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Introduction

Le stress oxydatif est un état pathologique où les systèmes de défense endogènes sont

dépassés et un excès de radicaux libres sont produits. Ces derniers sont des molécules

instables qui attaquent plusieurs macromolécules biologiques telles que les protéines, l’ADN

et les lipides.

Les lipides membranaires sont la cible de l’attaque par les radicaux libres, ce qui

déclenche une réaction en chaîne, appelée peroxydation lipidique. Celle-ci contribue à la

dégradation de la membrane en libérant des produits tels que les malondialdéhydes qui sont

dangereux car ils forment des adduits avec les protéines et l’ADN créant ainsi des mutations

(Poon et al., 2004). Les principales pathologies associées à la péroxydation lipidique sont les

cancers, maladies cardio-vasculaires et l’alzheimer (Reed et al., 2011).

Plus personne ne conteste aujourd'hui l'impact positif de la consommation de fruits et

légumes sur la santé. Consommés en quantité suffisante, ils aident à contrer les effets du stress

oxydant et plus spécifiquement la péroxydation lipidique ( Genot et Michalski ., 2010)

Pistacia lentiscus est une plante qui est très répondus en Algérie, elle fait partie de la

famille des anacardiaceaes , utilisé localement comme remède contre de nombreuses

pathologies telles que les ulcères d’estomac, les irritations et les affections de la gorge

(Abdelwahed et al., 2007).

Les travaux de Longo et al (2007) sur les anthocyanines, un groupe de flavonoïdes se

trouvant dans Pistacia lentiscus ont démontré leur potentiel antioxydant, confirmé par les

expériences de Atmani et al., (2009) où une activité considérable contre la peroxydation

lipidique a été constaté in vitro .

Ceci nous a amené à nous pencher sur l’étude des extraits des feuilles de Pistacia

lentiscus contre la peroxydation lipidique provoquée chez des souris de laboratoire. Cette

étude vise donc à valider les résultats obtenus dans l’étude in vitro.
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Dans des circonstances physiologiques normales, la cellule produit en permanence des

espèces réactives de l’oxygène (ERO). Le contrôle rigoureux de la formation et de

l’élimination de ces ERO est parfaitement maîtrisé par le système de défense endogène

antioxydant. Lorsque cet équilibre est rompu en faveur des radicaux libres, il survient un

stress oxydant (Martinez-Outschoorn et al., 2010). Le phénomène de stress oxydant est

impliqué dans de nombreuses pathologies humaines entre autres les maladies

neurodégenératives (Alzheimer, Parkinson), le syndrome de détresse respiratoire aigüe,

l’œdème pulmonaire (Ebrahimi et Schluesener., 2012) le diabète, le cancer et la cataracte

(Johnson et al., 2010).

I.1. Les radicaux libres

Le métabolisme cellulaire normal de l'oxygène produit de manière continue de faibles

quantités de dérivés réactifs de l'oxygène. Ceux-ci favorisent habituellement le bon

fonctionnement de l'organisme, mais leur excès peut être néfaste (Montserrat et al., 2010).

En effet, les radicaux libres sont des atomes, ou un groupe d'atomes, avec un nombre

impair d'électrons sur l’orbite extérieure, qui se forment en excès comme résultat du stress

oxydatif (Naskar et al, 2010). Cette structure électronique déséquilibrée leur confère une

grande réactivité qui peut causer des dommages sur les constituants organiques (Heuet

et Periwal., 2010).

I.2. Sources des radicaux libres

On distingue deux sources de radicaux libres (RL), les sources exogènes et les sources

endogènes.

I.2.1. Les sources exogènes

Les sources de production exogènes des RL peuvent être : l’exposition aux rayons

UV, les radiations ionisantes, la pollution et la fumée de cigarettes (Sen et al., 2010).

I.2.2. Les sources endogènes

Les voies les plus importantes de génération endogène des RL sont : la chaîne de

transfert des électrons située au niveau des mitochondries, la flambée respiratoire des cellules

phagocytaires, ces dernières étant indispensables à la défense immunitaire et l’activité des

enzymes de type oxydase (Rodrigo et al., 2011).
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I.2.2.1. La chaine respiratoire mitochondriale

Les mitochondries sont nécessaires pour la respiration cellulaire aérobie dont le but est

d’assurer une production d’énergie sous forme de molécules d’ATP à partir d’ADP et de

phosphate inorganique (Pi), mais conduisant en parallèle à la formation des ERO par une

fuite d’électrons au niveau des complexe I et III de la phosphorylation oxydative( figure 1)

(Brand., 2010, Montserrat et al., 2010).

Figure 1 : Mécanisme de transfert d’électrons dans la chaine respiratoire (Matsuzaki et al., 2009).

I.2.2.2. La réaction inflammatoire

L'inflammation est une source importante de radicaux oxygénés produits directement

par les cellules phagocytaires activées qui sont le siège d'un phénomène appelé explosion

oxydative et consistant en l'activation du complexe de la NADPH oxydase, enzyme capable

d'utiliser l'oxygène moléculaire pour produire de grandes quantités d'anions superoxydes au

niveau de la membrane cellulaire (figure 2) (Mathioudakis et al., 2011).

Figure 2 : Les différents radicaux libres résultants de l’activation du complexe NADPH oxydase
(Premasekharan et al., 2011).

Le tableau I suivant résume les différents types d’espèces réactives oxygénées, leurs rôles

physiologiques et leurs cibles biologiques.
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Tableau I : Les différentes espèces réactives

Les espèces
réactives de
l’oxygène
(ERO)

Structures
chimiques

1O2 (oxygène

singulet)

O.
2

- (l’anion

superoxyde)

H2O2 (le

peroxyde

d’hydrogène)

OH. (le radical

hydroxyle)

ROO. (le

radical

peroxyle) R -O-O˙ 

RO. (le radical

alcoxyle)

R-O˙ 

Comme l’indique le tableau ci

l’oxygène sur les molécules biologiques sont divers et nombreux. La peroxydation lipidique

est une conséquence de ces effets délétères et qui sera discuté dans le chapitre suivan
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Les différentes espèces réactives de l’oxygène (ERO).

Rôles physiologiques Cibles biologiques

limite l'induction de l’expression des
gènes dans les fibroblastes dermiques
humains par les rayons ultraviolets A
(UVA) (Klotz et al., 1999).

Les lipides dans la
peroxydation lipidique

L’ADN (Flourie et
2006).

intervient comme facteur oxydant dans
de nombreuses réactions (Milane et al.,
2005).

Attaquent l’ADN,

prot

(Gardès

2003)

utilisé par la myé1operoxydase pour
produire de l'hypochlorite qui permet de
tuer les micro-organismes pathogènes
(Goudable et al., 1997).

Il cible toutes les

molécules biologiques

(Halliwell.,

Initiateur dans l’auto-oxydation
lipidique (Milane et al., 2005).

attaquent toutes les
molécules biologiques
(Gardès
2003).

Produit de la deuxième étape de la
peroxydation lipidique (Rock, 2003).

Attaque
(Halliwell.,
Action sur les lipides
(Valko

Provoque la peroxydation lipidique
(Rock, 2003).

Alter les lipides (
et al

l’indique le tableau ci-dessus les effets délétères des espèces réactives de

l’oxygène sur les molécules biologiques sont divers et nombreux. La peroxydation lipidique

est une conséquence de ces effets délétères et qui sera discuté dans le chapitre suivan
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Cibles biologiques

Les lipides dans la
peroxydation lipidique

L’ADN (Flourie et al.,
2006).

Attaquent l’ADN,

protéines, lipides

Gardès-Albert et al.,

2003)

Il cible toutes les

molécules biologiques

(Halliwell., 2006).

attaquent toutes les
molécules biologiques
Gardès-Albert et al.,

2003).

Attaque les protéines
(Halliwell., 2006).
Action sur les lipides
(Valko et al., 2006).

Alter les lipides (Valko
al., 2007).

dessus les effets délétères des espèces réactives de

l’oxygène sur les molécules biologiques sont divers et nombreux. La peroxydation lipidique

est une conséquence de ces effets délétères et qui sera discuté dans le chapitre suivant.
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L’oxydation des lipides peut générer de nombreuses maladies telles que la maladie

d’Alzheimer ainsi que l’athérosclérose (Mense, 2009). C’est un mécanisme en chaîne qui

mène vers une dégradation des acides gras membranaires et la formation d’hydroperoxydes

instables (Partyka et al., 2011). Différents facteurs sont responsables de ce phénomène.

II.1. Facteurs influençant l’oxydation des lipides

Ils peuvent être divisés en deux parties, facteurs intrinsèques et facteurs extrinsèques.

