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Introduction

La réponse inflammatoire est un processus habituellement bénéfique, son but est
d'éliminer I'agent pathogeéne et de réparer les lésions tissulaires. Parfois I'inflammation peut
étre néfaste, du fait de I'agressivité de l'agent pathogéne, de sa persistance, par anomalies
des régulations du processus inflammatoire, ou par anomalies quantitative ou qualitative

des cellules intervenant dans I'inflammation (Weill et al., 2003 ; Medzhitov, 2010).

D’un autre c6té, la surproduction des espéces réactives d’oxygeénes, au-dela des
capacités antioxydantes des systémes biologiques conduit au stress oxydant, qui est
impliqué dans D’apparition de plusieurs maladies inflammatoires, neurodégénératives,

cardiovasculaires et cancer (Auddy et al., 2003 ; Koechlin-Ramonatxo, 2006).

Le traitement actuel de I’inflammation fait appel aux anti-inflammatoires stéroidiens
(glucocorticoides) et non stéroidiens (diclofenac). Ces molécules, bien qu’étant efficaces,
présentent le plus souvent des effets indésirables, qui peuvent géner leur utilisation au long
cours (Jick, 1994 ; Henzen, 2003 ; Risser et al., 2009), alors que I’utilisation de composés

phytochimiques s’avére utile et sans effets secondaires (Barnes, 1998).

En raison de sa large utilisation en médecine traditionnelle, les différentes parties de
Pistacia lentiscus L. (connu en Algérie sous le nom de Darou et Amadagh en kabyle) ont
fait 1’objet de plusieurs études phytochimiques, afin de caractériser ses constituants
responsables éventuellement de leurs propriétés pharmacologiques (Romani et al., 2002).
La richesse des différentes parties de Pistacia lentiscus L. en polyphénols et en flavonoides
lui confére plusieurs activités biologiques (Manthey, 2000 ; Bozorgi et al., 2013).

L’objectif de la présente étude est 1’évaluation du potentiel anti-inflammatoire des
extraits éthanoliques des feuilles et des écorces des racines de Pistacia lentiscus L., 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-inflammatoire des extraits éthanoliques des feuilles et des écorces des
racines de Pistacia lentiscus L. a été évaluée, dans un deuxieme temps, par le test de
stabilisation des membranes des globules rouges, aprés induction de 1’hémolyse par une

solution hypotonique associée a une température élevée.



Chapitre I Synthése bibliographique

1.1. Inflammation

L’inflammation est un processus de défense immunitaire de 1’organisme en réponse a
une agression d’origine exogene (brulure, infection, allergie, traumatisme) ou endogene
(cellules cancéreuses ou pathologies auto-immunes), dont le but d’éliminer 1’agent pathogeéne,
réparer les 1€sions tissulaires et favoriser le retour a I’homéostasie et a la cicatrisation du tissu
lése (Ryan et Majno, 1977 ; lwalewa et al., 2007 ; Barton, 2008). Les signes cliniques de ce
processus sont: chaleur, rougeur, gonflement et douleur, de plus, une altération du
fonctionnement de 1’organe touché peut survenir. Au niveau tissulaire, la réponse
inflammatoire se caractérise par I’augmentation de la perméabilité vasculaire, I’augmentation
de la dénaturation de protéines et 1’altération de membranes cellulaires (Scott et al., 2004 ; V
Stankov, 2012). Cette réponse, dénommée inflammation aigue, est un phénomene bénéfique
pour I’organisme. Ainsi, non contrdlée, I’inflammation persistante devient défavorable et peut
étre un facteur étiologique de diverses maladies chroniques comme I’arthrite rhumatoide,
I’athérosclérose, le cancer et les maladies cardiovasculaires et neurodégénératives (Weill et
al., 2003 ; Medzhitov, 2010).

1.1.1. Inflammation aigue

L’inflammation aigue est la réponse immédiate de I’organisme a un agent agresseur,
elle dure de quelques jours a quelques semaines et peut étre divisée en trois grandes phases ;
une phase vasculaire immédiate ; une phase cellulaire consécutive et une phase de résolution
et de cicatrisation (Weill et al., 2003 ; Charles et al., 2010 ).

1.1.1.1. Phase vasculaire

Cette étape nécessite ’activation des cellules endothéliales et 1’expression a leur
surface de molécules d’adhésion (sélectine E, P, ICAM-1, VCAM-1). Ces dernieres, servant
de récepteurs pour des molécules d’adhésion complémentaires exprimées a la surface des
leucocytes circulants, vont permettre 1’adhésion des leucocytes a I’endothélium vasculaire, ce
qui entraine une vasoconstriction artériolaire (Henrotin et al., 2001 ; Charles et al., 2010 ).
L’adhésion des leucocytes est induite et amplifiée par une série de facteurs produits par les
cellules endothéliales activées, notamment I’IL-18 et le TNF-o, qui, par leur action
vasodilatatrice, réduisent le débit sanguin, ce qui favorise le roulement des leucocytes sur
I’endothélium (Henrotin et al., 2001). Suite a cette vasoconstriction, une vasodilatation des

vaisseaux sanguins va permettre 1’afflux massif de sang vers le foyer inflammatoire.
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L’augmentation de la perméabilité des capillaires permet aux cellules sanguines de
s’extravaser, ce qui explique les signes de la chaleur et de la rougeur (Henrotin et al., 2001 ;
V Stankov, 2012). Une fois fixés a I’endothélium vasculaire, les polymorphonucléaires
neutrophiles et les monocytes franchissent la barriere endothéliale au niveau des jonctions
intercellulaires vers le site de I’inflammation (diapedese), cela s’accompagne d’un transfert de
plasma qui crée ’cedéme (Henrotin et al., 2001 ; Iwalewa et al., 2007). Cette phase
vasculaire est déclenchée par I’action de médiateurs chimiques, caractérisée par la douleur et
expliquée par la libération d’histamine, de sérotonine, de prostaglandine et de Kkinine

(Medzhitov, 2010).
1.1.1.2. Phase cellulaire

Suite a la diapédese, les leucocytes poursuivent leur progression jusqu’au site
inflammatoire, attirés par un gradient de concentration de peptides chimiotactiques, formé au
sein du tissu enflammé (Henrotin et al., 2001). Une foie parvenues au site de I’inflammation,
les cellules phagocytaires sont activées et participent a la détersion en phagocytant 1’agent
agresseur ou les fragments du tissu altéré (Henrotin et al., 2001 ; Charles et al., 2010). Les
polymorphonucléaires neutrophiles activés contiennent des lysozymes incluant les enzymes
bactéricides et les protéases comme la R-glucuronidase (Chou, 1997). Ces enzymes,
hydrolytiques, sont déversés dans des vacuoles de phagocytose, les lysosomes, et
interviennent dans la digestion des produits de phagocytose et la dégradation des
protéoglycanes de la paroi bactérienne (Hold et EI-Omar, 2008 ; Mayol et al., 2013 ). Cela
induit la dégranulation des composants internes de la cellule, ce qui conduit a la libération de
molécules pro-inflammatoires et des facteurs cytotoxiques dans les organes cibles, participant
ainsi a la détersion du pathogene (Henrotin et al., 2001 ; Marsolais et Frenette, 2005 ;
Asehnoune et Edouard, 2006). Ces facteurs et les enzymes lysosomiales, lorsqu’elles sont
libérées dans le milieu extracellulaire, peuvent entrainer des dommages cellulaires et des lyses
tissulaires, ainsi que 1’apoptose des cellules propres au tissu 1és¢€, en I’absence de processus
infectieux (Chou, 1997 ; Marsolais et Frenette, 2005 ; Asehnoune et Edouard, 2006). Les
neutrophiles seront suivis par les monocytes, qui infiltreront la Iésion pour s’y différencier en
macrophages et exercer leurs activités phagocytaires et cytotoxiques (Marsolais et Frenette,
2005). La digestion du matériel phagocyté est souvent incompléte et des peptides sont
apprétés dans les phagosomes et les phagolysosomes pour étre ultérieurement présentés aux
lymphocytes T par des molécules HLA de classe Il exprimés a la surface de la cellule,
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permettant ainsi le développement de la réaction immunitaire adaptative (Weissman, 1966 ;
Charles et al., 2010).

