d’entreprendre le test de I’activité anti-hémolytique de 1’extrait des fruits
Pistacia lentiscus, un test de cytotoxicité est nécessaire, afin de cibler les concentrations a
utiliser. En effet, 1,6 ml de différentes concentrations de 1’extrait a tester (2; 1; 0,5; 0,25;
0,125 ;0,06 ; 0,03 ; 0,01 mg/ml) ainsi que I’acide gallique, pris comme molécule de référence
de composés phénoliques, ont été mélangees avec 0,4 ml de la suspension de globules rouges
a10 %.

Le mélange a été incubé a 37 °C pendant 30 min, puis centrifugé a 3000 rpm pendant
10 min. L’absorbance du surnageant a ¢été effectuée a 560 nm, a l'aide d’un

spectrophotometre.

Dans les mémes conditions et les mémes démarches expérimentales, un contrdle
incluant 0,4 ml de la suspension de globules rouges et 1,6 ml d’eau physiologique(Controle -)
ou de I’eau distillé (Contrdle +), a la place de I’extrait, a été préparé pour vérifier 1’état des

globules rouges ou le 100 % d’hémolyse. (Shobana et Vidhya, 2016).

Le pourcentage d’hémolyse est calculé comme suit :

At
% d’hémolyse 1 x 100

At : Absorbance de I’échantillon (test)
Ac : Absorbance de control (100 % d’hémolyse)
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11.5.3. Induction du stress par le chlorure de sodium
e Mode opératoire

Afin de determiner la concentration de NaCl nécessaire pour induire la lyse des
globules rouges, une procédure expérimentale a été suivie. Une suspension érythrocytaire de
100 pl (10%) a été mélangée a 5 ml de solutions de NaCl a différentes concentrations allant
de 0,3; 0,5 et 0,7. Ainsi qu'a un témoin négatif contenant une solution isotonique de NaCl a
0,9% et un témoin positif contenant de I'eau distillée. Aprés une incubation de 30 minutes a
température ambiante, le mélange a été soumis a une centrifugation de 30 minutes a une
vitesse de 3000 tours par minute. Ensuite, 200 pl du surnageant ont été mis dans une
microplaque et la lecture d’absorbance est faite & 540 nm, a ’aide d’un lecteur microplaque
(Louerrad et al., 2016).

Cette méthode expérimentale permet de déterminer la concentration de NaCl requise

pour provoquer la lyse des globules rouges en observant les variations de densité optique.

100 uL de
globules rouges

Témon postif : 5ml de NACI a
Eau distilée différentes

concentration

Témoin négatif :
NaCl 0,9 %

Incubation pendant 30 minutes
a T° ambiante

Lecture & 540 nm Centrifugation pendant 30
minutes

Figure 12: Procédure pour déterminer la concentration de NaCl nécessaire pour induire la

lyse des globules rouges
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11.5.4. Evaluation de Peffet de I’extrait de Pistacia lentiscus sur la stabilisation de la

membrane des globules rouges

Cette technique repose sur la capacité de I’extrait a prévenir la destruction des globules

rouges et la libération d'hémoglobine.

11.5.4.1. Mesure de P’effet anti-hémolytique de I’extrait de Pistacia lentiscus induite par

un stress osmotique

Le test se base sur I’effet de I’extrait de la plante étudiée sur la stabilisation des
érythrocytes, apres induction de I’hémolyse par une solution hypotonique, selon le protocole
de Ganesh Gadamsetty et al. (2013). Dans des tubes a hémolyse, 0,5 ml de différentes
concentrations de I’extrait méthanolique des fruits de Pistacia lentiscus (2; 1; 0,5; 0,25;
0,125 ; 0,06 ; 0,03 ; 0,01 mg/ml) dissoutes dans de 1’eau physiologique (pH 7.4 ; NaCl 0.9
%), 1,5 ml d’eau physiologique (NaCl, 0,9%) et 2 ml de la solution hyposaline (NaCl a 0,35
%) ont été mélanges et incubes, a 37 °C pendant 30 min. Par la suite, un volume de 0,5 ml de
la suspension des érythrocytes (10 %) a été rajouté pour chague tube, enchainé d’une
incubation a 37 °C pendant 30 min. Ensuite les tubes ont éte centrifugés, a 3000 rpm pendant
5 min ; 200 pl du surnageant ont éte mis dans une microplaque et la lecture d’absorbance est

faite a 560 nm, a 1’aide d’un lecteur microplaque.

L’acide gallique est utilisé comme molécule de référence, avec les mémes

concentrations que I’extrait.

Le pourcentage d’hémolyse a été calculé selon I’équation suivante :

% D'inhibition de l'"hémolyse = [(Ac — At)/Ac] x 100

Ac : absorbance de control

At : absorbance de 1’échantillon (test)
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500 L du tampon 1ml de la solution 250 UL de Dextrait
phosphate hypotonique (Nacl 0,3%) méthanolique

250 pL De la solution
érythrocytaire10% |—mM8Mm 5

Incubation a 37° pendant 30min
4 v N\
Centrifugation a 3000 rpm pendant 5min

!

[ Lecture d’absorbance a 560 nm ]

Figure 13 : Schéma récapitulatif du protocole du test anti hémolytique induit par

hypotonicité

11.5.4.2. Mesure de I’effet anti-hémolytique de I’extrait de Pistacia lentiscus induite par

un stress thermique

L’évaluation de I’activité protectrice de 1’extrait methanolique de Pistacia lentiscus vis-
a-vis de ’hémolyse induite par un stress thermique est réalisée in vitro par la méthode décrite
par Sakat et al. (2010). 1ml d'extrait a différentes concentrations (2 ; 1; 0,5; 0,25; 0,125 ;
0,06 ; 0,03; 0,01 mg/ml) dissoutes dans de I’eau physiologique (pH 7.4 ; NaCl 0.9 %) est

mélangé avec 1 ml de la suspension des globules rouges (10%). Le mélange réactionnel est
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incubé dans un bain-marie & 56°C pendant 30 minutes. Apres incubation, les tubes sont
immédiatement refroidis a I'eau froide, puis centrifugés pendant 10 minutes a 4°C et
l'absorbance du surnageant est estimée a 540 nm avec un lecteur microplaque. La
détermination du pourcentage de protection s’est faite en utilisant 1’acide gallique comme
anti-hémolytique de référence. L’évaluation de I’activité anti-hémolytique de 1’acide gallique
a été effectuée dans les mémes conditions opératoires que celles utilisées pour I’échantillon
de plante. Parallélement, un control positif a été réalisé en remplagant I’eau physiologique par
1 ml d’eau distillée provoquant ainsi une hémolyse totale (100 %). Le pourcentage inhibition

de ’hémolyse induite par la chaleur est calculé en utilisant I’équation suivante :