II.1.1. Les facteurs intrinsèques

Ce sont des facteurs cellulaires qui activent certaines réactions initiatrices de la

peroxydation lipidique. On en cite :

II.1.1.1. Les métaux de transition

Les métaux de transition jouent un rôle important dans la génération du radical OH .

par les réactions de Fenton (1) et Haber- Weiss (2) (Mattson., 2009). Ce dernier est considéré

comme l’initiateur de la lipopéroxydation. Les principaux métaux de transition sont le fer et le

cuivre (Brzonova et al., 2011).

Fe 2+ + H2O2 Fe 3+ + OH − + OH• (1) (Takatsuka et al., 2011)

O2
•− +H2O2 O2 + OH•+OH− (2) (Flora., 2009)

II.1.1.2. Les formes actives de l’oxygène

La réaction de l’oxygène avec les acides gras insaturés est rendue possible par trois

types de mécanismes :

-Voies d’auto-oxydation qui résultent du départ d’un hydrogène d’une chaîne d’acide gras

sous l’influence de différents initiateurs (Aranda et al., 2009).

-La formation d’oxygène singulet capable de réagir directement avec les chaines des acides

gras (la photo-oxydation) (Zhang et al.,2008).

-Action d’enzymes permettant la fixation de l’oxygène. Les deux enzymes principalement

impliquées sont la lipoxygénase et la cyclooxygénase (Grassi et al., 2010). La lipoxygénase

catalyse l’intersection de l’O2 sur un acide gras insaturé. Son activité est souvent couplée avec

celle des lipases et phospholipases (figure 3) (Pokorny et al., 2001, Dwiecki et al., 2012).

D’autre part la cyclooxygénase, une enzyme activant la voie de synthèse de l’acide
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arachidonique et des prostaglandines, incorpore deux molécules d’oxygène au niveau d’un

acide gras pour former des hydroperoxydes spécifiques (Wenjin et al., 2010).

Figure 3 : Mécanisme d’initiation de la peroxydation lipidique par l’activité lipoxygénasique
(German et Kinsella., 1985)

II.1.2. Les facteurs extrinsèques

Ils sont divisés en plusieurs dont les plus importants :

II.1.2.1. Facteurs environnementaux

II.1.2.1. La température

L’oxydation des lipides est plus rapide avec l’augmentation de la température. En plus,

à des températures élevées (de l’ordre de 70°C), il y a dénaturation des protéines, notamment

la myoglobine qui relargue le fer et le rend disponible pour initier l’oxydation (Eymard,

2003 ; Grim et al., 2010) .

II.1.2.2. L’activité de l’eau

L’eau permet la mobilisation de substances pro-oxydants ou antioxydants en

interagissant avec les cations métalliques et les rendant plus ou moins disponibles pour la

catalyse des réactions d’oxydation (Frankel, 1998).
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II.2. Mécanisme général de la peroxydation des lipides

L’oxydation des lipides est une réaction auto-catalytique. Il s’agit d’un

enclenchement de réactions radicalaires se déroulant en trois étapes illustrées dans la figure 4

(Genot et al., 2010).

II.2.1. Initiation

En présence d’un initiateur comme le radical OH, les lipides insaturés (LH) perdent

un atome d’hydrogène pour former un radical libre lipidique (L˙) ou radical alkyl (figure 4)

(Catalá ., 2009).

II.2.2. Propagation

Les radicaux libres formés dans la première étape (L.) fixent l’oxygène moléculaire et

forment des radicaux libres peroxyles instables (LOO.) qui peuvent réagir avec une nouvelle

molécule d’acide gras pour former des hydroperoxydes (figure 4) (Fagali et al., 2009).

II.2.3.Terminaison

Tous les radicaux formés dans les étapes précédentes réagissent entre eux et donnent

un produit non radicalaire (figure 4) (Galleano et al., 2010).

Figure 4 : schéma général de l’oxydation des lipides (Michel, 2008).

Phases d’initiation, de propagation et de terminaison de la peroxydation lipidique. LH : acide gras polyinsaturé,

L• : radical lipidique; LOO• : radical peroxyle ; LOOH: hydroperoxyde; LO•: radical alkoxyle; OH•:radical

hydroxyle; O2:oxygène.
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II.3. Méthodes d’évaluation de la peroxydation lipidique

Dans une première étape l’oxydation des lipides conduit à la formation de produits

primaires : les hydroperoxydes, diènes conjugués qui sont très instables et rapidement

décomposés en produits secondaires: aldéhydes, alcools et cétones. La deuxième étape se

traduit par l’évolution des hydroperoxydes en composés secondaires d’oxydation,parmi

lesquels on peut citer le dialdéhyde malonique (ou malondialdéhyde ou MDA), le

4-hydroxynonénal (4-HNE), ou aux isoprostanes (figure 5) (Michel., 2008). .

Figure 5 : produits terminaux formés lors de la peroxydation (Favier , 2003).

II.3.1. Mesure des produits secondaires

Ces méthodes sont basées sur les produits d’oxydation (Laguerre, 2007).

II.3.1.1. Test de l’acide thiobarbiturique (TBA)

Le MDA est le produit majeur de la peroxydation lipidique. Il est produit lors de la

coupure des acides gras polyinsaturés possédant au moins trois doubles liaisons comme

l’acide arachidonique, et l’acide gamma-linolénique) (Chen et al., 2011). La réaction de TBA

avec le malondialdéhyde (MDA) résulte en la formation d’un chromophore rose détecté par

un spectrophotomètre à une absorbance de 532 nm. Ce complexe coloré est le résultat de la
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condensation de deux molécules de TBA et une molécule de MDA (Prasad et al., 2011) .

Néanmoins cette méthode n’est pas totalement fiable car la réaction TBA-MDA n’est pas

spécifique. La molécule de TBA peut réagir avec d’autres molécules carbonyles. D’où la

nécessité de procéder à une chromatographie liquide sous haute pression (HPLC) qui détecte

seulement les complexes TBA-MDA (Poon et al., 2004).

II.3.1.2. Test sur les hydrocarbures volatils

Mesurant les traces des hydrocarbures volatils, produits par voie de scission c’est une

méthode totalement non envahissante pour mesurer la peroxydation lipidique chez les animaux

et les humains. L'éthane et le pentane dérivés des hydroperoxydes peuvent être détectés par

chromatographie en phase gazeuse (GC) avec un détecteur d'ionisation de flamme. Le

problème majeur avec cette analyse est que les hydrocarbures volatils peuvent provenir de

sources autres que le foie. En fait, certaines études ont suggéré que les bactéries intestinales

peuvent produire des quantités significatives de ces hydrocarbures in vivo (Sorkhoh et al.,

2011).

II .3.1.3.Test révélateur des isoprostanes

Les isoprostanes F2 appartiennent à la famille des eicosanoïdes. Ils résultent de

l’oxydation de l’acide arachidonique. Le 8-épi-PGF2a est l’isomère majoritaire. Il peut être

mesuré notamment dans les urines et est considéré actuellement comme le marqueur de

référence de la peroxydation lipidique in vivo. Pour être fiables ces marqueurs doivent être

mesurés par chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse. Pour

cela ils doivent être transformés en dérivés sous forme d’esters de pentafluorobenzyl, et

d’ethers triméthylsilyl (Daughton ., 2012).

L’organisme dispose de systèmes de protection contre le stress oxydatif en général et la

peroxydation lipidique en particulier : les antioxydants qui sont discutés dans le prochain

chapitre.
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Malgré d'énormes progrès dans la médecine moderne aucun traitement efficace n'est

encore disponible, qui stimulerait les fonctions du foie et offrirait une protection contre les

dommages oxydatifs ou l'aiderait à régénérer les cellules hépatiques. Seulement des défenses

naturelles peuvent exister contre la peroxydation lipidique, parmi eux, les antioxydants

naturels (Moselhy et al., 2010)

III.1.Définition

Un antioxydant est une substanc

substrat (Adil et al., 2007,Nagababu et

d’antioxydants, enzymatiques et non enzymatiques.

III.2. Les antioxydants enzy

C’est un système de défense endogène réduisant les espèces réactives de l’oxygène

(ERO) issues de réactions redox en molécules stables et moins réactives

2004). Les principaux constituants sont

III.2.1. La superoxyde dismutase

L’organisme dispose de la SOD pour lutter contre l’excès de l’anion superoxyde,

suivant la réaction montrée dans la figure

III.2.2. La catalase (CAT)

C’est une enzyme qui agit en synergie avec la superoxyde dismutase (SOD) en

éliminant le H2O2 le transformant en eau et oxygène (figur

III.2.3.La glutathion peroxydase

La glutathion peroxydase (GPx) réduit le peroxyde d’hydrogène et les hydroperoxydes

lipidiques (figure 6). C’est une enzyme

cofacteur le transformant en glutathion oxydé (GSSG)

Figure 6 : systèmes antioxydants enzymatiques
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Malgré d'énormes progrès dans la médecine moderne aucun traitement efficace n'est

encore disponible, qui stimulerait les fonctions du foie et offrirait une protection contre les

oxydatifs ou l'aiderait à régénérer les cellules hépatiques. Seulement des défenses

naturelles peuvent exister contre la peroxydation lipidique, parmi eux, les antioxydants

., 2010).