1.1.1.3. Phase de résolution

I1 s’agit de I’arrét du processus inflammatoire lorsque les microorganismes pathogeénes
et les produits de dégradation, ainsi que les débris cellulaires sont éliminés par les éléments
sécretes par les macrophages. Cela permet la cicatrisation et la régénération tissulaire (Weill
et al., 2003 ; Medzhitov, 2010).

1.1.2. Inflammation chronique

L’inflammation chronique est une inflammation prolongée, définie par la présence de
cellules immunitaires. Elle peut durer plusieurs semaines voire plusieurs années (Iwalewa et
al., 2007 ; Charles et al., 2010). Dans I’inflammation chronique, les phénoménes
d’inflammation, de destruction tissulaire et de réparation coexistent tout au long de
I’évolution de I’inflammation, a la différence de ce qui se passe dans I’inflammation aigue.
Les tissus ne se régénérent pas correctement et un phénomeéne de cicatrisation pathologique
s’installe (Weill et al., 2003).

1.2. Médiateurs de ’inflammation

La réponse inflammatoire est initiée et contr6lée par de nombreux médiateurs
chimiques, pro ou anti-inflammatoires, qui peuvent é&tre des substances protéiques
plasmatiques, présentes dans le sang circulant, ou proviennent de cellules telles que les
mastocytes, les thrombocytes, les neutrophiles, les monocytes et les macrophages (Henrotin
et al., 2001 ; Iwalewa et al., 2007). Les r6les de ces médiateurs sont résumés dans le tableau
l.
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Tableau I : Effets des principaux médiateurs impliques dans le processus inflammatoires.

Médiateurs de

Pinflammation

Roles dans le processus inflammatoire

Références

Histamine

Augmente la perméabilité vasculaire, permet la
contraction des muscles lisses, provoque la
sensation de douleur.

Ryan et Majno,
1977 ; Mayol et al.,
2013.

TNF-a et IL-18

Stimulent I’expression de molécules d’adhésion
par les cellules endothéliales favorisant ainsi la
migration des leucocytes vers le site enflammé,
stimulent la libération des chimiokines,
stimulent I’activation de la phospholipase A2,
activent la production intracellulaire d’espéces
réactives d’oxygene, stimulent I’expression des
MMPs

Levy et Kelly,
1993 ; Koechlin-
Ramonatxo, 2006.

IL-6

Induit localement 1’activation des phagocytes,
favorise le recrutement des monocytes sanguins
vers les tissus enflammés, induit la production
de protéine de la phase aigue (protéine C-
réactive)

Ostrowski et al.,
1999 ; Mayol et al.,
2013.

IL-8

Possede des propriétés chimioattractantes pour
les neutrophiles, les monocytes et les
macrophages, favorisant leur diapédese, induit
la  libération  d’enzymes  lysosomiales,
d’oxydant et de médiateurs lipidiques

Henrotin et al.,
2001 ; Mayol et al.,
2013.

Prostaglandines

Inhibent la synthése de cytokines activatrices
des lymphocytes, puissants vasodilatateurs,
participent a la formation de 1’cedéme et sont
responsables de la douleur

Henrotin et al.,
2001 ; Iwalewa et
al., 2007.

Leucotriénes

Augmentent la  perméabilité  vasculaire,
participent a la formation de 1’cedeme,
possédent des propriétés chimiotactiques,

stimule la production de I'IL-2, de I'I[FN-y et
de I’IL-4 par les lymphocytes T

Henrotin et al.,
2001.

Substance P

Stimule la prolifération des lymphocytes et la
production d’immunoglobulines, favorise la
sécretion des cytokines de I’inflammation,
libération des radicaux oxygénés, les dérivés de
’acide arachidonique et de 1’histamine, stimule
le chimiotactisme

Henrotin et al.,
2001 ; O'Connor
et al., 2004.

Métalloprotéases

Modifient la matrice extracellulaire en
dégradant ses composants, facilitent la
migration des cellules immunitaires vers le site
inflammatoire

Manicone et
McGuire, 2008 ;
Mayol et al., 2013.

IL-4, IL-10 et IL-12

Inhibent la libération de TNF-a et d’IL-1p,
réduisent le nombre des polymorphonucléaires
dans le tissu enflammé, stimulent la libération
du TGF-B1

Marsolais et
Frenette, 2005;
Charles, 2010.
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D’une autre part l'inflammation est considérée comme une source importante de
radicaux oxygénés produits directement par les cellules phagocytaires activées, au cours de la
phagocytose. Ces cellules, dont les neutrophiles, les éosinophiles et les macrophages,
possedent des granules a protéases qui dégradent le matériel phagocyté, mais qui vont
produire beaucoup d’espéces oxygénées, Vvia le systtme NADPH-oxydase, enzyme
membranaire capable d'utiliser I'oxygene moléculaire pour produire de grandes quantités
d'anions superoxydes (O) qui, rapidement se transforme par dismutation en peroxyde
d’hydrogéne (H,0,). Ce dernier peut diffuser dans le milieu extracellulaire, ou il est impliqué
dans une cascade de réactions chimiques conduisant a la formation d’autres espeéces
oxygénées trés oxydantes, I"oxygéne singulet (*0-) et le radical hydroxyle (OH’) (Henrotin
et al., 2001 ; Koechlin-Ramonatxo, 2006 ; Barton, 2008). L’inflammation accélére la
production d’especes oxygénées et diminue la capacité de défense antioxydante, favorisant
I’apparition d’un stress oxydant, un facteur important dans le développement des maladies
neurodégénératives, cardiovasculaires et cancer (Auddy et al., 2003 ; Koechlin-Ramonatxo,
2006). Ainsi, le stress oxydant peut produire ou entretenir un processus inflammatoire, il
inactive les antiprotéases, et a I’inverse active les métalloprotéases, favorisant une protéolyse
et destruction cellulaire non contrdlée. De plus, 1’activation du facteur de transcription NF-xB
stimule la transcription des facteurs pro-inflammatoires, a 1’origine de la libération de

nombreux médiateurs de 1’inflammation (Koechlin-Ramonatxo, 2006).