Inhibition de I’hémolyse (%) = (Dol - Do2/Dol) x 100

Dol= Densité optique de la contrble positive

Do2 = Densité optique de la solution test (extrait)

11.6. Activité antioxydante des différents extraits de Pistacia lentiscus
11.6.1. Activité scavenging du radical DPPH

Principe

Le 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle, également connu sous le nom de DPPH, est un
radical libre violet stable en solution, présentant une absorbance caractéristique entre 512 et
517 nm. Lorsqu'il est réduit par un composé ayant des propriétés anti-radicalaires, il se
transforme en diphényle picryl hydrazine de couleur jaune, ce qui entraine la disparition
rapide de sa couleur violette. L'intensité de cette couleur jaune est directement liée a la
capacité des antioxydants présents dans le milieu. Pour mesurer cette réduction, la
spectrométrie UV-Visible est utilisée en suivant la diminution de l'absorbance a 517 nm
(Hara et al., 2018).

SPY pPg
— N g =+ Antioxvdant-OH Q\NQ + Antioxvdant-O*
NH

e !
ON \_A',NO: ON = NO,
2 <

DPPH (violct) DPPHH (jaunc)

=

Figure 14 : Réduction du 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle en diphényle picryl hydrazin.
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e Protocole

La méthode DPPH a été réalisée selon le protocole décrit par Ambarwati et al. (2018).
Pour cela, 180 pl d'une solution de DPPH a 150 mM dans du méthanol ont été ajoutés a 20 pl
de la solution d'échantillon ou de la solution standard préalablement dissoutes dans du
méthanol a différentes concentrations (200, 100, 50, 25 pg/ml). Ce mélange a été agité
pendant une minute dans une microplaque a 96 puits. Ensuite, les mélanges ont été incubés a

I'abri de la lumiére pendant 30 minutes a température ambiante.

L'absorbance a été mesurée a l'aide d'un lecteur de microplaques a une longueur d'onde de
517 nm.

L'activité de capture du radical DPPH a été mesurée a l'aide de I'équation suivante :

% DPPH :Aji x 100%

c

Ac = Absorbance du contrble
At = Absorbance de I’échantillon.

11.6.2. Activité scavenging du radical ABTS
Principe
Le test de piégeage du radical ABTS est largement utiliseé pour quantifier la
concentration de radicaux libres. 1l repose sur la neutralisation d'un radical-cation généré par
l'oxydation du chromophore synthétique appelé acide 2,2'-azino-bis-(3-éthylbenzothiazoline-
6-sulfonique) (ABTSe) (Figure 20). Cette réaction est surveillée par spectrophotométrie en

mesurant les changements dans le spectre d'absorption (Re et al., 1999).

Figure 15 : L’acide 2,2'- azino-bis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) (ABTSe).
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e Préparation de la solution d’ABTS

Une solution d'’ABTS a été préparée en dissolvant de I'ABTS dans de l'eau a une
concentration de 7 mM. Pour générer le cation radical ABTSe+, la solution d'ABTS a été
mélangée avec du persulfate de potassium a une concentration finale de 2,45 mM. Le
mélange a ensuite été laissé réagir dans I'obscurité a température ambiante pendant une durée
allant de 12 a 16 heures. Cependant, en raison du rapport steechiométrique de 1: 0,5 entre
I'ABTS et le persulfate de potassium, I'oxydation de I'ABTS était incompléte. Il a fallu plus
de 6 heures pour que l'absorbance atteigne son maximum et se stabilise. Le radical ABTS++
ainsi formé était stable dans cette forme pendant plus de deux jours lorsqu'il était conservé

dans l'obscurité a température ambiante.
e Protocole

La méthode ABTS décrite par Roberta et al., (1998), a éte utilisée pour réaliser ce test.
Pour cela, 180 pl de solution d’ABTS préparée ont été ajoutés a 20 pl de la solution d'extrait
methanolique de Pistacia lentiscus ou de la solution standard (Acide gallique) dans une
solution de NaCl a 0,9%. Differentes concentrations de I'extrait (200, 100, 50, 25 pg/ml) ainsi
que de I’acide gallique (100, 50, 25, 12,5 pug/ml) ont été testées dans une microplaque a 96
puits, agitée pendant une minute. Les mélanges ont ensuite été incubés a l'abri de la lumiere
pendant 5 minutes a tempeérature ambiante. L'absorbance a été mesurée a l'aide d'un lecteur de

microplaques a une longueur d'onde de 734 nm.
I1.7. Traitement statistique des résultats

Les résultats in vitro ont été présentés sous forme de moyenne + 1’écart type (SD) et
moyenne + SEM respectivement. Pour I'évaluation statistique, une analyse de la variance a
sens unique (ANOVA) a été effectuée, suivie du test t de Dunnett's et tukey pour des
comparaisons multiples des données non appariées. La signification statistique est exprimée
comme ****p<0,0001 ; *** p <0,001 ; ** p < 0,01 ; * p < 0,05; ns: non significatif. Les
concentrations inhibitrices 50% (1C50) ont été calculées en utilisant le logiciel GraphPad
Prism 9.1.0
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Dans cette étude 1’effet anti-hémolytique in vitro des fruits de Pistacia lentiscus a été
testé dans le but de valider ’utilisation de ces derniers en médecine traditionnelle. Pour cela,
I’extraction est une méthode préliminaire trés importante. Le solvant d’extraction est le
parameétre qui conditionne le type d’éléments qui vont étre extraits. Si le solvant est polaire
(comme I’eau), il va extraire les éléments hydrophiles comme : les sels minéraux, les
composé€s ioniques, les composés organiques polaires et les polyphénols. A I'inverse, s’il est

apolaire, il va extraire les éléments hydrophobes.