Un antioxydant est une substance qui inhibe, à faible concentration, l’oxydation d’un

Nagababu et al., 2010). On peut distinguer deux principaux groupes

d’antioxydants, enzymatiques et non enzymatiques.

.2. Les antioxydants enzymatiques

C’est un système de défense endogène réduisant les espèces réactives de l’oxygène

(ERO) issues de réactions redox en molécules stables et moins réactives

Les principaux constituants sont :

. La superoxyde dismutase (SOD)

de la SOD pour lutter contre l’excès de l’anion superoxyde,

éaction montrée dans la figure 6 (Mourao et al., 2009).

(CAT)

C’est une enzyme qui agit en synergie avec la superoxyde dismutase (SOD) en

le transformant en eau et oxygène (figure 6) (El-Beshbishy et

I.2.3.La glutathion peroxydase (GPX)

La glutathion peroxydase (GPx) réduit le peroxyde d’hydrogène et les hydroperoxydes

C’est une enzyme qui utilise le glutathion réduit (GSH) comme

cofacteur le transformant en glutathion oxydé (GSSG) (Gudmundsdóttir et

: systèmes antioxydants enzymatiques (Manna et al.,

Chapitre III : Les antioxydants

Malgré d'énormes progrès dans la médecine moderne aucun traitement efficace n'est

encore disponible, qui stimulerait les fonctions du foie et offrirait une protection contre les

oxydatifs ou l'aiderait à régénérer les cellules hépatiques. Seulement des défenses

naturelles peuvent exister contre la peroxydation lipidique, parmi eux, les antioxydants

e qui inhibe, à faible concentration, l’oxydation d’un

On peut distinguer deux principaux groupes

C’est un système de défense endogène réduisant les espèces réactives de l’oxygène

(ERO) issues de réactions redox en molécules stables et moins réactives (Vamecq et al.,

de la SOD pour lutter contre l’excès de l’anion superoxyde,

C’est une enzyme qui agit en synergie avec la superoxyde dismutase (SOD) en

Beshbishy et al., 2011).

La glutathion peroxydase (GPx) réduit le peroxyde d’hydrogène et les hydroperoxydes

utilise le glutathion réduit (GSH) comme

(Gudmundsdóttir et al., 2008).

., 2011)
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III.3. Les antioxydants n

C’est un système exogène constitué de composés apportés en général par

l’alimentation et ayant pour rôle essentiel la neutralisation des effets toxiques des ERO en

captant l’électron radicalaire (Kaechlin

III.3.1. La vitamine E

La vitamine E, (ou α-tocophérol) (figure

surtout dans les huiles végétales, les fruits, les légumes,…etc.

insaturés au niveau des membranes cellulaires par le piégeage d

suivant la réaction (3) (Sivam et

ROO˙   +    α-TH

Elle fait aussi partie des tocophérols les plus efficaces

capter les radicaux superoxyde (O

singulet (O˙) (Cuvelier et al., 2003,

Figure 7 : Structure chimique de la

III.3.2. La vitamine C

La vitamine C ou acide ascorbique

radicaux hydroxyles (OH˙), superoxydes (O

peu réactif (Meagher, 1999, Wambi et

peroxydation lipidique en régénérant la vitamine E oxydée

concentration et en présence du fer, pro

al.,2010).
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Les antioxydants non enzymatiques

C’est un système exogène constitué de composés apportés en général par

l’alimentation et ayant pour rôle essentiel la neutralisation des effets toxiques des ERO en

(Kaechlin-Ramonatxo, 2006).

tocophérol) (figure 7) est une vitamine liposoluble qu’on trouve

surtout dans les huiles végétales, les fruits, les légumes,…etc. Elle protège les acides gras

insaturés au niveau des membranes cellulaires par le piégeage des radicaux peroxyles ROO

Sivam et al., 2010).

TH                           ROOH      +      α-T

Elle fait aussi partie des tocophérols les plus efficaces in vivo car elle est capable de

capter les radicaux superoxyde (O˙2), les radicaux hydroxyles (OH˙) ainsi que l’oxygène

., 2003, Ting Lam et al.,2010).

Structure chimique de la vitamine E (Sivam et al.,

C ou acide ascorbique est un antioxydant qui réagit directement avec les

), superoxydes (O2˙ˉ) et peroxyles (ROO˙) formant ainsi un radical

Wambi et al., 2008) de plus la vitamine C inhibe également la

peroxydation lipidique en régénérant la vitamine E oxydée (figure 8), et peut devenir à forte

concentration et en présence du fer, pro-oxydante (Rietjens et al. , 2002,

Chapitre III : Les antioxydants

C’est un système exogène constitué de composés apportés en général par

l’alimentation et ayant pour rôle essentiel la neutralisation des effets toxiques des ERO en

) est une vitamine liposoluble qu’on trouve

Elle protège les acides gras

es radicaux peroxyles ROO˙ 

T (3) (Ré, 2005)

car elle est capable de

) ainsi que l’oxygène

2010)

est un antioxydant qui réagit directement avec les

) formant ainsi un radical

la vitamine C inhibe également la

, et peut devenir à forte

, 2002, Ting Lam et
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Figure 8 : vitamine C (AscH−

vitamine E par la vitamine C (

III.3.3. Les caroténoïdes

Les caroténoïdes sont des pigments liposolubles représentés principalement par les

carotènes, le lycopéne et la lutéine. Leur activité antioxydant s’exerce à travers leur habilité à

inactiver l’oxygène singulet

photochimique, permettant ainsi une protection vis

ultraviolets de la lumière solaire

1O2+ β-carotène ³O

III.3.4. La bilirubine totale

La bilirubine (BR)

processus, l'oxydation de l'hème

mesohydroxy hème, qui, dans

biliverdine (BV). Chez les mammifères et

rapidement en BR par le NADPH

Le BR est un antioxydant, potentiellement utile dans la protection cellulaire contre

les ERO. A des concentrations élevées cet

hépatiques, le taux de cette protéine doit augmenter

mécanismes qui règlent les niveaux cellulaires de BR sont encore mal connus (

al., 2011).
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−) interagissant avec le radical peroxyl (ROO·) et régénération de la

vitamine E par la vitamine C (Lü al., 2010).

Les caroténoïdes sont des pigments liposolubles représentés principalement par les

et la lutéine. Leur activité antioxydant s’exerce à travers leur habilité à

inactiver l’oxygène singulet (1O2) (réaction 4) qui est formé au cours d’une réaction

photochimique, permettant ainsi une protection vis-à-vis des dommages induits par les rayons

ultraviolets de la lumière solaire (Curtay et Robin, 2000, He et al., 2012).

carotène ³O2+ β-carotène*    (4 )   (Cillard et Cillard,

totale

est un pigment dérivé du catabolisme de l'hème

de l'hème, catalysée par l’hème oxygénase, conduit à la formation de

qui, dans une série ultérieure de réactions est converti en

Chez les mammifères et autres vertébrés certains

par le NADPH / biliverdine réductase (BVR) (McDonagh.,

Le BR est un antioxydant, potentiellement utile dans la protection cellulaire contre

les ERO. A des concentrations élevées cet antioxydant est cytotoxique. En cas de lésions

hépatiques, le taux de cette protéine doit augmenter (Richards et al., 2010)

mécanismes qui règlent les niveaux cellulaires de BR sont encore mal connus (

Chapitre III : Les antioxydants

) interagissant avec le radical peroxyl (ROO·) et régénération de la

Les caroténoïdes sont des pigments liposolubles représentés principalement par les β-

et la lutéine. Leur activité antioxydant s’exerce à travers leur habilité à

qui est formé au cours d’une réaction

vis des dommages induits par les rayons

(Cillard et Cillard, 2006)

catabolisme de l'hème. Dans ce

l’hème oxygénase, conduit à la formation de

est converti en fer, CO, et

BV sont réduites

McDonagh., 2010).

Le BR est un antioxydant, potentiellement utile dans la protection cellulaire contre

. En cas de lésions

2010) Cependant, les

mécanismes qui règlent les niveaux cellulaires de BR sont encore mal connus (Abu-Bakar et



Partie théorique Chapitre III : Les antioxydants

13

III.4. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques ou polyphénols sont des métabolites végétaux secondaires

caractérisés par la présence d'un cycle aromatique portant des groupements hydroxyles libres

ou engagés avec un glucide. Ils sont impliqués dans de nombreux processus physiologiques

comme la croissance cellulaire, la germination des graines ou la maturation des fruits (Tsao.,

2010).