1.3. Anti-inflammatoires

1.3.1. Anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont des médicaments aux propriétés
antalgiques, antipyrétiques et anti-inflammatoires. Plusieurs classifications sont proposeées,
fondées soit sur la structure des AINS, la puissance, les modalités d’action et/ou la sélectivité
anti-COX (Cuvillon et Viel, 2002).En effet, les AINS agissent tous en inhibant les deux
isoformes de la cyclo-oxygénase (COX-1 et COX-2), diminuant ainsi la synthése des
prostaglandines E2 et du thromboxane A2 (Risser et al., 2009).

Les anti-inflammatoires non-stéroidiens, en inhibant la synthese de prostaglandines
qui ont un role dans l'agrégation plaquettaire et la protection de I'estomac, sont responsables
des événements defavorables, en génant ainsi I'agrégation plaquettaire et donc la coagulation
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du sang, ce qui peut prévenir la formation des caillots (thrombose), mais aggrave les
hémorragies; en provoquant aussi des problémes gastro-intestinaux (ulcéres), rénaux et
d’hypersensibilité (Jick, 1994 ; Risser et al., 2009).

1.3.2. Anti-inflammatoires stéroidiens (Glucocorticoides)

Les médicaments anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) constituent une vaste famille
de médicaments dérivés du cortisol. Les glucocorticoides (GC) traversent librement les
membranes cellulaires, se fixent sur des récepteurs spécifiques qui appartiennent a la
superfamille des récepteurs nucléaires aux stéroides et migrent vers le noyau et agissent
directement sur I’ADN en se fixant sur des séquences spécifiques, dites GRE (Glucorticoid
Response Element). Ce complexe intervient dans la régulation de la transcription des genes
cibles en réduisant la perméabilité capillaire, la production de facteurs chimiotactiques, la
phagocytose, bloquant ainsi la libération de sérotonine, d’histamine et de bradykinines. De
plus, les GC peuvent augmenter la transcription des génes anti-inflammatoires et inhiber
I’action de certaines protéines nucléaires transactivatrices, dont le NF-kB et la protéine
activatrice-1 (AP-1), inhibant ainsi I’expression de nombreuses cytokines pro-inflammatoires
(IL-1, IL-6, IL-2, TNF-a); récepteurs et molécules d’adhésion et la production de la
phospholipase A2 (Barnes, 1998 ; Rhen et Cidlowski, 2005).

Comme pour les AINS, I"usage des glucocorticoides est associ¢ a de nombreux effets
indésirables. Le risque d'apparition de ces effets indésirables s’accroit avec le prolongement
de la durée du traitement et l'augmentation de la posologie. Divers troubles peuvent étre
observé tels que, I’hypertension artérielle, la dérégulation de la synthése naturelle de
glucocorticoides a la fin du traitement, ainsi que des troubles digestifs (apparition d’ulcéres
gastro-duodénaux), musculosqueletiques (ostéoporose) et endocriniens (prise de poids)
(Henzen, 2003).

1.3.3. Anti-inflammatoires naturels

La phytothérapie est utilisée depuis toujours dans la médecine traditionnelle. Le
nombre de composés phytochimiques, trouvé dans les plantes médicinales est tres vaste, et
leurs spectre d'activité est tout aussi grand (Barnes, 1998). Quelques exemples de plantes

douées d’activités anti-inflammatoires sont cités dans le tableau II.
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Tableau Il : Plantes a activité anti-inflammatoires.
Plantes Parties utilisées Activités Références
Green tea Catéchine, acide | Stabilisation de la membrane | Ma et al., 2000.
gallique d’érythrocytesen inhibant la
peroxydation lipidique
Tripterygium Racines Anti-inflammatoire et anti- | Chou, 1997.

wilfordii Hook F

rhumatisme

Oxalis  corniculata
Linn. (Oxalidaceae)

Plante entiére

Antioxydant et anti-inflammatoire

Sakat et al., 2010.

Cuminum  cyminum
L. (Apiacées)

Graines

Antioxydant

Athamena et al.,
2010.

Cedrus deodara
(Pinacea)

Huile essentielle

Anti-inflammatoire et anti-

rhumatisme

Shinde et al., 1999.

Plumbago zeylanica
(Plumbaginaeceae)

Racines

Ulceres, fiévre, antioxydant et anti-
inflammatoire

Raimi et Oyedapo,
2009.

1. Pistacia lentiscus L.

11.1. Etude botanique

Le lentisque (Pistacia lentiscus L.), Darou en arabe local et Amadagh en kabyle, est un

arbrisseau de la famille des Anacardiaceae, qui comprend environ 70 genres et plus de 600
especes, distribué du bassin méditerranéen a I'Asie centrale (Charef et al., 2008 ; Lahsissene
et al., 2009 ; Bozorgi et al., 2013). Cette espece peut atteindre la hauteur de 3m, son écorce
est brune ou rougeatre, ses rameaux sont nombreux et étendus, ses feuilles persistantes
disposées par paires, les fleurs sont de petites taille (2 a 3 mm de large) paniculées et

rougeatres et ses fruits en grappes de couleur rouge puis noiratre a maturité (Chrétien, 1993).

I1.2.Utilisation thérapeutique traditionnelle de Pistacia lentiscus L.

Pistacia lentiscusa une longue tradition dans la médecine populaire datant des temps
des grecs anciens, plusieurs utilisations thérapeutiques ont été rapportées sur cette espece
(Tableau I11).
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Tableau 111 : Utilisation thérapeutique traditionnelle de Pistacia lentiscus.

Partie utilisée de la plante Utilisation thérapeutique traditionnelle Références

Feuilles Infection de la gorge, eczémas, herpés, | Bozorgietal.,
douleurs abdominale et intestinale, jaunisse | 2013.
et rhumatisme

Fruits Grippe, rhumatisme, eczéma, diarrhée et | Bozorgietal.,
infections de gorge 2013.

Ecorces Douleur intestinale, diabéte et diarrhée Lahsissene et al.,

2009.
Résine Ulcére de I’estomac, troubles intestinaux, | Lev et al., 2000 ;

diabete et douleurs abdominales

Lev et al., 2002.

11.3.Etude chimique de Pistacia lentiscus L.

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

Pistacia lentiscus ont fait 1’objet de plusieurs études phytochimiques afin d’identifier leurs

principes actifs. En effet, la composition chimique des feuilles de Pistacia lentiscus est

caractérisée par la présence de plusieurs types de flavonoides, comme la quercétine glycosile,

la myricetine glycosilé, la luteoline, la catéchine ainsi que I’isoflavone genisteine. Elles

contiennent 6 a 7 % du gallotannins de faible poids moléculaire, a savoir ’acide gallique et
les dérivés d’acide quinique 5-O-, 3,5-O-di- et 3,4,5-O-trigalloyl (Romani et al., 2002). Le

tableau 1V illustre les structures chimiques de certains de ces composés.
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Tableau IV : Quelques composants chimiques des feuilles de Pistacia lentiscus (Bozorgi et al., 2013).