I11.1. Teneur en composés phénoliques de I’extrait méthanolique

La quantification des phénols totaux a eté effectuee a l'aide de la méthode
spectrophotométrique du Folin-Ciocalteu. La teneur en composés phénoliques des extraits a
été calculée en utilisant une courbe d'étalonnage d'acide gallique et une équation de
régression lineéaire (Annexe 1) Les résultats ont été exprimés en milligrammes d'équivalent
d'acide gallique par gramme d'extrait (mg EAG/g extrait). Quant au dosage des flavonoides, il
a été réalisé a l'aide du chlorure d'aluminium (AICl3) par une méthode colorimétrique. Les
résultats ont été exprimés en milligrammes d'équivalent de quercétine par gramme d'extrait
brut (mg EQ/g extrait) en utilisant une équation de régression linéaire basée sur une courbe

d'étalonnage de la quercétine. (Annexe 2)

Phénols totaux Flavonoides
Rendement | (mg Eq AG/g Extrait) (mg Eq Q /g Extrait)

Extrait 42,22 % 324,91+6,02 11,0640,42
methanolique

Eq : Equivalent, AG : Acide Gallique, Q : Quercétine. Les valeurs sont exprimées Moyenne + SD,
(n=3).
Tableau I11 : Rendement, teneurs en phénols totaux et flavonoides dans I’extrait méthanolique

des fruits de Pistacia lentiscus.

L'étape d'extraction des composés phénoliques a partir du matériel végetal revét une
importance cruciale pour la valorisation de ces principes actifs, et cela dépend du choix
adéquat du solvant et de la méthode d'extraction qui préservent leurs propriétés biologiques
(Mahmoudi et al., 2013). La structure chimique des composés, la taille des particules de
I'échantillon, la durée d'extraction, les conditions de stockage et la présence d'interférents
peuvent également influencer le processus d'extraction (Naczka et Shahidi, 2004).
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Les résultats illustrés dans le Tableau 2, nous révélent une forte teneur en composés
phenoliques avec 324,91+6,02 mg Eq AG /g d'extrait pour le fruit de Pistacia lentiscus. Ce
résultat est plus élevé que ceux trouvé chez une autre espéce du genre Pistacia ayant donné
40,27 mg Eq AT/g d’extrait (Li et al., 2008).

Aussi en comparaison avec d'autres études menées sur la méme plante, la teneur en
composés phénoliques que nous avons mesurée est plus élevée que celle rapportée par
Benhammou (2006) et Arab et al. (2014), qui ont démontré que le taux de phénols totaux
dans l'extrait brut de Pistacia lentiscus peut atteindre jusqu'a 65,5 mg EAG/g d'extrait sec.

Toutefois, il est important de noter que le réactif de Folin-Ciocalteu utilisé dans le
dosage colorimétrique présente une specificité limitée. 1l est extrémement sensible non
seulement a la réduction des groupes hydroxyles des composés phénoliques, mais aussi a
certains sucres et protéines, ce qui pourrait expliquer les différences significatives observées
entre les extraits des différentes parties de la plante (Vuorela et al., 2005).

La méthode de chlorure d’aluminium est la plus utilisée pour le dosage des flavonoides.

L’incubation de I’extrait en présence du chlorure d’aluminium montre une coloration
jaunatre dont I’intensité varie en fonction de la concentration de 1’extrait en flavonoides.
L’extrait methanolique a montré une concentration de 11,06 £0,42 Eq Q/g extrait. Ce résultat
est comparable a ceux obtenus par Luximon-Ramma et ses collaborateurs (2005) (6,02+3
mg Eq quercetine/g extrait), suggérant ainsi la richesse de cette extrait en flavonoides.

Selon les résultats de Zitouni et al. (2016), les extraits methanoliques des feuilles, des
tiges, des fruits et des racines de Pistacia lentiscus présentaient respectivement une teneur en
phénols totaux de 216 + 20,6 mg GAE/g MS, 121 + 3,3 mg GAE/g MS, 103 + 2,3 mg GAE/g
MS et 30 + 1,2 mg GAE/g MS. Les flavonoides totaux étaient quant a eux de 19 + 0,4 mg
CE/g MS, 16 £ 0,7 mg CE/g MS, 4 = 0,3 mg CE/g MS et 4 + 0,1 mg CE/g MS pour les
mémes organes, respectivement.

Quant a I'extrait méethanolique des fruits de Pistacia lentiscus, il a montré une teneur en
phenols totaux de 93,53 + 1,68 mg GAE/g extrait et une teneur en flavonoides totaux de 9,2 £
1,19 mg CE/g extrait (Azib et al., 2019) ; ces valeurs sont plus faibles que celles de notre
extrait methanolique, et presque similaire de I'extrait méthanolique rapportées par Hemma et
al. (2018), qui indiguent une teneur en phénols totaux de 318,99 + 1,02 mg GAE/g d'extrait et
une teneur en flavonoides totaux de 30 + 0,04 mg QE/g d'extrait.

Les variations des teneurs en polyphénols entre les différentes parties de la plante

peuvent s'expliquer par une distribution inégale de ces composés. De plus, les conditions
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d'extraction, les méthodes de conservation et I'exposition des extraits des différentes parties
de la plante a la lumiere peuvent également influencer la concentration en polyphénols (Li et
al., 2006).

111.2. Evaluation de la cytotoxicité des extraits de fruits de Pistacia lentiscus

vis-a-vis des globules rouges

Les résultats du test de cytotoxicité présentant 1’évolution des pourcentages d’hémolyse
des globules rouges, en fonction des concentrations de 1’acide gallique et des extraits
méthanoliques des fruits de Pistacia lentiscus, sont illustrés dans les Figures 21 et 22
Le taux d’hémolyse a été évalué pour chaque concentration, en mesurant 1’absorbance de
I’hémoglobine échappée des (GRH), en comparaison au contrble positive (solution de GR
dans eau distillée).
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Figure 16: Effet de I’acide gallique sur I’hémolyse des globules rouges en fonction des
concentrations. Les valeurs sont représentées sous forme de moyenne £ SEM (n=4).
*#%*%P<0,0001 comparé au contrdle positif (préparé avec de I’eau distillée, présente le taux
d’hémolyse a 100%). One-way ANOVA, suivie par le test t de Dunnett's a été utilisé pour
I’analyse statistique.
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Figure 17 : Effet de I’extrait methanolique des fruits de Pistacia lentiscus sur I’hémolyse des
globules rouges en fonction des concentrations. Les valeurs sont représentées sous forme de
moyenne + SEM (n=4). ****P<(0,0001 comparé¢ au controle positif (préparé avec de I’eau
distillée, présente le taux d’hémolyse a 100%). One-way ANOVA, suivie par le test t de
Dunnett's a été utilisé pour 1’analyse statistique.