L'intérêt de ces composés pour notre organisme se base sur leurs propriétés

antioxydants, anti-inflammatoires, antimutagènes et anticancéreuses (Singh et al, 2007).

Selon Bruneton (2008), les polyphénols sont divisés en plusieurs classes les plus

représentés étant les acides phénols, les flavonoïdes, et les tanins.

III.4.1. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques sont formés d'un squelette à sept atomes de carbone et un

groupement carboxylique (Balasundram et al., 2006). Ils sont divisés en deux sous-classes les

acides benzoïques et les acides cinnamiques, dont leurs structures de bases sont illustrées

dans les figures 9 suivantes :

Figure 9 : structures de bases (A) acides benzoïques, (B) acides cinnamiques (Macheix et al., 2006).

III.4.2. Les flavonoïdes

Les flavonoïdes (du latin flavus, jaune) sont des substances généralement colorées

répandues chez les végétaux; Ils sont dissous dans la vacuole à l'état d'hétérosides ou comme

constituants de plastes particuliers, les chromoplastes (D’Archivio et al, 2007).

La structure de base des flavonoïdes est illustrée dans la figure 10.

(A)

R1

R3

R4

R2

COOH

R1

R2

R3

COOH

(B)



Partie théorique

Figure 10 : Structure de base des flavonoïdes (

III.4.3. Les tannins

Les tanins sont des polyphénols

les écorces d'arbre et les fruits (raisin, datte, café, cacao...). Leur structure complexe est

formée d'unités répétitives monomériques qui varient par leurs centres asymétriques ainsi que

leur degré d’oxydation (Bruneton, 2008).

Les tanins sont divisés en deux groupes

- Les tanins condensés, formés de proanthocyanidines (sous forme d'oligomères)

(Bruneton, 2008).

- Les tanins hydrolysables sont constitués d’esters de

(Macheix et al., 2006).

III.5. Mécanismes d’inhibition de la peroxydation lipidique par les

polyphénols

II.5.1. Les chélateurs du fer

Les polyphénols possèdent des groupes hydroxyles

capables de se lier en particulier à des

composés phénoliques est probablement liée au caractère nucléophile élevé des cycles

aromatiques (Kim et al., 2011)

chélater permet d’empêcher

puisque cette réaction produit le radical OH, un des initiateurs principaux de cette réaction en

chaîne (Takatsuka et al., 2011

II.5.2. Les antioxydants chain

Ce sont des antioxydants qui réagissent le plus souvent avec les radicaux péroxyles

(ROO.) ou alcoxyles (RO.), interrompant ainsi la propagation de la peroxydation lipidique

(Roginsky et al., 2009). Ils peuvent agir selon deux mécanismes

Partie théorique Chapitre III : Les antioxydants
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: Structure de base des flavonoïdes (Bruneton., 2008).

Les tanins sont des polyphénols que l'on trouve dans de nombreux végétaux tels que

les écorces d'arbre et les fruits (raisin, datte, café, cacao...). Leur structure complexe est

formée d'unités répétitives monomériques qui varient par leurs centres asymétriques ainsi que

(Bruneton, 2008).

Les tanins sont divisés en deux groupes :

Les tanins condensés, formés de proanthocyanidines (sous forme d'oligomères)

Les tanins hydrolysables sont constitués d’esters des acides phénols et de glucose

., 2006).

III.5. Mécanismes d’inhibition de la peroxydation lipidique par les

Les chélateurs du fer

possèdent des groupes hydroxyles (OH) et carboxyle

n particulier à des ions de fer, cette capacité générale de chélation des

est probablement liée au caractère nucléophile élevé des cycles

2011). Le fer étant un métal de transition, cette capacité de le

chélater permet d’empêcher la réaction de Fenton et prévient ainsi la lipop

puisque cette réaction produit le radical OH, un des initiateurs principaux de cette réaction en

., 2011).

es antioxydants chain-breaking

Ce sont des antioxydants qui réagissent le plus souvent avec les radicaux péroxyles

, interrompant ainsi la propagation de la peroxydation lipidique

. Ils peuvent agir selon deux mécanismes :

Chapitre III : Les antioxydants

Bruneton., 2008).

que l'on trouve dans de nombreux végétaux tels que

les écorces d'arbre et les fruits (raisin, datte, café, cacao...). Leur structure complexe est

formée d'unités répétitives monomériques qui varient par leurs centres asymétriques ainsi que

Les tanins condensés, formés de proanthocyanidines (sous forme d'oligomères)

s acides phénols et de glucose

III.5. Mécanismes d’inhibition de la peroxydation lipidique par les

et carboxyles (COOH),

, cette capacité générale de chélation des

est probablement liée au caractère nucléophile élevé des cycles

Le fer étant un métal de transition, cette capacité de le

la réaction de Fenton et prévient ainsi la lipoperoxydation

puisque cette réaction produit le radical OH, un des initiateurs principaux de cette réaction en

Ce sont des antioxydants qui réagissent le plus souvent avec les radicaux péroxyles

, interrompant ainsi la propagation de la peroxydation lipidique
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III.5.2.1. Les donneurs d’hydrogène

Ces antioxydants sont principalement susceptibles de céder un hydrogène au radical

alcoxyle (RO.) ou peroxyle(ROO

la propagation de la peroxydation lipidique tel que le tocophérol qui donnera un radical

tocophéroxyle après oxydation, ce dernier

(Cicerale et al., 2010).

III.5.2.2. Les antioxydants sacrifiés

Ils concernent des molécules elles même radicalaires qui réagissent avec le radicaux

peroxyles (ROO.) ou alcoxyles

sont connus pour se combiner avec les radicaux peroxyles

monoxyde d’azote (NO) et l’anion superoxyde (O

LOO° + °NO LOONO

LO° + °NO LONO

III5.3. Les désactivateurs de l’oxygène singulet

Ils peuvent agir par désactivation chimique en se fixant sur

acide gras pour donner un hydroperoxyde ou encor

l’énergie d’excitation sans provoquer un changement chimique

2010).

Figure 11 : structure primaire d'oxydation

l'oxygène
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Les donneurs d’hydrogène

Ces antioxydants sont principalement susceptibles de céder un hydrogène au radical

(ROO.). Le radical formé doit être suffisamment stable pour inhiber

la propagation de la peroxydation lipidique tel que le tocophérol qui donnera un radical

oxydation, ce dernier évoluera en tocophérylquinone qui est plus stable

Les antioxydants sacrifiés

Ils concernent des molécules elles même radicalaires qui réagissent avec le radicaux

(RO.) pour donner des produits non radicalaires. Deux radicaux

sont connus pour se combiner avec les radicaux peroxyles suivant les réactions (5) et (6)

monoxyde d’azote (NO) et l’anion superoxyde (O2
-) (Cillard et Cillard ,2006).

LOO° + °NO LOONO (5)

LO° + °NO LONO (6)

es désactivateurs de l’oxygène singulet

ls peuvent agir par désactivation chimique en se fixant sur une molécule tel qu’un

acide gras pour donner un hydroperoxyde ou encore par désactivation physique éliminant

l’énergie d’excitation sans provoquer un changement chimique voire figure

d'oxydation et produits de la β-carotène avec des espèces

l'oxygène. O1
2: O2 (1Δg) (Terao et al., 2010) .

Chapitre III : Les antioxydants

Ces antioxydants sont principalement susceptibles de céder un hydrogène au radical

. Le radical formé doit être suffisamment stable pour inhiber

la propagation de la peroxydation lipidique tel que le tocophérol qui donnera un radical

évoluera en tocophérylquinone qui est plus stable

Ils concernent des molécules elles même radicalaires qui réagissent avec le radicaux

pour donner des produits non radicalaires. Deux radicaux

suivant les réactions (5) et (6) : le

) (Cillard et Cillard ,2006).

une molécule tel qu’un

par désactivation physique éliminant

voire figure 11(Bouayed et al.,

avec des espèces réactives de
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0IV. Matériels et méthodes

IV.1. Matériel végétal

IV.1.1. Récolte des feuilles de Pistacia lentiscus

Les feuilles de Pistacia lentiscus(figure 12) ont été récoltées, en Juillet 2011, dans un endroit

isolé loin de toute perturbation et de pollutionsitué dans la forêt d’Azru’n Bechar, Amizour,

Wilaya de Bejaia. La classification et certaines caractéristiques de cette plante sont

mentionnées dans le tableau II ci-dessous.