Nom du composant chimique Structure
COOH
Acide gallique
HO OH
OH

Catechine

Quercetin-3-glucoside

Monogalloyl glucose

Q

Hof»,,,,’ OH
o o
HO. - , - OH
& e}
HO OH
OH OH
H OH
OH

3,4,5-Tri-O-galloylquinic acid

11.4. Activités pharmacologiques de Pistacia lentiscusL.

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 1’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

10
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métallique, soit par des interactions non spécifiques, telles que 1’établissement des ponts
hydrogénes avec les protéines des parois cellulaires, afin d’inactiver 1’adhésion des micro-
organismes (Cowan, 1999 ; Lin et al., 2005).

o 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 dans des essais, in vitro (Bozorgi et al., 2013).

e Activité antioxydant : la richesse des différentes parties de Pistacia lentiscus en
polyphénols et en flavonoides lui confére 1’activité antioxydante et cela par le piégeage direct
des ERO, I’inhibition des enzymes génératrices d’ERO, la chélation des ions de métaux de
transition, responsables de la production des ERO et I’induction de la biosynthése d’enzymes
antioxydantes (Halliwell, 1994 ; Atmani et al., 2009 ; Bozorgi et al., 2013).

e Activité anti-inflammatoire : la présence de flavonoides dans les différentes parties
de Pistacia lentiscus lui confere cette activité anti-inflammatoire, cela par I’inhibition
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).

1. Méthodes utilisées dans I’étude de P’activité anti-inflammatoire

Plusieurs méthodes ont été utilisées pour 1’évaluation de 1’activité anti-inflammatoire des

extraits de plantes médicinales. Ces méthodes sont représentées dans les tableaux V et VI.

Tableau V : Evaluation de 1’activité anti-inflammatoire, in vivo.

Test in vivo Références

Induction d’un cedéme, chez des rats, par injection sous | Vadivu et Lakshmi, 2008.
plantaire du carragénine

Induction d’cedéme en appliquant I’huile de corton sur | Huang et al., 2011.
I’oreille de souris

Provocation d’une inflammation par application d’acide | Garrido et al., 2004.
arachidonique sur 1’oreille de souris

11
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Tableau VI : Evaluation de ’activité anti-inflammatoire, in vitro.

Test in vitro Références

Inhibition de I’activité des protéases Govindappa et Poojashri,
2011,

Inhibition de la dénaturation des protéines (albumine bovine) | Karthik et al., 2013.

Test de stabilisation des membranes d’érythrocytes via | Sakat et al., 2010 ;
I’induction d’hémolyse des globules rouges par hypotonie et | Chippada et al., 2011.
par chaleur

III.1. Choix des globules rouges comme modéle pour I’évaluation de D’activité anti-
inflammatoire, in vitro, des extraits éthanolique des feuilles et d’écorces de Pistacia

lentiscus L.

Les globules rouges sont choisis comme modele pour le test de stabilisation
membranaire grace a leur membrane qui est analogue a la membrane lysosomale. La
stabilisation de la membrane érythrocytaire implique la stabilisation de la membrane
lysosomale qui est importante dans la limitation de la réponse inflammatoire en empéchant la
sortie des enzymes lysosomale (Vadivu et Lakshmi, 2008). Le rdle de ces enzymes est de
dégrader les protéines, les acides nucléiques, les oligosaccharides et les phospholipides. La
membrane lysosomale sépare les enzymes hydrolytiques du cytosol et héberge des protéines
de transport qui transloquent les produits dégradés du lysosome vers le cytosol (Coujard et
al., 1980 ; Abraham, 2002). De plus, les érythrocytes ne contiennent pas des organites et
possedent seulement une membrane plasmique, qui est riche en acides gras polyinsaturés et
susceptible aux radicaux libres, ce qui facilite I’étude des interactions entre oxydant et
antioxydant et entre médicament et biomembrane (Chen et Huestis, 1997 ; Reddy et al.,
2007).

I11.2. Composition et hémolyse du sang

Le sang est un tissu conjonctif fluide, de couleur rouge, 1égérement visqueux, d’aspect
homogéne avec une odeur fade et une saveur saline. Il est légérement alcalin, son pH varie
entre 7,34 et 7,45 et circule dans I’organisme par un réseau d’artéres partant du cceur, pour
assurer le transport de 1’oxygéne et des nutriments. Une goutte de sang frais contient 55% de

plasma et 45% de cellules sanguines. Ces derniéres regroupent les leucocytes (globules

12
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blancs), les plaquettes (thrombocytes) et les érythrocytes (globules rouges) (Gautier, 1874 ;
weill et al., 2003).

Les globules rouges sont des disques biconcaves produits dans la moelle osseuse au
cours d’un processus appelé I'nématopoiése. Leur diameétre est de 7 a 8um. La fonction
primaire d’un érythrocyte est d’assurer le transport de I’oxygéne et le dioxyde de carbone
(weill et al., 2003). La membrane du globule rouge est un ensemble complexe de 40% de
lipides, 52% de protéines et 8% de glucides. Les lipides forment une bicouche continue de 4 a
5 nm d’épaisseur composée de 95% de phospholipides et de cholestérol, interagissant avec un
réseau complexe de protéines et de glucides (glycolipides ou glycoprotéines), le cytosquelette
membranaire est tout un ensemble de protéines et glucides externes qui se projettent au-dela
de la surface cellulaire (Chiaroni et al., 2011). La membrane plasmique des érythrocyte, qui
enveloppe la molécule d’hémoglobine, s’use a force de traverser les capillaires et sa rupture
provoque 1’éclatement de la cellule, ce phénoméne est appelé 1’hémolyse (haima = sang ; lysis
= destruction), causé par I’entrée des molécules d’eau dans les cellules par osmose plus

rapidement qu’elles n’en sortent (weill et al., 2003 ; Dubé et Matin, 2016).

I11.3. Stress oxydant et globules rouges

Dans la circulation, les globules rouges sont continuellement exposés aux sources
endogénes et exogenes d’espéces réactives oxygénées (ERO), qui peut endommager la
membrane des érythrocytes et détériorer leur fonction. Pour minimiser I’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).

Les radicaux libres 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 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
possédent pas la capacité de réparer leur membrane ni de se régénérer. Cependant, en

comparaison aux autres cellules, I’érythrocyte présente de grandes activités d’enzymes

13
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antioxydantes les plus importantes. De plus, la plupart de la capacité antioxydante non
enzymatique du sang Yy est localisée. Les globules rouges se comportent comme des pieges a
radicaux libres circulants et protégent 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 (O,-) qui est converti en I'eau oxygénée, moins toxique (H,0O;), par l'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 (H.O,) supplémentaire dans les globules rouges et le

. \ (o . catalase
convertir en oxygene, selon la réaction suivante : H,O, >H,0 + %2 O, (Mohanty et al.,

2014). Au cours de I’hémolyse, I’hémoglobine extracellulaire provoque 1’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).

H,0, + Fe* —— ‘OH + OH  + Fe**

Réaction de Fenton (Cillard et Cillard, 2006).