Ces résultats révélent que le traitement des globules rouges par I’acide gallique
provoque une augmentation tres hautement significative du taux d’hémolyse, en fonction des

concentrations. Cette molécule de référence présente un effet hémolytique significatif a
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partir de 0.03 mg/ml avec un pourcentage d’hémolyse de 11,24 %. L’effet hémolytique
maximum est aux alentours de 47,27 % a une concentration de 2mg/ml, qui reste inférieur

comparativement a I’hémolyse totale, induite par 1’eau distillée.

L'effet de I'extrait methanolique de P. lentiscus sur les hématies a été évalué jusqu'a une
concentration maximale de 2 mg/ml pour déterminer sa cytotoxicité.

D'apres la Figure 22, il est évident que la présence des hématies en contact avec les
différentes concentrations de I'extrait méthanolique ne provoque qu'une hémolyse modérée,
compareé a acide gallique. Les pourcentages d’hémolyse obtenus montre des différences tres
hautement significative (P<0.0001) entre les différentes concentrations de 1’extrait
methanolique de Pistacia lentiscus et le controle+. En effet, ’extrait des fruits exhibe un taux
d’hémolyse de 4,38 % a 0,03 mg/ml pour atteindre 1’hémolyse maximale (33,32 %) a 2
mg/ml.

I11.3. Evaluation de I’effet des extraits methanolique des fruits de Pistacia lentiscus sur

la stabilisation de la membrane des globules rouges

Afin d’évaluer I’effet anti-hémolytique des extraits methanolique des fruits Pistacia
lentiscus, un test de stabilisation membranaire de globules rouges humains a été réalisé. Deux
tests ont été sélectionnés, le premier qui consiste a incuber une suspension de globules rouges
humains, traitée avec une solution hypotonique, et le deuxieme qui consiste a les incuber a

une température élevée, avec les extraits ou la molécule de références 1’acide gallique.
111.3.1. Activité anti-hémolyse hypotonique

Les résultats de I'expérience d'hémolyse in vitro effectuée sur les globules rouges
humains par les différentes concentrations de NaCl (Figure 23) indiquent que le niveau
maximum d'hémolyse a été observé dans une concentration de 0,3 %, avec un pourcentage de
94,37+ 6,68%.
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Figure 18 : Taux d’hémolyse induite par différentes concentrations du NacCl.

La concentration de NaCl influence le taux d'hémolyse des globules rouges, avec une
activité héemolytique maximale observée dans un milieu hypotonique a 3 mg/ml. En revanche,
dans un milieu isotonique, a partir d'une concentration de 5 mg/ml, le taux d’hémolyse
diminue jusqu'a atteindre un minimum a une concentration de 7 mg/ml. Lorsqu'un
érythrocyte est exposé a un milieu hypotonique, I'eau pénetre dans la cellule, provoquant
progressivement une déformation des érythrocytes. Au-dela d'un certain seuil, la membrane

se rompt, entrainant la libération de I'némoglobine intracellulaire dans le milieu environnant

(hémolyse) (Barascud et al., 1998).

Les taux de protection des cellules érythrocytaires par I'extrait méthanolique contre
I'némolyse ont été évalués en utilisant la densité optique (DO) pour mesurer la libération
d’hémoglobine dans le surnageant. La figure 24 présente les pourcentages d'inhibition de

I'némolyse induite par un stress hypotonique en fonction des différentes concentrations de

I’extrait methanolique.
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Figure 19 : Effet de I’extrait éthanolique des fruits de Pistacia lentiscus et de I’acide gallique
sur I’inhibition de I’hémolyse des globules rouges, induit par hypotonie, en fonction des
concentrations. Les valeurs sont représentées sous forme de moyenne £ SEM (n=4). ns : Non
significatif, *P<0,05 ****P<0,0001 (comparaison de chaque concentration a la précédente)
présente la différence significative entre les pourcentages de protection. One-Way ANOVA,
suivie par le test de comparaison multiple Tuckey a été utilis€ pour I’analyse statistique.

Par ailleurs, 1’effet protecteur de 1’extrait methanolique des fruits de Pistacia lentiscus,
contre 1’hémolyse des globules rouges, provoqué par hypotonie, est significatif a la
concentration de 0,03 mg/m (59,47 %) et atteint un pourcentage maximum de 95,53 % a une
concentration de 2 mg/ml (Figure 24) avec une IC50 = 11,2 + 0,03 ug/ml.

En comparaison, l'acide gallique utilisé comme référence, il montre une différence non

significatif entre toutes les concentration et une augmentation similaire du taux d’inhibition
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d’hémolyse, avec des valeurs allant de 62,29 + 0,35 % a 0,03 mg/ml et 97,84 + 0,64 % a 2
mg/ml, avec une IC50 =8,6 + 0,002 pg/ml.

On constate clairement que 1’extrait methanolique des fruits et ’acide gallique présentent des
effets inhibiteurs d’hémolyse des globules rouges, presque semblables aux différentes

concentrations utilisées.

111.3.2. Activité anti-hémolyse induite par le stress thermique

L’étude de I’activité anti-hémolytique in vitro a été réalisée selon la méthode de stabilisation
de la membrane des globules rouges humains. L’évaluation de la stabilité membranaire
induite par un stress thermique a été déterminée par la mesure de la libération d’hémoglobine
a 560 nm pour chaque concentration d’extrait methanolique. Les résultats obtenus sont

présenté selon les graphes suivant :

100 — ns

Pourcentage d'inhibition

0.03 0.06 0.125 0.250 0.500 1 2
Concentration en (mg/ml)

Figure 20: Effet de I’extrait éthanolique des fruits de Pistacia lentiscus sur I’inhibition de
I’hémolyse des globules rouges, induit par un stress thermique, en fonction des
concentrations. Les valeurs sont représentées sous forme de moyenne £ SEM (n=4). ns : Non
significatif ; **P<0,001 (comparaison de chaque concentration a la précédente) présente la
différence significative entre les pourcentages de protection. One-Way ANOVA, suivie par le
test de comparaison multiple Tuckey a été utilisé pour 1’analyse statistique.