Tableau II: Quelques caractéristiques de Pistacia lentiscus(Baba- Aissa, 2002).

Nom scientifique

Espèce

Parties utilisées et

localisation

Nom local Classification

Pistacia lentiscus Fruits et feuilles

Espèce méditerranéenne

très commune dans les

forêts de toute l’Algérie

septentrionale

Amadagh,

Thidekth

Division : Sapindales

Ordre : Magnoliophyta

Famille : Anacardiaceae

Genre : Pistacia

Figure 12: Photographie des feuilles de Pistacia lentiscus
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IV.1.2. Usage et effet thérapeutique des feuilles de Pistacia lentiscus:

Les feuilles du lentisque sont utilisées, en médecine traditionnelle pour leurs

propriétés astringentes. Cependant, sa principale utilité vient de l’extraction de sa résine

aromatique, qui est employée comme vernis, ciment dentaire, ainsi que gomme à mastique

(Baba-Aissa, 2000).

Le lentisque a une large utilisation au Maghreb et depuis très longtemps par les

populations rurales qui utilisent ses feuilles et ses fruits. En Algérie, il sert

commevulnéraire,dans le traitement d'eczéma, la diarrhée, les infections de gorge, les calculs

rénaux, l'ictère, l'asthme l’ulcère d’estomac, et comme anti-inflammatoire (Djerrou et al.,

2010; Bhouri et al., 2010).

IV.1.3. Séchage des feuilles

Les feuilles de Pistacia lentiscus ont été séchées pendant la période de juillet- Août 2011 à

température ambiante dans un endroit ombragé et loin de la lumière vive.

IV.1.4. Broyage et tamisage

Les feuilles de Pistacia lentiscus ont été broyées par un broyeur de marque Ika Labortechnik

et tamisées pour récupérer une poudre fine de diamètre <63µm.

IV.1.5. Extraction

Une extraction sélective à plusieurs solvants a été entreprise selon le protocole de

Chiang et al. (1994) avec quelques modifications. La poudre fine de la plante Pistacia

lentiscus (500g) a été macérée dans l’éthanol à 96% pendant 24h, avec un rapport depoudre :

éthanol de 1:4. Après décantation de la solution pendant 24h, une centrifugation de 1500g/min

a été effectuée, ensuite le surnageant a été versé dans des cristallisoirs afin de subir un

séchage à l’air libre jusqu’à stabilisation du poids sec de l’extrait. La deuxième étape de

l’extraction a été réalisée en mettant cet extrait dans un mélange d’acétate d’éthyle: eau (3 :1)

(v/v). Après 24 heures de macération, la décantation subséquente a donné naissance à deux

phases distinctes (organique et aqueuse). La troisième étape consiste en la macération de

l’extrait organique de l’acétate d’éthyle dans un mélange de solvant (chloroforme/eau)(3 :1)

(v/v), les phases résultantes ont été séparées et séchées.

Le pourcentage d’extraction de chaque étape est calculé par la formule suivante :
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Taux d’extraction (%) = [(P- P0)/E] x 100% avec

P : poids de l’extrait après évaporation et séchage
P0 : poids vide du cristallisoir ou boite de pétri
E : poids de la poudre ou l’extrait de l’étape précédente

IV.2. Matériel animal

Les souris mâles albinos ont été fournies par l’institut Pasteur (Alger) et mises dans

des cages. Les souris (17-35 g) ont été laissées pour une période d’adaptation de sept jours,

gardées à une température de 25°C tout en respectant un cycle de 12 h de lumière et 12h

d’obscurité. Les principes de l’éthique de l’expérimentation animale ont été respectés.

L’effet hépatoprotecteur de l’extrait aqueux d’acétate d’éthyle des feuilles de Pistacia

lentiscus est réalisé selon le protocole de Naskar et ses collaborateurs (2010), avec quelques

modifications. Les souris ont été séparées en lots de 5 individus et ont été maintenues avec

accès libre à l’eau et à l’alimentation (aliment à bouchon) pendant une semaine avant le début

de l’expérimentation.

Groupe I : lot témoin normal (contrôle négatif) administration d’eau physiologique (0,9%

NaCl ; 0,3ml)

Groupe II : lot témoin CCl4 (control positif) administration d’eau physiologique (0,9%

NaCl)+ CCl4

Groupe III : lot standard administration de  α-tocophérol (50mg/Kg de souris;0,3ml) pendant 

7 jours

Groupe IV : lot expérimental administration de l’extrait de feuilles de Pistasia

lentiscus(50mg/kg souris ; 0,3 ml) pendant 7 jours

Groupes II à IVont reçu une solution de 1 ml/Kg de CCl4 : paraffine (2 :1) 2 h après avoir été

gavées par l’extraitet le standard le premier jour et chaque 72h après.

IV.3.Test de toxicité

Afin d’éviter l’éventuel risque de toxicité lors des tests biologiques, il étaitnécessaire

de réaliser des essais de toxicité selon la méthode modifiée de Sosa-Sequera et al., (2010).

Pour cela, un lot de quatre sourismâles et femelles ont reçu pendant trois jours et par voie

intra-gastrique l’extrait aqueux d’acétate d’éthyle (125 mg/kg de souris), solubilisé dans de
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l’eau physiologique (0,9% NaCl)

manière de l’eau physiologique

Lot I: extrait aqueuxd’acétate

Lot II : eau physiologique.

Les souris ont été pesées un jour avant et pendant les trois jours del’expérience et

observées pendant ces trois jours pour détecter des

de comportement, une perte de poids ou mortalité.

IV.4. Test de l’acide thiobarbiturique

Cette technique est basée sur la révélation des malondialdéhydes (MDA) par l’acide

thiobarbiturique (TBA), le complexe des deux mène à la

détecté par spectrophotométrie à 535 nm

Figure 13: formation du complexe chromogène par la réaction du TBA avec MDA

D’après la méthode modifiée de Harish et

lavé avec de l’eau physiologique glacée (

du foie, un volume d’une solution

suite à laquelle une centrifugation
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(0,9% NaCl), auxquelson a comparé à un lot témoin quia reçu de la même

physiologique (0,9% NaCl).

d’acétate éthyle (125mg/kg/jour).

Les souris ont été pesées un jour avant et pendant les trois jours del’expérience et

observées pendant ces trois jours pour détecter des signes de toxicité tels qu’un changement

de comportement, une perte de poids ou mortalité.

acide thiobarbiturique(TBA)

Cette technique est basée sur la révélation des malondialdéhydes (MDA) par l’acide

le complexe des deux mène à la formation d’un chromophore rose

détecté par spectrophotométrie à 535 nm selon la figure 13.

: formation du complexe chromogène par la réaction du TBA avec MDA
(Antolovich, 2001).

D’après la méthode modifiée de Harish et Shivanandappa (2006), l

de l’eau physiologique glacée (0.9% NaCl). Après une homogénéisation manuelle

un volume d’une solution tampon phosphate à10% p/v (0.1M, pH

suite à laquelle une centrifugation pendant 10 min à 4°C a été effectuée.

Matériels et Méthodes

quia reçu de la même

Les souris ont été pesées un jour avant et pendant les trois jours del’expérience et

signes de toxicité tels qu’un changement

Cette technique est basée sur la révélation des malondialdéhydes (MDA) par l’acide

formation d’un chromophore rose

: formation du complexe chromogène par la réaction du TBA avec MDA

), le foie excisé a été

NaCl). Après une homogénéisation manuelle

/v (0.1M, pH de 7.2)a été ajouté
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L’addition de 2 ml TCA/TBA (TBA 0.67% dans TCA) à 1 ml du surnageant récupéré et

le chauffage pendant 15 min dans un bain-marie à 100°C a permis l’apparition d’une couleur

rose dont l’absorbance a été mesurée à 535 nm.

Le taux de MDA est exprimé en nmoles/mg de protéines calculé en utilisant le

coefficient d’extinction du complexe MDA/TBA de 1,56 x 105.La concentration en protéines

des homogénats de foie obtenus pour chaque échantillon après la centrifugation a été

déterminée suivant la méthode de Bradford (1976) enutilisant la BSA(bovine serum albumin)

comme standard (courbe d’étalonnage) ( voir annexe 1).

IV.5. Détermination de la bilirubine totale

Le sang des souris sacrifiées a été prélevé et centrifugé à 4000 g pendant 10 min, le

sérum récupéré a été testé pour déterminer la bilirubine totale en utilisant un kit commercial.

Le taux de bilirubine est exprimé en mg/dl.

VI.6.Poids relatifs des foies

Les foies des souris ont été pesés après leurs excision et la corrélation entre les poids

relatifs des foies (poids du foie/ poids de la souris) a été déterminée afin de révéler si la

peroxydation lipidique a causé une inflammation ou nécrose des foies des souris.