L’objectif de ce présent travail est 1’évaluation de I’effet protecteur des extraits
éthanoliques des feuilles et des écorces des racines de Pistacia lentiscus, via le test de
stabilisation de la membrane, réalisée sur les globules rouges humains en raison de la
structure commune de la membrane érythrocytaire et celle des lysosomes. Dans le but de

limiter la sortie des constituants lysosomales au cours de 1’inflammation.
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11.1.Matériels
11.1.1. Matériel divers

Balance de précision (Sartorius, poids : max 61g), Balance analytique (RADWAG,
poids : max 600g), Centrifugeuse (Sigma), Spectrophotométre (SHIMADZU), Agitateur
électromagnétique (VELP), pH metre (HANNA), Etuve (BINDER), Micropipettes,

éprouvettes, tube a essai, erlenmayer, spatules, pipettes, poires, bicher,...
11.1.2. Produits chimiques

Ethanol et méthanol, de marque Prolabo, chlorure de sodium (NaCl) et hydroxyde de
sodium (NaOH) (Biochem), Diclofenac (Votrex, 100 mg), NaH,PO4 2H,0 et Na,HPO, 2H,0

(Panroeac).

11.1.3. Matériel végétale et extraction des extraits éthanoliques des feuilles et des écorces

des racines de Pistacia lentiscus L.

Les feuilles de Pistacia lentiscus L. ont été échantillonnées en mois de juin 2015, dans
un endroit naturel loin de toute pollution au niveau de la région de Berbacha de la ville de
Bejaia, tandis que la récolte de 1’écorce des racines a €té faite en mois de novembre, de la

méme année (Figure 01).

Figure 01 : Photographie des feuilles (a) et écorces des racines (b) de Pistacia lentiscus L. (originale).

Les différentes parties de Pistacia lentiscus L. (feuilles et écorces des racines) ont été
séchées dans un endroit aéré a 1’abri de la lumiére et a température ambiante, puis broyées et

tamisées, jusqu’a obtention d’une poudre fine.

15



Chapitre 11 Matériels et méthodes

L’extraction appliquée consiste en une macération des poudres des deux parties de
Pistacia lentiscus L. dans de I’éthanol (1:4, p/v), sous agitation, pendant 24h. Apres

décantation, le surnageant a été mis a évaporation sous pression réduite dans un rotavapeur.
11.1.4. Echantillons de sang humain

Des échantillons de sang frais (environ 6 mL) ont été récupérés dans des tubes
héparinisés, a partir du laboratoire d’analyses médicales du D" Moualek de la région de
Bejaia, ou la prise de sang a été effectuée, sur des volontaires (20-45 ans) n’ayant pas pris de

médicaments anti-inflammatoires, durant les deux derniéres semaines avant le prélevement.

11.2. Méthodes

11.2.1. Evaluation de ’activité anti-inflammatoire, in vitro, des extraits des feuilles et des

écorces des racines de Pistacia lentiscus L.
11.2.1.1. 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.

11.2.1.2. Evaluation de la toxicité des extraits de Pistacia lentiscus L. vis-a-vis des

globules rouges

Avant d’entreprendre le test de I’activité anti-hémolytique des extraits des feuilles et
des écorces des racines de Pistacia lentiscus L., un test de toxicité est nécessaire, afin de
cibler les concentrations a utiliser. En effet, 1.6 mL de différentes concentrations des deux
extraits a tester, ainsi que I’acide gallique, pris comme molécule de référence de composés
phénoliques, rapportée a forte concentrations dans les extraits de feuilles de Pistacia lentiscus
L., que ca soit sous sa forme libre ou liée (tannins hydrolysables) (Romani et al., 2002), ont

été mélangées avec 0.4 mL de la suspension de globules rouges a 10 %. Le mélange a été
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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 I’aide d’un spectrophotomeétre.

Dans les mémes conditions et les mémes démarches expérimentales, un contréle
incluant 0.4 mL de la suspension de globules rouges et 1.6 mL d’eau physiologique ou de
I’eau distillé, a la place de ’extrait, a été préparé pour vérifier I’état des globules rouges ou le
100 % d’hémolyse, respectivement.

Le pourcentage d’hémolyse est calculé comme Suit :
% d’hémolyse = (At/ Ac) * 100 (Shobana et Vidhya, 2016).

At : absorbance de 1’échantillon (test)

Ac : absorbance de control (100 % d’hémolyse)

11.2.1.3. Evaluation de P’effet des extraits de Pistacia lentiscus L. sur la stabilisation de la

membrane des globules rouges

Le test se base sur I’effet des extraits de la plante ¢étudiée sur la stabilisation des
érythrocytes, apres induction de I’hémolyse par une solution hypotonique associée a une

température éleveée, selon le protocole de (Ganesh Gadamsetty et al., 2013).

Dans des tubes & hémolyse, 0.5 mL d’extraits éthanolique de feuilles ou d’écorces des
racines de Pistacia lentiscus L, 1.5 mL du tampon phosphate (0.15 M, pH 7.4) et 2 mL de la
solution hyposaline (NaCl a 0.36 %) ont été mélangés et incubés, a 37 °C pendant 20 min. Par
la suite, un volume de 0.5 mL de la suspension des érythrocytes (10 %) a été rajouté pour
chaque tube, enchainé d’une incubation, a 56 °C pendant 30 min. Les tubes ont été mis dans
de I’eau froide pendant 20 min, afin d’arréter la réaction ensuite centrifugé, a 3000 rpm
pendant 5 min. La lecture d’absorbance du surnageant est faite a 560 nm, a I’aide d’un
spectrophotomeétre, Le contrdle consiste en un mélange de 2 mL de la solution hyposaline, 2
mL du tampon PBS, 0.5 mL de la suspension de globules rouges et 0.5 mL d’ecau
physiologique.

Le diclofenac est utilisé comme molécule de traitement anti-inflammatoire, avec les

mémes concentrations que 1’extrait.
Le pourcentage d’hémolyse a été calculé selon 1’équation suivante :

% d’inhibition de I’hémolyse = [(Ac —At) / Ac] * 100
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Ac : absorbance de control

At : absorbance de 1’échantillon (test)

11.2.2. Traitement statistique

Tous les résultats sont exprimés comme une moyenne + I’erreur standard de la moyenne
(S.E.M.) de 4 échantillons de sang de volontaires différents. L’analyse statistique a été
effectuée, en utilisant le logiciel GraphPadPrism 5.03, par I’analyse de la variance (ANOVA)
suivi du test de Dunnett et tukey. Les valeurs de P <0.05 sont considérées significatives.
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I11.1. Evaluation de la toxicité des extraits éthanoliques des feuilles et des écorces des

racines de Pistacia lentiscus L. 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 éthanoliques des feuilles et des écorces des racines de Pistacia lentiscus, sont illustrés
dans les figures 02 et 03.

—_

ol

o
)

100+ —

50+

2 ﬂﬂﬂﬂﬂﬁﬂﬁ

80 160 240 320 480 640 800 1200 1600 C+
Concentration (pg/mL)

Pourcentage d'hémolyse (20)

Figure 02 : 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<0.001

comparé au controle négatif (préparé avec de I’eau physiologique) met #p<0,001 comparé au controle
positif (préparé avec de ’eau distillée, présente le taux d’hémolyse a 100%). One-way ANOVA,
suivie par le test de comparaison multiple Tuckey a été utilisé pour I’analyse statistique.