L’analyse statistique des résultats de I’activité hémolytique induite par la chaleur a 56
°C, montre une différence non significative entre les différentes de I’extrait methanolique des
fruits de Pistacia lentiscus. Les résultats déduit que le pourcentage d’inhibition de I’hémolyse
augmente en fonction des différentes concentrations de 1’extrait. En effet a la concentration
0,03 mg/ml le taux d’inhibition d’hémolyse est de (52,56 £5.77%) pour atteindre un taux
maximal de (88,93 +1.16%) a la concentration 2 mg/ml, avec un IC50 = 20.81+3.98 pg/ml.
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I11.4. Activité antioxydante

111.4.1. Effet scavenging du radical DPPH

L’activit¢ anti-radicalaire est réalisée par la méthode du radical 2,2,diphényl-
Ipicrylhydrazyle (DPPH). Son principe est de mesuré 1’absorbance et la réduction de DPPH
en présence d’un antioxydant a une longueur d’onde de 515 nm. Les résultats obtenus de
I’activité anti-radicalaire de 1’extrait methanolique du fruit de Pistacia lentiscus et de 1’acide

gallique sont présenté dans la figure 26.
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Figure 21: Activité antioxydante de I’extrait methanolique des fruits Pistacia lentiscus et
’acide gallique contre le radical DDPH. FPL : Fruits Pistacia lentiscus AG : Acide gallique.
Les valeurs sont exprimées en moyenne + écart type (n=3). ns : Non significatif ;*P<0,05,
**P<0,01, ***P<0,001, ****P<0,0001 (comparaison de chaque concentration a la
précédente) présente la différence significative entre les pourcentages de protection. One-
Way ANOVA, suivie par le test de comparaison multiple Tuckey a été utilisé pour I’analyse
statistique.

En analysant les courbes présentées dans la figure ci-dessus, nous observons une
augmentation de l'activité antioxydante de I'extrait testé en fonction des concentrations
utilisés. Afin de comparer les échantillons, nous avons déterminé les valeurs d'IC50 de

I'extrait et du standard. Ces valeurs sont exprimeées en pg/ml (voir le tableau 3).

Une valeur d'IC50 plus faible indique une plus grande puissance antioxydante de
I'extrait (Hebi et Eddouks, 2016).
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L’extrait methanolique du Acide Gallique
fruit de Pistacia lentiscus
1C50 24.21+ 0,149 3.127 0,303
(Hg/ml)

Tableau IV : Valeurs de I’IC 50 de I’extrait methanolique du fruit de Pistacia lentiscus et de

L’extrait méthanolique du fruit de Pistacia lentiscus, présente une bonne activité anti-
radicalaire avec un pourcentage d’inhibition contre le radical DPPH de 50,22% a une
concentration de 20 pg/ml (IC50 = 24,21 pg/ml). Cependant, cette activité est inférieure a

celle de I'acide gallique, qui présente un pourcentage de piégeage des radicaux de 82,78% a

I’acide gallique.

une concentration de 10 pg/ml (1C50 = 3,127 pg/ml).

Dans notre étude, I'extrait méthanolique s'est avéré plus efficace que celui issu des
feuilles de Pistacia lentiscus, qui présentait un 1C50 de 0,166 + 0,001 mg/ml (Zitouni, 2017).

Dans une étude réalisée par (Atmani et al., 2009), il a été démontré que la fraction
aqueuse des feuilles de P. lentiscus L. récoltées a Bejaia présente une activité antioxydante

puissante en termes de neutralisation du radical DPPH. La concentration 1C50 obtenue était

de 0,004 mg/ml.
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111.4.2. Activité de piégeage du radical ABTS

La figure suivante illustre les pourcentages d'activité antioxydante de I'extrait de

Pistacia lentiscus et du standard.
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Figure 22: Activité antioxydante de I’extrait methanolique des fruits Pistacia lentiscus et 1’acide
galligue contre le radical ABTS. FPL : Fruits Pistacia lentiscus AG : Acide gallique. Les valeurs sont
exprimées en moyenne + écart type (n=3). **P<0,01, ****P<0,0001 (comparaison de chaque
concentration a la précédente) présente la différence significative entre les pourcentages de protection.
One-Way ANOVA, suivie par le test de comparaison multiple Tuckey a été utilisé pour 1’analyse
statistique.

L'activité de piégeage du radical ABTS augmente proportionnellement & la concentration
croissante de I’extrait testé. L'extrait étudié a démontré une efficacité remarquable dans la
neutralisation du radical libre ABTS, méme a de faibles concentrations. En effet, I'extrait
méthanolique des fruits de Pistacia lentiscus et 1’acide gallique montrent une difference
hautement significatif entre toutes concentrations et présente une activité antioxydante
presque similaire entre eux ; avec un pourcentage d'inhibition de 86,08+1,54% et une IC50
=1,541 + 0,36 pg/ml a une concentration de 10 pg/ml. De méme, I'extrait lui-méme affiche
un pourcentage d'inhibition de 88,19+0,84% avec une 1C50=1,901 + 0,26 pg/ml a la méme

concentration.

Les plantes médicinales constituent une source inépuisable des substances a activités
biologiques et pharmacologiques trés variées (Hirasa et Takemasa, 1998). Les extraits bruts,
naturels isolés a partir des plantes utilisées en médecine traditionnelle, peuvent étre des
ressources de nouveaux médicaments (Karmakar et al., 2011). Une plante médicinale locale

(Pistacia lentiscus) a fait I’objet de cette étude. C’est une plante largement utilisée dans le
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traitement de la grippe, les douleurs abdominales, I’infection de la gorge, I’eczéma, 1’herpes,
le rhumatisme, ulcére de I’estomac,... (Bozorgi et al., 2013). Pistacia lentiscus, comme
toutes les plantes utilisées a des fins thérapeutiques, peuvent a fortes doses présenter une
menace pour la santé de I’homme. Pour déterminer ces doses, un test de cytotoxicité a été

réalisé sur les globules rouges humains.

Les globules rouges sont couramment utilisés comme modele en biologie cellulaire et
moléculaire pour étudier la cytotoxicité in vitro en raison de leur facilité d'isolement et de
leur simplicité. Ils offrent une précieuse opportunité d'étudier les transports ioniques
transmembranaires a travers leur membrane érythrocytaire (Wajeman et al., 1992).

Les résultats obtenus en présence de 1’acide gallique, ont présenté un pourcentage
d’hémolyse des érythrocytes qui ne dépassé pas ~ 50% en fonction des concentrations.
L’acide gallique, comme exemple de molécule de composés phénoliques, a présenté un effet
hémolytique aux concentrations élevées. Cela pourrait étre incité par son comportement auto-
oxydatif. En effet, des ¢tudes ont indiqué que I’acide gallique a de fortes concentrations
pourrait étre rapidement oxydé, in vivo (37°C et pH 7.4), induisant 1’augmentation de
I’intensité radicalaire et le changement du potentiel redox a un état plus oxydatif. L’acide
gallique produit alors une grande quantité d’especes réactives oxygénées (ERO), qui peuvent
endommager la membrane plasmique des globules rouges et détériorer sa fonction (Mohanty
etal., 2014 ; Hsieh et al., 2015).