VI.7. CorrélationEntre les poids des souris et la peroxydation lipidique

Des corrélations entre les poids des souris et la peroxydation lipidique ont été réalisées afin

d’établir si une augmentation de la LPO a causé une diminution des poids des souris.

VII .8. Analyse statistique

Les résultats des tests sont des moyennes de n=5 ± SEM. L’analyse statistique a été

réalisée avec le logiciel Statistica en appliquant le test «ANOVA-MANOVA» et la

comparaison des données est considérée significative avec p < 0,05.
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V. Résultats et discussions

V.1. Les taux d’extraction

Les procédés d’extraction des antioxydants phytochimiques à partir des plantes

médicinales constituent une étape cruciale, car elle est déterminante de la qualité et de la

quantité de principes actifs recherchés, qui reflètent directement leurs activités

pharmacologiques (Ben Sghaier et al., 2011). Plusieurs facteurs peuvent influencer les taux

d’extraction: la structure chimique des composés, la granulométrie, le temps de macération, la

température, la nature du solvant et les conditions de stockage (Wu et al., 2011).

Donc, avant de procéder à l’extraction des feuilles de Pistacia lentiscus, elles ont été

d’abord séchées à l’air libre dans un milieu ombragé afin de préserver les polyphénols de la

dégradation par les hydrolases présentes dans le matériel végétal frais (Bruneton.,

2008.,Gulcin et al ., 2010).

De plus, le broyage et le tamisage ont été réalisés de façon à pouvoir récupérer le

maximum de poudre fine ayant un diamètre inférieur à 63µm, car ce diamètre augmente la

surface de contact du solvant avec la poudre pour un meilleur rendement (Chen et al., 2012).

Les extraits obtenus ont été conservés à une température de -20°C afin de les préserver

contre la dégradation.

La méthode d’extraction adoptée dans cette étude utilise plusieurs solvants pour

assurer la séparation entre les composés polaires et non polaires (Atmani et al., 2011).De plus,

l’extraction par plusieurs solvants induit une meilleure séparation des composés à activité

antioxydant (Spigno et al., 2007).

L’éthanol est le premier solvant utilisé car il est moins altérant que le méthanol, qui

peut exercer un effet de méthanolyse sur les tannins, pouvant perturber la teneur réelle des

extraits en ces composés (Bruneton., 2008).

Le taux d’extraction de l’extrait éthanolique a été calculé par rapport à la poudre initiale,

alors que les taux d’extraction des autres extraits ont été calculés par rapport aux poids de

l’extrait issu de l’étape précédente. Les résultats sont présentés dans le tableau III.
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Tableau III : Taux d’extraction des feuilles de Pistacia lentiscus

Extraits %

Ethanolique 26,37

Acétate d’éthyle 33,32

Aqueux d’acétate

d’éthyle

68,63

chloroforme 35,13

Aqueux du chloroforme 39 ,5

Le but de l’extraction sélective est de séparer les composés hydrosolubles et

organiques dans des phases différentes.

D’après le Tableau III, on remarque que les taux d’extraction les plus élevés sont ceux

des phases aqueuses notamment celle de l’acétate d’éthyle (68 ,63%), suivie par celle du

chloroforme (39,5%) témoignant de la richesse des feuilles de Pistacia lentiscus en

polyphénols polaires par rapport aux phases organiques correspondantes respectives.

Pour la dernière étape, on ne remarque pas une différence significative (p>0,05) entre

les deux phases aqueuse et organique du chloroforme avec (39 ,5%) et (35,13%)

respectivement. Ceci révèle que les composés polaires et non polaires issus du chloroforme

sont en quantités équivalentes dans ces deux extraits.

Il semble que le taux d’extraction de l’extrait aqueux d’acétate d’éthyle des deux

dernières années (64,81 % et 57,20 % pour les années 2010 (Sebaihi ., 2010) et 2011 (Cheraft

., 2011) respectivement) est moindre que celui retrouvé cette année (68,63%) bien que le lieu

de récolte soit le même, cette différence peut donc être attribuée aux changements climatiques

et saisonnières, la pollution qui peut changer la composition chimique de la plante en

induisant un taux de polyphénols élevés en réponse au stress (Nazck et Shahidi, 2006).

V.2. Test de toxicité

Les résultats observés lors du test de toxicité résumés dans le tableau IV montrent

l’absence de mortalité pour les souris traitées avec l’extrait aqueux d’acétate d’éthyle (sauf

pour une souris malade pour des causes inconnues), comparable à celui des souris non

traitées, où seulement une des souris est morte, sa mort étant due probablement à des

blessures causées par des agressions par d’autres souris.
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Ceci justifie le choix de l’utilisation de l’extrait aqueux d’acétate d’éthyle à une

concentration de 50 mg/kg.

Tableau IV : tests de toxicité de l’extrait aqueux de l’acétate d’éthyle de Pistacia lentiscus

(125mg/Kg)

Souris
Poids des souris(g)

Etats des sourisJour 1 Jour 2 Jour 3

Lot I

Souris 1 30 26,42 26,7 25,51 saine
Souris 2 30 29,33 28 28,20 saine
Souris 3 37 31,20 29 28,29 saine
Souris 4 37 31,25 / / malade

Lot II

Souris 1 32 29,46 31 31,51 saine

Souris 2 35 31,80 31 26,88 saine
Souris 3 35 29,61 / / mort
Souris 4 35 35 3 34 34,14 saine

/ : Pas de pesée.

V.3. Test de TBA

Diverses études expérimentales et épidémiologiques appuient la participation du stress

oxydatif dans la pathogenèse et la progression de plusieurs maladies chroniques, comme le

Parkinson, l’Alzheimer et l’athérosclérose (Reed et al., 2011). La forte réactivité des ERO

peut déclencher toute une série de troubles dans le corps entraînant des lésions tissulaires dans

le cas de la peroxydation lipidique. La cible principale de cette peroxydation est le foie,

l’organe responsable du métabolisme des médicaments et des produits chimiques toxiques

(Leelaprakash et al., 2011). Tout composé, naturel ou synthétique, ayant des propriétés

antioxydantes pourrait ainsi contribuer à atténuer partiellement ou totalement ce type de

dommages.

Le CCl4 est un excellent modèle expérimental pour tester la LPO. Il a été établi que le

CCl4 est accumulé dans les cellules du parenchyme hépatique et métabolisé par le cytochrome

P-450 monoxygènase, formant ainsi un radical libre trichlorométhyl (CCl3•) qui provoque

l'alkylation des protéines cellulaires et d'autres macromolécules avec une attaque simultanée

sur les acides gras polyinsaturés, en présence d'oxygène pour produire des peroxydes

lipidiques qui conduisent à des lésions hépatiques ( Hundekari et al., 2012).
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Les travaux effectués par Atmani at al. (2009) in vitro sur les extraits de Pistacia

lentiscus, portant sur l’inhibition de la peroxydation lipidique de l’acide linoléique et le H2O2,

ce dernier étant un générateur du OH, ont montré des pourcentages d’inhibition importants de

l’extrait aqueux de l’acétate d’éthyle sur ces deux activités (98% et 73% respectivement),

dépassant même ceux du butylhydroxyanisol (BHA) (87% et 32% respectivement) utilisé

comme référence. En outre, l’efficacité du α-tocophérol contre le H2O2 a été déterminée

(28%) et s’est avérée être significativement inférieure à celle de l’extrait.

Ces résultats in vitro ont encouragé l’étude de l’évaluation de la protection contre la

LPO par l’extrait aqueux d’acétate d’éthyle de feuilles de Pistacia lentiscus à une dose de

50mg/Kg, étant donné que les résultats d’une étude ne sont pas valables à moins qu’ils soient

vérifiés in vivo.

Parmi les marqueurs de LPO, on cite les produits primaires comme les

hydroperoxydes, ou les produits secondaires terminaux comme le malondialdéhyde (MDA)

qui est un produit de décomposition oxydative de lipides insaturés (Michel., 2008).

Le test de TBA a été réalisé pour mesurer les taux de MDA comme indice de la

péroxydation lipidique. Les résultats du  traitement par le α-tocophérol et l’extrait aqueux 

d’acétate d’éthyle de Pistacia lentiscus sont illustrés dans la figure 14 suivante.

Figure 14 : Taux des MDA (nmol/mg de protéines) . (C-) control négatif ; (C+)  control positif ; (α-
tocophérol) standard ; (Pistacia) extrait de Pistacia lentiscus. Les valeurs sont les moyennes ± SEM
(n = 5).
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D’après les résultats de la figure 14, on déduit une activation de la peroxydation

lipidique (LPO) chez les souris qui n’ont reçu que le CCl4, se traduisant par une augmentation

du taux de MDA de 736,1± 92,6 nmol/mg de protéines pour les souris de groupe I (non

traitées avec le CCl4) ou C- à 1447,05± 133,8 nmol/mg de protéines pour les souris du groupe

II (C+) ce qui est équivalent à 50,2 % d’augmentation.