Ces résultats révelent que le traitement des globules rouges par I’acide gallique
provoque une augmentation significative du taux d’hémolyse, en fonction des concentrations.
Cette molécule de référence présente un effet hémolytique significatif a partir de 80 pg/mL
avec un pourcentage d’hémolyse de 20,53 %. L’effet hémolytique maximum est aux alentours

de 50 %, qui reste inférieur comparativement a I’hémolyse totale, induite par 1’eau distillée.
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Figure 03 : Effet des extraits éthanoliques des feuilles et des écorces des racines de Pistacia lentiscus
L. sur ’hémolyse des globules rouges en fonction des concentrations. Les valeurs sont représentées
sous forme de moyenne + SEM (n=4). *P<0.001 comparé au contréle négatif (préparé avec de 1’eau
physiologique). #p<0,001 comparé au ccontréle positif (préparé avec de 1’eau distillée, présente le
taux d’hémolyse a 100%). One-way ANOVA, suivie par le test de comparaison multiple Tuckey a été
utilisé pour 1’analyse statistique.

De méme, les taux d’hémolyse causés par les extraits éthanoliques des feuilles et des
écorces des racines de Pistacia lentiscus augmentent significativement avec 1’augmentation
des concentrations. En effet, I’extrait des feuilles exhibe un taux d’hémolyse considérable
(33,53 %) a partir de 240 pg/mL. Tandis que le pourcentage d’hémolyse de 1’extrait
éthanolique des écorces des racines augmente significativement, a partir de 320 pg/mL avec

27.25 %, pour atteindre I’hémolyse maximale (105.64 %) a 1200 pg/mL.

111.2. Evaluation de I’effet des extraits éthanoliques des feuilles et des écorces des racines
de Pistacia lentiscus L. sur la stabilisation de la membrane des globules rouges

Afin d’évaluer I’effet anti-inflammatoire des extraits éthanoliques des feuilles et
d’écorces des racines de Pistacia lentiscus, un test de stabilisation membranaire de globules
rouges humains a été réalisé. Ce test consiste a incuber une suspension de globules rouges
humains, traitée avec une solution hypotonique associée a une température élevee, avec les
extraits ou les molécules de références (le diclofenac comme anti-inflammatoire et 1’acide
galliqgue, comme molécule de composés phénoliques). Les résultats sont représentés dans la
figure 04.

20



Chapitre 111 Résultats et discussion

. 1007 . . ~100- Diclofénac

S Acide gallique E\i

S g0 S 80

2 =

3 o

E 5 604 *kk —L

£ g -

o o)

o o 401

S g

C = *kk

g £ 0.

— o

5 S

g : Wﬂ

> N THBN | | e
10 20 30 40 70 90 100 200 300 10 20 30 40 70 90 100 200 300

Concentration (pg/mL) Concentration (pg/mL)

Figure 04 : Effet de I’acide gallique et du diclofenac sur I’inhibition de ’hémolyse des globules
rouges, induit par hypotonie et chaleur, en fonction des concentrations. Les valeurs sont représentées
sous forme de moyenne + SEM (n=4). *P<0.05 (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.

Les érythrocytes traités avec 20, 30, 40 et 70 pg/mL de I’acide gallique ont montré un
effet anti-hémolytique significatif de 46.98, 58.65, 65.25 et 60.44 %, respectivement. A des
concentrations élevées (de 90 a 300 pg/mL), Iactivité anti-hémolytique diminue

significativement, en comparaison avec 1’effet exhibé a la concentration de 40 pg/mL.

De sa part, le diclofenac ne présente aucun effet inhibiteur significatif aux
concentrations inférieures a 70 pg/mL. L’activité anti-hémolytique de ce médicament s’est
révélée significatif a partir de 90 pg/mL. L’effet de diclofenac est efficace a partir de 100

pg/mL avec un pourcentage de protection de 40.28 %.

Par ailleurs, P’effet protecteur de I’extrait éthanoliques des feuilles de Pistacia
lentiscus, contre I’hémolyse des globules rouges, provoqué par hypotonie et chaleur, est
significatif a la concentration de 20 pg/mL (39,34 %) et atteint un pourcentage maximum de
84.18 % a une concentration de 90 pug/mL, mais, I’effet de cet extrait commence a diminuer
significativement a partir de 300 pg/mL (Figure 05).
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Figure 05 : Effet de I’extrait éthanolique des feuilles de Pistacia lentiscus L. sur I’inhibition de
I’hémolyse des globules rouges, induit par hypotonie et chaleur, en fonction des concentrations. Les
valeurs sont représentées sous forme de moyenne £ SEM (n=4). *P<0.05 (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.

D’une autre part, une étude comparative de I’effet de I’extrait des feuilles et celui
exhibé par les deux molécules de référence testées, notamment le diclofenac et I’acide

gallique est illustrée dans la figure 06.
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Figure 06 : Effet de I’extrait éthanolique des feuilles de Pistacia lentiscus L. sur I’inhibition de
I’hémolyse des globules rouges, induit par hypotonie et chaleur, en fonction des concentrations. Cet
effet est comparé a celui de I’acide gallique et diclofenac. Les valeurs sont représentées sous forme de
moyenne + SEM (n=4). *P<0.05 présente la différence significative entre les pourcentages de
protection, entre I’extrait éthanolique des feuilles et les molécules de références testées, acide gallique
er diclofenac. One-way ANOVA, suivie par le test de comparaison multiple Tuckey a été utilisé pour
’analyse statistique.

On constate clairement que P’extrait éthanolique des feuilles et 1’acide gallique

présentent des effets inhibiteurs d’hémolyse des globules rouges, semblables aux
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concentrations de 20 pg/mL a 40 pg/mL. Au-dela de cette concentration, I’efficacité de
I’extrait éthanolique des feuilles via la stabilisation de la membrane des érythrocytes est

supérieure a celle de I’acide gallique.

Par ailleurs, le traitement des érythrocytes par 1’extrait éthanolique des feuilles
présente une inhibition d’hémolyse nettement supérieure a celle obtenue avec le diclofenac,

aux concentrations testées.

La méme activité a été évaluée pour I’extrait des écorces des racines de Pistacia lentiscus

et les résultats sont représentés dans la figure 07.
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Figure 07 : Effet de I’extrait éthanolique des écorces des racines de Pistacia lentiscus L.sur
I’inhibition de I’hémolyse des globules rouges, induit par hypotonie et chaleur, en fonction des
concentrations. Les valeurs sont représentées sous forme de moyenne + SEM (n=4). *P<0.05
(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’extrait éthanolique des écorces des racines de Pistacia lentiscus provoque une
diminution significative de I’hémolyse des globules rouges, & partir de 20 pg/mL. Le
pourcentage d’inhibition atteint 79.87 % a une concentration de 90 pg/mL et commence a
diminuer significativement a partir de 300 pg/mL.