La toxicité des fruits de Pistacia lentiscus observée, pourrait étre expliquée par la
présence de ’acide gallique, qui est 'un des constituants essentiel et majoritaire de cette
plante, que ¢a soit sous sa forme libre ou liée (sous formes de dérivés galloyls liés au glucose

ou a I’acide quinique) (Romani et al., 2002).

Les concentrations de 1’extrait methanolique des fruits de Pistacia lentiscus, n’ont pas
révélé d’effet hémolytique, ils ont été testés pour leur efficacité anti-hémolytique via le test
de stabilisation de la membrane des globules rouges humains.

Cependant, certaines études, telles que celle de Remila et al. (2015), n'ont pas revélé de
toxicité des extraits des fruits de Pistacia lentiscus sur la lignée cellulaire THP-1. Ces
résultats pourraient s'expliquer par la présence de molécules encombrantes dans I'extrait brut,

mais lorsqu'elles sont dissociées, certaines fractions ont présenté une cytotoxicité.

Selon Gangwar et al. (2014), cet effet protecteur contre I'némolyse est attribué a la

capacité des composés bioactifs d'interagir avec les lipides présents dans la monocouche
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externe de la membrane érythrocytaire, sans pénétrer profondément dans la partie
hydrophobe de la membrane. D'autres études ont également signalé un effet protecteur contre
I'némolyse associé a l'incorporation de composés bioactifs d'origine végétale dans la partie
hydrophobe de la membrane érythrocytaire (Bonarska-Kujawa et al., 2011).

L'activité anti-hémolytique in vitro de nos extraits a été évaluee en utilisant un modéle
érythrocytaire, qui présente des similitudes membranaires avec d'autres membranes
cellulaires, facilitant ainsi leur isolement a partir du sang (Shobana et Vidhya, 2016).

De nombreux rapports précédents prouvent que des enzymes lysosomiales s'‘échappent de
l'intérieure de leurs limites et pénétrent dans I'environnement extracellulaire pendant
I'inflammation aigué et chronique. Il est apparu qu'une approche simple a l'interruption du
processus inflammatoire pourrait étre l'utilisation des agents stabilisant la membrane du
lysosome, en empéchant la libération des enzymes hydrolytiques par les lysosomes, qui
causent la dégradation tissulaire et I'augmentation du stress oxydatif au sein des organes, des
tissus. Ces enzymes endommagent les macromolécules des membranes cellulaires et
induisent la peroxydation lipidique, aboutissant a la destruction de ces membranes, menant
ainsi a l'activation de protéines responsables de l'inflammation, provoquant alors la

production des especes oxydatives (Oyedapo et al., 2015).

Les membranes plasmatiques demeurent des structures fluides et le maintien de la
fluidité est un pré requis, pour la fonction, la viabilite, la croissance et la reproduction des
cellules (Portier et al., 2007). De ce fait, des modeles divers ont été proposes et employés
pour examiner l'efficacité anti-hémolytique des extraits de plantes, notamment le test de
stabilisation de la membrane de globule rouge, via I’exposition des érythrocytes a une
solution hypotonique, ainsi qu’a une température ¢élevée, en raison de la ressemblance de la
membrane de lysosome avec celle du globule rouge (Reshma et al., 2014 ; Oyedapo et al.,
2015). Le test de fragilité osmotique, basé sur la résistance des globules rouges a la lyse suite
a une diminution de la concentration de NaCl, est utilisé pour diagnostiquer certaines
maladies hématologiques telles que I'anémie hémolytique et la sphérocytose (Aiche-lratni,
2016). L'exposition des érythrocytes aux substances nuisibles, comme le moyen hypotonique
aboutit a la lyse de sa membrane accompagnée par 1’hémolyse et I'oxydation d'hémoglobine.
Dans un milieu isotonique, les hématies tentent de maintenir un équilibre entre la
concentration ionique du milieu extracellulaire et celle du milieu intracellulaire. Dans une
solution hypotonique, 'afflux d'eau est plus grande que la fuite ainsi, I’eau pénétre dans

I’hématie (selon son gradient de concentration), qui se gonfle et devient sphérique. La
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membrane cellulaire est relativement inélastique et rompt apres seulement une augmentation
de volume tres légere, I’hématie subit ainsi I’hémolyse, qui provoque I’ouverture des pores
membranaires, dénommés pores d’hémolyse, laissant la membrane cellulaire (le fantdme)

vide (Habibur Rahman et al., 2015).

Ce phénomeéne a été observé a des concentrations de NaCl inférieures a 0,3%. Des
résultats similaires ont été obtenus avec des extraits de Citrus (Larab et Makhlouf, 2017) et
de la mauve (Aberrane et Mehalla, 2019) montrant une inhibition de I'némolyse
hypotonique. (Chopade et al., 2012) ont démontré que l'incorporation de composés
phénoliques, notamment les flavonoides, dans la membrane des érythrocytes améliore leur
stabilité contre la lyse hypotonique.

Le maintien de la forme de disque des globules rouges est important pour leur fonction.
D’aprées Ham et Shen, (1948), les érythrocytes exposés a des températures élevées, se
divisent progressivement et changent leur morphologie pour devenir sphériques. Sous ces
conditions, les hématies perdent leur capacité a résister a I’hémolyse en perturbant leurs
membranes plasmatiques. En effet, la température éleveée favorisera un taux accru de
glycolyse, qui accélérera la baisse du pH et ainsi, l'inhibition de synthése de I’ATP, qui est
utilisé pour le transport d’ions a travers la membrane cellulaire (principalement Na+ , K+ et
Ca2+), la phosphorylation des protéines membranaires et les principales réactions de la
glycolyse (Majester-Savornin, 1991).

Les globules rouges matures sont particulierement vulnérables aux dommages oxydatifs
en raison de leur exposition constante a des niveaux élevés d'oxygéne. De plus, le fer libéré
de I'némoglobine peut étre nocif car il agit comme un catalyseur dans la production de
radicaux hydroxyles par les réactions de Fenton (Aiche — Iratni, 2016).