D’autre part, l’extrait aqueux d’acétate d’éthyle de Pistacia lentiscus à une dose de 50

mg /kg révèle un effet hépatoprotecteur considérable, réduisant le taux de MDA

à 712,72± 90,2 nmol/ mg de protéines équivalent à une baisse de 51,7% tandis que le taux de

MDA enregistré chez les souris traitées avec l’α-tocophérol (891,84± 55,7nmol/mg de 

protéines) correspondant à 39,6% de baisse. Donc la réduction de la lipopéroxydation exhibé

par l’extrait de Pistacia lentiscus s’est avérée plus importante (p<0,05) à celle obtenue chez

les souris pré-traitées par l’α-tocophérol.  Les résultats concernant le standard sont prévisibles 

vu que dans une étude précédente qui a utilisé le fer comme inducteur de la LPO et dans

laquelle il a été constaté que l’injection de la vitamine E à une concentration de (110 mg/kg)

par voie intra-péritonéale à des rats a donné une inhibition complète de la peroxydation

lipidique (Joshi et al., 1995).

Aussi, les résultats de la présente étude concernant les extraits de Pistacia lentiscus

sont appuyés par une étude sur des extraits obtenus en bouillant les feuilles de Pistacia

lentiscus et dans laquelle un excellent effet hépatoprotecteur après l’induction de lésions par

CCl4 a été trouvé avec une baisse considérable des transaminases du foie et de la bilirubine

totale (Janakat et Merie, 2002).

La plus forte inhibition de la LPO observée chez les souris gavées avec l’extrait de

Pistacia lentiscus et celles qui ont reçu l’α-tocophérol peut être expliquée par le fait que le 

CCl4 est hydrophile, donc plus facilement éliminé par l’extrait aqueux acétate d’éthyle, alors

que l’α-tocophérol hydrophobe se partitionne plutôt dans la membrane cellulaire (Flourie et 

al., 2006).

Les expériences de Harish et Shivanandappa (2006), qui ont testé l’effet hépato-

protecteur des extraits de fruits de Phyllanthus niruri dans les mêmes conditions

expérimentales que la présente étude, ont révélé une réduction de MDA de 50%, ce qui est

très proche du potentiel d’inhibition de la lipopéroxydation exprimé par l’extrait de Pistacia

lentiscus.
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D’autre part, concernant un extrait hydrométhanolique de Phoenix dactylifera, dont

l’activité hépatoprotectrice a été déterminée par Naskar et al (2010), un taux de réduction de

MDA de 24 % a été constaté qui est considérablement plus bas que celui de Pistacia lentiscus.

La capacité des extraits d’une plante à atténuer les effets du CCl4 est fortement

associée à son potentiel antioxydant étant donné que les radicaux libres produits par ce

composé sont neutralisés par les substances antioxydantes présentes dans les extraits de cette

plante. La capacité antioxydante des extraits de Pistacia lentiscus a été prouvée et s'accorde

parfaitement avec les données bibliographiques sur l'activité hépatoprotectrice et antioxydante

des extraits de plantes du même genre tel que Pistacia terebinthus (Kavak et al., 2010).

Dans la présente étude la capacité de l’extrait aqueux de Pistacia lentiscus à réduire le

taux de MDA peut être attribuée à sa richesse en polyphénols à savoir les acides phénoliques,

l’acide gallique et ses derivés glycosylés, les flavonoïdes dont les flavones (López-Lázaro,

2009) les flavonols, les anthocyanines (Benhammou et al., 2008), et les tannins (Addelwaheb

et al., 2007; Rogosic et al., 2008). Ces composés sont connus pour leur activité scavenging

des ERO (O yedemi et al . , 2010) , agissant ainsi comme des antioxydants « chain-

breaking » et interrompant la réaction en chaîne de la LPO.

Cependant, il a été rapporté par Ljubuncic et al. (2005) que l’effet d’un extrait aqueux

de Pistacia lentiscus provenant d’Israel à une concentration de 15 mg/kg chez des rats qui ont

été traités avec l’hépatotoxine thioacetamide pour induire des lésions du foie, pendant 5

semaines d’expérimentation a montré qu’à long terme Pistacia lentiscus cause des

inflammations du foie et une fibrose. Pour cela, il est impératif de vérifier l’effet de l’extrait

aqueux d’acétate d’éthyle de Pistacia lentiscus utilisé dans la présente étude pour une durée

plus longue.

V.4. Détermination de la bilirubine totale

La bilirubine est un produit métabolique final de la dégradation de l’hème.

Récemment, les études sur la bilirubine ont suggéré que non seulement elle est un

antioxydant efficace, mais également un cytoprotecteur (Zelenka et al., 2012). En effet,

les individus atteints du syndrome de Gilbert (maladie se traduisant par une altération

héréditaire multifactorielle associée à un niveau de bilirubine élevé) ont une prédominance

réduite de développer une maladie cardiovasculaire, et ils présentent une augmentation

des niveaux des antioxydants circulants et une résistance améliorée à l'oxydation de
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sérum. D'ailleurs, les études épidémiologiques ont démontré que la bilirubine totale du

sérum est inversement liée à un plus grand risque de la maladie de l'artère coronaire

(Hwang et Kim., 2010).

Afin de déterminer si des dommages au niveau du foie ont été causés par le CCl4, un

paramètre biochimique qui est la bilirubine a été mesuré, et les résultats ont été déterminés

pour ou moins deux souris de chaque lot et sont résumés dans le tableau V.

Tableau V: Taux de la bilirubine totale chez les souris des groupes différents

Groupe C- C+ α-tocophérol Pistacia lentiscus

Bilirubine

total (mg/dl)

0,10 0,47±0,01 0,85±0,17 0,16±0,04

Les valeurs sont la moyenne de 2 souris (n=2)

D’après le tableau V, le taux de bilirubine totale chez les souris du groupe II (C+) est

significativement plus élevé (p<0,05) que celui du groupe I témoin (C-), ce qui est prévisible,

vu le niveau élevé de MDA chez ces souris. En effet, le taux élevé de la BR constitue un signe

de lésions hépatiques (Ito et al., 1995) qui devraient être confirmés par des analyses

histopathologiques. Les études précédentes ont prouvé qu'il y a une association étroite entre la

peroxydation des lipides et la dégradation enzymatique ou non-enzymatique de bilirubine

dans les microsomes de foie in vitro (Joshi et al., 1995).

Toutefois, un niveau élevé de bilirubine a été aussi noté dans le groupe IV standard, ce

qui ne reflète pas son effet hépato-protecteur révélé par la réduction du taux de MDA. En

effet, la bilirubine est une molécule dont les effets sont controversés. A des petites

concentrations, elle possède un effet antioxydant mais l’augmentation de son niveau dans le

sang peut être néfaste voire neurotoxique (Almaas et al., 2012).

Les résultats de la bilirubine trouvés dans le cas du standard peuvent être expliqués par

plusieurs suggestions :

-Des expériences de Joshi et al (1995),sur l’effet hépatoprotecteur du alpha-tocophérol

ont démontré que l'administration des antioxydants pour empêcher la LPO, élèverait la BR du

plasma, par un mécanisme inconnu et comme système de défense non enzymatique (BR)

contre la formation excessive de radicaux libres en accord avec certaines études (Berrahal et
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al, 2007) qui ont confirmé que la bilirubine possède un potentiel antioxydant contre des

radicaux peroxyles générés lors de LPO.

-Une étude menée sur l’effet hépatoprotecteur du α-tocophérol a constaté que le taux 

de la bilirubine augmente par rapport à la dose normale 3 jours après l’administration du fer

mais subit une baisse considérable 7 jours après suggérant une lenteur d’action de ce

composé. D’autre part, cette même étude a constaté que l’activation des enzymes

antioxydants tels que la superoxyde dismutase (SOD) par l’α-tocophérol empêche  la 

dégradation de la bilirubine totale par un mécanisme inconnu (Joshi et al., 1995).

Concernant Pistacia lentiscus, le taux de la BR retrouvé chez les souris pré-traitées

avec l’extrait de cette plante est comparable à celui retrouvé chez les souris du groupe I

témoin (p<0,5) qui représente la normale, ce qui confirme l’activité antioxydante de l’extrait

aqueux d’acétate d’éthyle de feuilles de Pistacia lentiscus par sa prévention des dommages

hépatiques. Ces résultats sont en accord avec les travaux de Janakat et Merie (2002)

mentionnés ci-dessus.