La stabilisation de la membrane des érythrocytes, testée par 1’extrait éthanolique des
écorces des racines de Pistacia lentiscus, a été comparée a celle du diclofenac et de I’acide

gallique. Les résultats observés sont exprimés dans la figure 08.
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Figure 08 : Effet de I’extrait éthanolique des écorces des racines de Pistacia lentiscus L.sur
I’inhibition de 1’hémolyse des globules rouges, induit par hypotonie et chaleur, en fonction des
concentrations. Cet effet est comparé a celui de I’acide gallique et diclofenac. Les valeurs sont
représentées sous forme de moyenne £ SEM (n=4). *P<0.05 présente la différence significative entre
les pourcentages de protection, entre 1’extrait éthanolique des écorces des racines de Pistacia lentiscus
et les molécules de références testées, acide gallique er diclofenac. One-way ANOVA, suivie par le
test de comparaison multiple Tuckey a été utilisé pour 1’analyse statistique.
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L’effet inhibiteur de 1’extrait éthanolique de 1’écorce des racines de Pistacia lentiscus
L. et de I’acide gallique sur les globules rouges est similaire au niveau de deux concentrations
de 40 et 70 pg/mL. A partir de 90 pg/mL, I’effet anti-hémolytique de 1’extrait éthanolique des
écorces des racines augmente significativement, contrairement a I’acide gallique qui diminue

en fonction des concentrations.

L’effet protecteur de 1’extrait éthanolique d’écorces des racines de Pistacia lentiscus
est significativement différent comparativement a celui de diclofenac. Aux doses utilisées (10,
20, 30, 40, 70, 90, 100, 200 et 300 pg/mL), I’extrait éthanolique des écorces des racines de
Pistacia lentiscus donne un effet inhibiteur plus efficace que celui du diclofenac avec (13.15,
30.41, 42.72, 55.19, 61.76, 79.88, 79.89 et 69.49 %) respectivement.
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L’inflammation est I’ensemble des mécanismes réactionnels de défense par lesquels
I’organisme reconnait, détruit et élimine toutes les substances qui lui sont étrangéres. La
réaction inflammatoire dépasse parfois ses objectifs et cause des effets délétéres (lwalewa et
al., 2007 ; Medzhitov, 2010). La thérapeutique anti-inflammatoire est généralement menée
par des molécules de synthéses de type anti-inflammatoire non stéroidien ou stéroidien
(corticoides), ce sont des medicaments largement utilisés, mais dont les effets secondaires
sont parfois graves, en particulier la toxicité sur le systeme rénal et digestif (irritations
digestives pouvant aller jusqu’a 'ulcération gastrique) (Das et al., 2010). Dans le but de
minimiser ces effets secondaires, les laboratoires développent de plus en plus de procédés

mettant en ceuvre des extraits et des principes actifs d’origine végétale.

Les plantes médicinales constituent une source inépuisable des substances a activités
biologiques et pharmacologiques tres 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 L.) a fait I’objet de cette étude. C’est
une plante largement utilisée dans le traitement de la grippe, les douleurs abdominales,
I’infection de la gorge, ’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 ’homme. Pour déterminer ces

doses, un test de cytotoxicité a été réalisé sur les globules rouges humains.

Les resultats obtenus en présence de ’acide gallique, ont présenté une augmentation
des pourcentages d’hémolyse des érythrocytes en fonction des concentrations. L’acide
galligue, comme exemple de molécule de composés phénoliques, a présenté un effet
hémolytique aux concentrations élevées (>80 pg/mL). Cela pourrait étre incité par son
comportement auto-oxydatif. En effet, des études ont indiqué que 1’acide gallique a de fortes
concentrations pourrait étre rapidement oxydé, in vivo (37°C et pH 7.4), induisant
I’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’espéces réactives oxygénées
(ERO), qui peuvent endommager la membrane plasmique des globules rouges et détériorer sa
fonction (Mohanty et al., 2014 ; Hsieh et al., 2015).
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La toxicité des feuilles de Pistacia lentiscus observée, pourrait étre expliquée par la
présence de 1’acide gallique, qui est 1’'un des constituants essentiel et majoritaire de cette
plante, que ca soit sous sa forme libre ou liée (sous formes de dérivés galloyls liés au glucose
ou a I’acide quinique) (Romani et al., 2002). Tandis que la partie écorce des racines de

Pistacia lentiscus, aucune étude n’a été faite sur sa composition chimique a ce jour.

Les concentrations des extraits éthanoliques des feuilles et de 1’écorce des racines de
Pistacia lentiscus, n’ayant pas révélé d’effet hémolytique, ont été testées pour leur efficacité
anti-inflammatoire via le test de stabilisation de la membrane des globules rouges humains.
Les résultats se sont avérés trés intéressant avec des pourcentages de protection aux alentours

de 70 a 85 %, respectivement, a la concentration de 90 pg/mL.

De nombreux rapports précédents prouvent que des enzymes lysosomiales s'échappent
de l'intérieure de leurs limites et pénetrent dans l'environnement extracellulaire pendant
I'inflammation aigué et chronique. 1l 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 lI'augmentation du stress oxydatif au sein des organes, des
tissus. Ces enzymes endommagent les macromolécules des membranes cellulaires et induisent
la peroxydation lipidique, aboutissant & la destruction de ces membranes, menant ainsi a
I'activation de protéines responsables de l'inflammation, provoquant alors la production des

especes oxydatives (Ignarro, 1974 ; Vadivu et Lakshmi, 2008 ; 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 viabilité, la croissance et la reproduction des
cellules (Portier et al., 2007). De ce fait, des modéles divers ont été proposés et employés
pour examiner l'efficacité anti-inflammatoire 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).

L'exposition des érythrocytes aux substances nuisibles, comme le moyen hypotonique

aboutit a la lyse de sa membrane accompagnée par I’hémolyse et I'oxydation d'hémoglobine.
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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, I'afflux d'eau est plus grand que la fuite ainsi, I’eau pénétre dans
I’hématie (selon son gradient de concentration), qui se gonfle et devient sphérique. La
membrane cellulaire est relativement inélastique et rompt aprés seulement une augmentation
de volume tres légére, I’hématie subit ainsi I’hémolyse, qui provoque 1’ouverture des pores
membranaires, dénommés pores d’hémolyse, laissant la membrane cellulaire (le fantdme)
vide (Seeman, 1967 ; Kalavani et al., 2016).

Le maintien de la forme de disque biconcave des globules rouges est important pour
leur fonction. D’apres 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 élevée favorisera un taux accru de
glycolyse, qui accelérera la baisse du pH et ainsi, I'inhibition de synthése de I’ATP, qui est
utilisé pour le transport d’ions a travers la membrane cellulaire (principalement Na*, K* et
Ca®"), la phosphorylation des protéines membranaires et les principales réactions de la
glycolyse. Egalement, la concentration réduite de I’ATP méne  la perte de la déformabilité et
du volume cellulaire d'érythrocytes, qui sont étroitement liés au contenu intracellulaire de
calcium et a la sortie des microparticules. Aussi, la concentration intracellulaire du K* est
importante pour le maintien du contenu cellulaire en eau, ainsi la perte de K* cause la
déshydratation du globule rouge, qui aboutit a la densité accrue et le changement de la forme
membranaire d’une maniére irréversible (Shinde et al., 1999 ; Veal et al., 2011).