L'inhibition de I'némolyse peut également étre attribuée a l'interaction des protéines de
I'extrait avec celles des érythrocytes, qui jouent un réle biologique important. Cette
interaction peut avoir un effet protecteur sur les érythrocytes en raison de I'interaction entre
les protéines de I'extrait et les lipides membranaires des érythrocytes, qui sont une cible
d'oxydation. Ainsi, les protéines de I'extrait peuvent contribuer a protéger les érythrocytes
contre la destruction et lI'oxydation (Chaudhuri et al., 2007). Les travaux de (Fiorentini et
al., 2015) ont mis en évidence I'implication des polyphénols dans le traitement des affections

liées a une perturbation de I'expression des aquaporines.
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De nombreuses études ont mis en évidence I'impact des composes phytochimiques sur
le complexe membranaire, révélant un site de liaison des polyphénols sur le site actif de la
NADH-cytochrome réductase. Cette interaction entraine I'activation du complexe, comme
démontré par Kesharwani et al. (2012) et Fatima et al. (2013). Ces travaux ont également
exploré le mécanisme réactionnel de I'action des polyphénols, tels que le resvératrol et la
quercétine, sur les complexes membranaires impliqués dans le maintien de [I'équilibre

oxydatif.

Dans une étude portant sur l'effet protecteur des polyphénols sur les érythrocytes
hypercholestérolémiques, Duchnowicz et al. (2012) ont observé une modulation de la
concentration de cholestérol membranaire, conduisant directement a une amélioration de la

fluidité membranaire.

Les polyphénols peuvent également se localiser dans la couche lipidique externe de la
membrane. Cette interaction entraine une réorganisation des lipides membranaires et une
modification du degré de déshydratation. La présence des polyphénols dans la phase lipidique
hydrophile de la membrane induit une modulation de la fluidité membranaire, comme décrit
par (Bonarska-Kujawa et al., 2014). (Pawlikowska-Pawlega et al., 2003) ont proposé un
modele de liaison de la génistéine, un flavonoide (A), avec la téte hydrophile des
phospholipides membranaires.

Le pourcentage d’inhibition de 1’extrait de notre plante est meilleur que celui de
I’extrait aqueux de la plante Haloxylon scoparium (Louerrad et al., 2016). Cette derniére
donné un pourcentage d’inhibition de 39,85% pour une concentration de 1 mg/ml. Donc
I’extrait aqueux de cette plante poss€de une capacité faible pour protégé la membrane contre
les dommages causés par 1’agent oxydant NaCl.

Les résultats de 1’activité anti-hémolytique en présence des extraits méthanolique de pistacia
lentiscus contre la chaleur indiquent que quelque soient les dilutions de I’extrait, a la

température 56C° la protection est améliorée.

La dénaturation des protéines est un phénomeéne ou les protéines subissent la perte de
leur structure tertiaire et secondaire en réponse a un stress externe ou a l'exposition a des
composés tels que des acides forts, des bases, des concentrations élevées de sels
inorganiques, des solvants organiques ou la chaleur. La dénaturation conduit généralement a
la perte de la fonction biologique des proteines dénaturées (Marliyah et Ananthi, 2015).

Malva silvestris, plante médicinale avec un effet protecteur contre la lyse érythrocytaire
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induite par la chaleur, qui peut s’expliquer par I’interaction de 1’extrait avec les protéines
membranaires inhibant ainsi leur dénaturation (Lepock et al., 1989). D’apres Gershfeld et
Murayama, (1988) les érythrocytes exposés a des températures relativement élevées, se
déforment progressivement pour devenir sphériques. Ainsi la perturbation de leurs

membranes diminue leur capacité a résister a I’hémolyse.

Le DPPHe« (2,2’-Diphenyl-1-picrylhydrazyle) est fréquemment utilisé pour évaluer la
capacité des substances a agir comme des piégeurs de radicaux libres ou des donneurs
d'’hydrogéne, permettant ainsi d'évaluer leur activité antioxydante (Milardovié et al., 2006).
La capacité de piégeage de ces radicaux libres est directement liée a la concentration de la

substance antioxydante présente (Luis et al., 2006).

Le radical cation ABTSet+ (sel dammonium de l'acide 2,2'-azinobis (3-
éthylbenzothiazoline)-6-sulfonique) est généré par I'oxydation de I'ABTS en présence de
persulfate de potassium. Ce radical présente une couleur bleu-vert et absorbe la lumiere a une
longueur d'onde de 734 nm (Re et al., 1999).

L'un des avantages de I'ABTS réside dans sa capacité a étre solubilisé & la fois dans des
milieux aqueux et organiques. Par conséquent, l'activité antioxydante de I'échantillon étudié
peut étre attribuée a la présence de molécules hydrophiles ou lipophiles, en fonction du
solvant utilisé (Arnao, 2001). L'ajoute d'un antioxydant, qui agit en tant que donneur de He
(hydrogéne), & une solution du radical cation ABTS++ entraine sa réduction. L'atome d'azote
concerné piege un He, formant ainsi 'ABTS+, ce qui entraine une diminution de la couleur et

de I'absorbance du mélange (Lien et al., 1999).

Notre résultat et bien meilleures que I’extrait éthanolique de 1’espéce Scabiosa comosaa

un faible pouvoir anti radicalaire avec une valeur d’IC50 de 223,5 mg/ml (Ma et al., 2016)

Cette activité n'est pas spécifique a un composé phénolique particulier, mais elle est
largement répartie parmi les différentes familles de polyphénols, notamment les flavonoides
et les acides phénoliques. Ces composes sont responsables de la capacité antioxydante, qui
s'explique par leur structure chimique contenant un nombre élevé d'atomes d'hydrogéne, de
groupements hydroxyles et de noyaux phényles. Ces caractéristiques leur permettent de
capturer les radicaux libres en neutralisant leurs électrons célibataires (Calliste et al., 2001 ;
Torres de Pinedo et al., 2007 ; Wojdylo et al., 2007).
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Les composes phéenoliques jouent un réle essentiel dans la protection contre certaines
maladies en raison de leur capacité a interagir avec de nombreuses enzymes et de leurs
propriétés antioxydantes (Fleuriet et al., 2005). Selon les résultats de Barbouchi et al.,
(2020) obtenus a partir de I'évaluation de I'activité antioxydante des extraits de Pistacia
lentiscus par la méthode de réduction des radicaux libres DPPH, il a été observé que I'extrait
aqueux presentait la plus grande activité de piégeage des radicaux libres. Les extraits
méthanoliques, quant & eux, avaient une activité de piégeage des radicaux libres moins
importante que celle de I'extrait aqueux (Barbouchi et al., 2020). Cependant, d'autres
chercheurs ont montré que l'extrait méthanolique présentait une activité de piégeage des

radicaux libres plus élevée par rapport a I'extrait aqueux (Topgu et al., 2007).