V.5. Poids relatifs des foies de souris

Dans le but de s’assurer si l’extrait ou le CCl4 ont causé des inflammations ou des

nécroses, les poids relatifs des foies ont été calculés et les résultats sont regroupés dans le

tableau VI.

Tableau VI : les poids relatifs des foies chez tous les groupes

Groupes Contrôle négatif Contrôle positif Standard Pistacia

Poids relatifs 0,06 0,06 0 ,07 0,07

Poids relatif =poids du foie/poids de la souris

On remarque d’après le tableau VI un poids relatif assez rapproché (p>0,05) pour tous

les groupes. Ceci peut être expliqué par une absence d’inflammation ou de nécrose dans le

groupe II dû au temps réduit de l’expérience (7 jours), car pour que le CCl4 puisse induire une

inflammation voire une fibrose ou cirrhose, la période d’administration doit être plus longue

(Uzma et al., 2011).

V.6. Corrélation entre les poids des souris et la peroxydation lipidique
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On a noté que pendant la période de l’expérimentation les poids des souris pré-traitées

avec l’extrait de Pistacia lentiscus ont été stables comparés aux autres groupes. Aussi, une des

souris pré-traitée avec l’extrait de plante a même perdu beaucoup de poids pour autant sans

montrer des signes de faiblesse ou de maladie. Ceci nous a amené à chercher si une relation

existe entre la peroxydation lipidique et une perte de poids. Les coefficients de corrélation

entre les poids des souris et le taux des MDA sont assez variables. Au niveau des souris non

traitées (contrôle négatif) on remarque un coefficient de corrélation négatif (r= -0,96)

(annexe 2) suggérant que les poids des souris sont inversement proportionnels à la

peroxydation lipidique.

Cette observation nous mène à la déduction que les grandes souris sont plus

résistantes à la peroxydation lipidique que les petites souris.

Néanmoins, une absence de corrélation (r= 0,05) est observée chez les souris traitées

avec le CCl4 (contrôle positif) (annexe 3) indiquant que le CCl4 a causé une perturbation du

métabolisme des souris et l’équilibre entre le poids et la peroxydation lipidique. Il paraît que

cet équilibre a été partiellement rétabli chez les souris traitées avec le tocophérol (r= -0,82)

(annexe 4) .Quand à l’extrait de l’aqueux d’acétate d’éthyle de Pistacia lentiscus une

corrélation négatif faible (r= -0,37) a été observé due a une petite perte de poids pour la plus

part des souris et une perte accrue de poids d’une des souris (souris 2) (annexe 5).

Il est possible que l’extrait puisse agir sur le poids en influençant des stimuli

métaboliques comme les cytokines causant ainsi une perte involontaire de poids (Dumas,

2004).
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Conclusion et perspectives

La plante Pistacia lentiscus a été choisie dans cette étude sur la base de son utilisation

thérapeutique en médecine traditionnelle locale, pour le traitement de certaines maladies et

aussi sur la base d’une étude in vitro qui a révélé une activité antioxydante considérable de

cette plante (Atmani et al., 2009).

L’évaluation de l’activité antioxydante de l’extrait aqueux d’acétate d’éthyle de

Pistacia lentiscus contre la peroxydation lipidique à une concentration de 50 mg /kg a prouvé

que l’inhibition exhibé par l’extrait aqueux d’acétate d’éthyle de Pistacia lentiscus est la plus

vigoureuse dépassant même celui du standard, confirmant ainsi les résultats obtenus in vitro.

Nous concluons à partir de cette étude que l’extrait aqueux d’acétate d’éthyle de Pistacia

lentiscus constitue une source inestimable de divers composés phénoliques doué d’activités

antioxydantes ce qui témoigne et justifie son utilisation en médecine traditionnelle dans le

traitement des maladies liées à la péroxydation lipidique.

Il serait intéressant à l’avenir d’isoler et identifier les composés phénoliques de cette

plante qui sont responsables d’une activité hépatoprotectrice.

Ces résultats préliminaires pourraient constituer une base scientifique pour la

recherche de nouveaux traitements contre les maladies notamment cardiaques et hépatiques.

Nous espérons par ce travail avoir apporté notre modeste contribution à la valorisation

de l’utilisation de cette plante dans la médecine traditionnelle en Kabylie et une meilleure

connaissance scientifique de l'utilisation de Pistacia lentiscus dans l’inhibition de la

peroxydation lipidique.

Des études complémentaires seront nécessaires pour rendre ce travail utilisable dans le

cadre de la mise au point d’un phytomédicament.
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Annexe N°1 : courbe d’étalonnage des protéines par la méthode de BRADFORDfait par la

BSA.

Annexe N°2 : Corrélation entre le poids des souries non traités et le taux de MDA
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Annexe N°3 : Corrélation entre le poids des souries traités avec le CCl4et le taux de MDA.

Annexe N°4 : Corrélation entre le poids des souries  traités avec α-tocophérol et le taux de 

MDA.
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Annexe N°5 : Corrélation entre le poids des souries traités avec l’extrait aqueux d’acétate

d’éthyle et le taux de MDA

Annexe N°6 : concentrations des protéines chez les différentes souris.

Lots t1 t 2 t 3 t 4 t 5

C - 49,79 52,92 / 39,17 /

C+ 70,35 61,41 / 56,65 28,37

ST 71,24 54,34 41,65 45,53 38,99

PIS 45,29 52,9 40,91 52,72 76,6

T: test, C-: control negative,C+:control positive, ST: standard, PIS: extrait de pistacialentiscus.
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Glossaire

Carcinogène : un carcinogène est un agent capable de provoquer un cancer.

Diurétique : une substance qui entraine une augmentation de la sécrétion urinaire et qui peut

être utilisé notamment pour traiter l’hypertension artérielle, l’insuffisance cardiaque et

certains œdèmes.

Cirrhose : maladie du foie, souvent due à l’alcoolisme, caractérisée par une altération des

cellules.

Nécrose : mort d’une cellule ou d’un tissu a l’interieure d’un organisme vivant

Effet méthanolyse : dissolution dans l'alcool méthylique permettant d'obtenir des alcools gras

à partir de corps gras



Résumé

La présente étude visait à tester l’activité hépatoprotectrice in vivo de l’extrait aqueux

d’acétate d’éthyle des feuilles d’une plante médicinale locale, Pistacia lentiscus.

Les études ont été effectuées sur le foie des souris dont la peroxydation lipidique a été induite

par le CCl4. Le taux des malondialdéhydes (MDA) comme indice de la peroxydation lipidique

a été mesuré par le test de l’acide thiobarbiturique (TBA). Aussi, le dosage de la bilirubine

totale dans le sang des souris a été aussi réalisé pour détecter la présence de lésions

hépatiques. Les résultats ont dévoilé une réduction des valeurs de MDA se rapprochant de

celles de l’état physiologique normal qui est de 712±90,2 nmol/ mg de protéines (plus de

100% d’inhibition de la peroxydation lipidique) et une baisse de la bilirubine totale chez les

souris pré-traitées avec l’extrait aqueux d’acétate d’éthyle de Pistacia lentiscus. L’activité

antioxydante de P. lentiscus peut être attribuée à sa richesse en composés phénoliques.

Les résultats obtenus dans la présente étude permettent de valider l’utilisation dans la

médecine traditionnelle des feuilles de P. lentiscus contre les maladies hépatiques et comme

source potentielle d’antioxydants naturels.

Mots clés : Pistacia lentiscus, antioxydant, peroxydation lipidique, α-tocophérol et in vivo.

Abstract

The present study aimed at testing the hepatoprotectrice activity in vivo of an aqueous ethyl

acetate extract of the leaves of a local medicinal plant, Pistacia lentiscus.

The studies were carried out on the liver of mice after induction of lipid peroxidation by CCl4.

The amount of malondialdehydes (MDA) as an index of lipid peroxidation was measured by

the test of the thiobarbituric acid (TBA). Equally, the total bilirubin in the serum of the blood

of mice was quantified to detect the presence of hepatic lesions. The results revealed a

reduction in the values of MDA approaching those of the normal physiological state which is

of 712±90,2 nmol/Mg of proteins (more than 100% of inhibition of the lipidic peroxidation)

and a decrease of the total bilirubin in the mice pre-treated with aqueous of ethyl acetate

extract of Pistacia lentiscus. The antioxidant activity of P. may be attributed to its wealth in

phenolic compounds.

The results obtained in the present study allow the validation of the use of P. lentiscus in

traditional medicine against hepatic diseases and as a potential source of natural antioxidants.

Key words: Pistacia lentiscus, antioxidant, lipid peroxidation, α-tocopherol and in vivo.
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