Le diclofenac, anti-inflammatoire non stéroidien, a été aussi testée et a démontré son
potentiel anti-hémolytique a 200 pg/mL. Ce médicament possede des propriétés analgésique,
antipyrétique et anti-inflammatoire. Cette derniére est liée a son inhibition de la synthése de
prostaglandines et de thromboxane, en inhibant ’action des deux isoformes de 1’enzyme
membranaire cyclo-oxygénase (COX-1 et COX-2), provoquant ainsi I’altération de la
fonction des plaquettes, en inhibant leur agrégation (Ahmad et al., 2013).
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De plus, les résultats obtenus par Ahmad et son équipe (2013) ont montré que les
anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), notamment le diclofenac, a des doses
importantes, modifient la réponse inflammatoire en inhibant 1’activation des neutrophiles et
d’autres cellules inflammatoires, bloquant ainsi la production d’enzyme telle que collagénase

et élastase.

Par ailleurs, le diclofenac, étant chargé négativement et son emplacement dans la
région polaire des phosphatidylcholines modifie les interactions électrostatiques entre le
phosphate des lipides et le groupement amine terminal. A des concentrations élevées, le
diclofenac perturbe la structure de la bicouche membranaire en déplacant les
phosphatidylcholines et les sphyngomyélines vers la monocouche intérieure, tandis que les
phosphatidylsérines et les phosphatidylethanolamines vers 1’extérieure. Ainsi, I’interaction du
diclofenac, essentiellement avec le phosphatidylcholine dans la monocouche intérieure de la
membrane des globules rouges, mene au changement de leur forme biconcave, ce qui
augmente leurs résistance a I’entrée dans les capillaires induisant la diminution du flux

sanguin, la perte d’oxygéne et des dégat tissulaires (Suwalsky et al., 2009).

En parallele, I’acide gallique a aussi fait ’objet de ce test anti-hémolytique, ou
’activité s’est avére trés élevée, et supérieur méme au médicament de synthéses, a savoir le

diclofenac.

Il a été rapporté que I’acide gallique et ses dérivés sont responsables de 1’inhibition de
la fixation du NF-«B, essentiels pour I’expression des cytokines pro-inflammatoires. De plus,
la capacité des tanins a inhiber la phospholipase A2 est déja établie, participant ainsi a
I’inhibition des prostaglandines et des leucotriénes,au cours de 1’inflammation (Glaser et al.,

1995; Kim et al., 2006 ; Chandra et al., 2007; Da Silva et al., 2008).

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-inflammatoire prouvé dans cette étude.

Plusieurs recherches ont rapporté ’effet de quelques molécules appartenant a la
famille des flavonoides et rapportée dans la composition chimique des feuilles de
Pistacialentiscus, sur I’inhibition de la cyclooxygénase (COX) et la lipooxygénase (LOX)
(quercetine et myricetine), I’inhibition de TNF-a et de NF-kB (luteolin), ’inhibition de la
réaction inflammatoire par le contrdle de la MAP kinase et/ou COX-2, I’inhibition de
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I’activation des STAT-1, NF-kB et I’expression d’iNOS ainsi que la production des NO
(genisteine) (Xagorari et al., 2001 ; Hamal&inen et al., 2007 ; 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 réactives. Ils sont
également capables de chélater les ions métalliques (largués a partir de leurs protéines de
fixation ou de transport) 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).De
plus ils pourraient agir en chélatant les métaux de transition tels que le cuivre et le fer
(Mladénka et al., 2011).
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Conclusion

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

chimique.

Pistacia lentiscus posséde un pouvoir pharmacologique, dont les indications
thérapeutiques sont nombreuses. L’activité anti-inflammatoire des extraits éthanoliques des
feuilles et des écorces des racines de Pistacia lentiscus a été évaluée, via le test de
stabilisation de la membrane des globules rouges, par induction de 1’hémolyse en exposant

ces derniers a un milieu hypotonique associé a une température élevée.

In vitro, les extraits éthanoliques des feuilles et des écorces des racines de Pistacia
lentiscus ont révélé une activité anti-hémolytique importante. Ces résultats ont été comparés
aux molécules de référence, I’acide gallique qui est un composé majoritaire de cette plante,

ainsi que le diclofenac comme anti-inflammatoire non stéroidien.

En effet, la stabilisation de la membrane des globules rouges, par les extraits
éthanoliques des feuilles et des écorces des racines de Pistacia lentiscus, pourrait étre liée a
leur composition chimique qui est riche en polyphénoles tels que ’acide gallique et les
flavonoides, possédant des propriétés antioxydante et anti-inflammatoire.

A TD’issue de cette étude, il ressort que, I’activité anti-hémolytique révélé par les
extraits éthanoliques pourrait avoir un effet sur la stabilité de la membrane lysosomale, qui
est semblable a celle des globules rouges, et pourrait empécher ainsi la sortie des constituants

lysosomals au cours de I’inflammation.

L’évaluation de 1’activité anti-inflammatoire des extraits de Pistacia lentiscus montre
que cette plante posséde un pouvoir pharmacologique, ce qui valide son usage traditionnel

pour le soulagement de diverses affections inflammatoires.

Ces études doivent étre orientées vers la détermination des mecanismes moléculaires
et cellulaires des composés actifs des extraits de Pistacia lentiscus, et 1’évaluation de leurs
effets sur le processus inflammatoire, ainsi que les enzymes impliquées dans la production des

especes oxygenées réactives.
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Résumé :

Pistacia lentiscus L. (Anacardiaceae) est une plante utilisée en médecine
traditionnelle dans le traitement des pathologies inflammatoires. Cette étude avait pour
objectif d’évaluer I’activité anti-inflammatoire des extraits éthanoliques des feuilles et des
écorces des racines de Pistacia lentiscus, sur un modele de stabilisation de la membrane des
globules rouges vis-a-vis de I’induction d’hémolyse, par hypotonie associée a une
température éleveée.

Les extraits ethanoliques des feuilles et des écorces des racines de Pistacia lentiscus,
a des concentrations de 90 et 100 pg/mg, ont exhibé d’une fagon significative, un effet anti-
hémolytique de I’ordre de 84.18 % et de 79.89 % respectivement pour les feuilles et les
écorces des racines.

Cet effet est comparable a celui révélé par 1’acide gallique, a la concentration de 40pug/mL
et nettement supérieur a I’effet démontré par le diclofenac.

Ces résultats valident scientifiquement 1’utilisation traditionnelle de Pistacia
lentiscus autant qu’un anti inflammatoire.

Mots clés : Inflammation, anti-inflammatoire, Pistacia lentiscus L., globule rouge, stabilité
membranaire, diclofenac, acide gallique.

Abstract :

Pistacia lentiscus L. (Anacardiaceae) is a traditional plant used for the treatment of
the inflammatory pathologies. This study aimed to estimate the anti-inflammatory activity of
leaf and root bark ethanolic extracts of Pistacia lentiscus, on a model of red blood cells
stabilization membrane towards the induction of hémolyse, by hypotonic solution associated
with a high temperature.

Leaves and root bark ethanolic extracts of Pistacia lentiscus, in concentrations of 90
and 100 pg / mg, showed in a significant anti-hémolytic activity of 84.1 and of 79.89 %,
respectively. This effect is comparable to that revealed by the Gallic acid, at the
concentration of 40ug / mL and clearly upper to the effect demonstrated by the diclofenac.

These results validate scientifically the traditional use of Pistacia lentiscus as much
as an inflammatory.

Key words : Inflammation, anti-inflammatory, Pistacia lentiscus L., red blood cell,
membrane stabilization, diclofenac, gallic acid.
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