La richesse des extraits de Pistacia lentiscus en composés phénoliques notamment
I’acide gallique et les flavonoides a savoir la quercétine et la myricetine, pourrait contribuer a
I’effet anti-hémolytique prouvé dans cette étude. Plusieurs recherches ont rapporté 1’effet de
quelques molécules appartenant a la famille des flavonoides et rapportée dans la composition
chimique des fruits de Pistacia lentiscus, sur I’inhibition de la réaction inflammatoire par le
inhibition de la cyclooxygénase et la lipooxygénase comme la quercetine et la myricetine,
I’inhibition de I’expression d’iNOS ainsi que la production de 1’oxyde nitrique (Hwang et
al., 2009). D’une autre part, les flavonoides sont connus par leur activité antioxydante grace a
leurs groupements hydroxyles fortement réactifs. Ils exercent cette activité en provoquant
I’arrét de I’augmentation de la microviscosité des membranes des érythrocytes, induite par la

peroxydation lipidique.

En effet, ils peuvent réagir avec la plupart des radicaux libres, susceptibles d’arracher
un hydrogéne sur le groupement (C-H) situé entre les deux doubles liaisons des acides gras
polyinsaturés de la membrane, en piégeant, inactivant et stabilisant les radicaux libres
(radicaux hydroxyles (OH-), anions superoxydes (O-) et radicaux peroxylipidiques), formant
ainsi des especes radicalaires intermédiaires peu reéactives. Ils sont également capables de
chélater les ions métalliques qui peuvent renforcer les effets délétéres, par la production des
radicaux hydroxyles (OH-) (Ghedira, 2005 ; Chaudhuri et al., 2007 ; Mladénka et al.,
2011). Ces antioxydants naturels possedent aussi un effet anti-hémolytique, en stabilisant la
membrane des globules rouges contre la lyse hypotonique, maintenant ainsi leur intégrité

membranaire (la distribution asymétrique des phospholipides) (Chaudhuri et al., 2007).

44



Conclusion generale



Conclusion

Conclusion :

Les plantes médicinales restent toujours une source fiable des molécules bioactives,
ayant montré leurs efficacites dans le traitement de diverses pathologies, tout en prévenant
I’apparition des effets secondaires observés, lors de I'utilisation des médicaments de synthése

chimique.

Pistacia lentiscus posséde un pouvoir pharmacologique, dont les indications
thérapeutiques sont nombreuses. L’activité anti-hémolytique de I’extrait méthanolique des
fruits de Pistacia lentiscus a été évaluée, via le test de stabilisation de la membrane des
globules rouges, par induction de I’hémolyse en exposant ces derniers a un milieu

hypotonique et & un stress thermique.

Les résultats des tests hypotoniques et du stress thermique ont démontré l'efficacité de
I’extrait de fruits de Pistacia lentiscus dans la protection des globules rouges contre
I'hnémolyse. Cette activité anti-hémolytique peut étre attribuée a la présence des composés

bioactifs, tels que les polyphénols et les flavonoides.

De plus, les tests antioxydants (ABTS et DPPH) ont révélé une forte capacité de
I’extrait des fruits de Pistacia lentiscus a neutraliser les radicaux libres, démontrant ainsi leur
potentiel en tant qu'agents antioxydants puissants. Cette capacité antioxydante est essentielle
pour lutter contre les dommages oxydatifs causés par les especes réactives de l'oxygene,

contribuant ainsi a la prévention de diverses maladies liées au stress oxydatif.

Cette étude a demontré que les fruits de Pistacia lentiscus présentent un potentiel
prometteur en tant que source naturelle d'agents anti-hémolytiques et antioxydants. Ces
résultats suggerent que l'inclusion de ces fruits dans I'alimentation pourrait offrir des bienfaits
pour la santé en prévenant les dommages oxydatifs et en préservant l'intégrité des globules

rouges.

Cependant, des etudes complémentaires sont nécessaires pour mieux comprendre les
mécanismes d'action des composeés actifs et leur impact sur d'autres processus biologiques.
De plus, des études in vivo sont nécessaires pour valider ces résultats préliminaires et évaluer
l'applicabilité potentielle des extraits de Pistacia lentiscus dans des applications

thérapeutiques.
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Résumé

Pistacia lentiscus est une plante médicinale appartenant a la famille des anacardiacées.
L’extrait methanolique a été obtenus par macération jusqu’a 1’épuisement en utilisant le
méthanol a 80%. Les teneurs en phénols totaux et flavonoides ont été déterminées par la
méthode colorimétrique, ils ont montré la richesse de ’extrait méthanolique en ces composés.
L’activité antioxydant in vitro évaluee en utilisant le test de I’activité scavenger du radical
libore DPPH et ABTS°+, qui varie considérablement ; I’extrait méthanolique présente un
meilleur effet anti-radicalaire avec une IC50 de 24,21+ 0,14 (ug/ml) et de 1,541 = 0,36
(ng/ml) respectivement. L’activité anti hémolytique a été évaluée par la mise en contact des
globules rouge humaine avec I’extrait des fruits de Pistacia lentiscus, le test de cytotoxicité
réalisé a différentes concentrations a montré que ces derniers représentent un faible effet
toxique. Le test anti hémolytique indique que 1’extrait méthanolique des fruits de Pistacia
lentiscus exerce un effet protecteur sur la membrane érythrocytaire contre le stress oxydant
induit par hypotonie et le stress thermique.

Mots clés: Pistacia lentiscus, activité anti-hémolytique, stress thermique, hypotonie,
cytotoxicité

Abstract

Pistacia lentiscus.L is a medicinal plant belonging to the family Anacardiaceae. The extracts
were obtained through maceration until exhaustion using 80% methanol. The levels of total
phenols and flavonoids, determined by the colorimetric method, have shown the richness of
the methanolic extract in these compounds. The in vitro antioxidant activity, evaluated using
the DPPH and ABTS°+ radical reduction methods, varies considerably; the methanolic extract
exhibits a good anti-radical effect with an 1C50 of 24.21+ 0.149 (upg/ml) and 1.541 *
0.368365 (ug/ml), respectively. The anti-hemolytic activity was evaluated by exposing human
red blood cells to the extract derived from Pistacia lentiscus fruits. The cytotoxicity test
conducted at various concentrations showed that they have a low toxic effect. The anti-
hemolytic test indicates that the methanolic extract of Pistacia lentiscus fruit exerts a
protective effect on the erythrocyte membrane against oxidative stress induced by
hypotonicity and thermal stress.

Key words : Pistacia lentiscus.L , methanolic extract, thermal stress, oxidative stress,

cytotoxicity
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