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Introduction

Introduction

Depuis quelques années, le monde des sciences biologiques et médicales est envahi par
un nouveau concept, celui du «stress oxydant», une situation ou la cellule ne contrdle plus la

présence excessive de radicaux oxygénés toxiques (Sebaihi, 2010).

la surproduction de ces dernier au-dela des capacités antioxydants des systéemes
biologiques donne lieu au stress oxydant qui est impliqué dans 1’apparition de plusieurs
maladies allant de 1’artériosclérose au cancer tout en passant par les maladies inflammatoires,
les ischémies et le processus du vieillissement. Dont L'inflammation est un processus
habituellement bénéfique : son but est d'éliminer lI'agent pathogéne et de réparer les Iésions
tissulaires. Cependant, 1’utilisation des substances chimiques de synthése anti-inflammatoires
ou antioxydantes est accompagnée toujours d’effets secondaires indésirables, alors que

I’utilisation des composés phytochimiques s’avére utile et sans effets secondaires (Ferradiji,
2011).

L’objectif de la présente étude est I’évaluation in vitro du potentiel antioxydant, anti-
inflammatoire des extraits aqueux et méthanolique des feuilles de Pistacia atlantica Desf. et

une étude préeliminaire in vivo de la toxicité aigue de 1’extrait méthanolique.
Pour atteindre ce but, on a réalisé les étapes suivantes :

e Quantification des polyphénols et des flavonoides totaux des extraits aqueux et

méthanolique des feuilles de Pistacia atlantica Desf.

e Evaluation du pouvoir antioxydante des extraits aqueux et méthanolique des

feuilles de Pistacia atlantica Desf. vis-a-vis : le test de piégeage du radical

DPPH (2,2-Diphényl-1-Picryl-Hydrazil), le test de FRAP (Ferric Reducing Ability of
Plasma) et TAC (activité antioxydante totale).

e Mis en ceuvre I’activité anti inflammatoire des extraits aqueux et méthanolique
des feuilles de Pistacia atlantica Desf. par trois tests : Activité dénaturante des

protéines, activité hémolytique et I’activité anti hémolytique.

e Un test préliminaire de la toxicité aigue d’extrait méthanolique des feuilles de

Pistacia atlantica Desf. sur les rats Wistar albinos.
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Chapitre 1 Espéce Pistacia atlantica Desf.

1.1.Généralité

La phytothérapie est une médecine qui utilise des plantes dite plantes médicinales qui
ont définies comme une “ drogue végétale dont au moins une partie posséde des propriétés
médicamenteuses . Une drogue végétale est une plante ou une partie de plante, utilisées en

1”état, soit le plus souvent sous la forme desséchée, soit a 1’état frais (Mohammedi, 2013).

1.2. Espece de Pistacia atlantica
Le pistachier de I’Atlas (Pistacia atlantica Desf.) appelée aussi * Betoum ”, fait partie
de la famille des Anacardiacées. Elle peut étre classé en quatre sous-espéces, a savoir mutica,

cabulica, kurdica et atlantica ; cette derniere est présente en Afrique du Nord (Yaquobi et al.,
2009).

Figure 1. Pistacia atlantica Desf.

1.2.1. Taxonomie
Tableau 1. Classification botanique (Bahmani et al., 2015).

Reine Plantae
Ordre Sapindales
Famille Anacardiacées
Genre Pistacia
Espéce Pistacia atlantica




Chapitre 1 Espece Pistacia atlantica Desf.

1.2.2. Caractéristiques botaniques
Les caractéristiques botaniques de P. atlantica sont décrit par (Belhadj, 2001 ; Belhad]
et al., 2008) :

Catégorie : Espéce dioiques

Feuilles: Constituées de sept a neuf folioles

Fleurs : Grappes laches

Fruits : Gros comme un pois, sont des drupes sont appelée EIKhodiri
Hauteur : 10-15 métres

Diametre : 5 metres

Pays d’origines : Régions méditerranéenne et irano-touranienne.

En Algérie, P. atlantica est trés répandue dans le sud (régions semi-arides et arides) et

trouvée en association avec Ziziphus lotus (Belhadj et al., 2001)

1.2.3. Utilisation traditionnelle et médicinale de Pistacia atlantica

D’aprées Belhadj (2001) I’huile des fruits a un godt trés proche de celui du beurre et
souvent mélangée aux dattes écraseées et peut étre consommée avec du petit lait pendant la
journée. Les graines sont sechées, écrasées ou moulues et ramassées avec de I'eau sucrée et
consommeées en boulettes ou bien séchées et croquées telles quelles comme des cacahuetes.
L'écorce produit une résine-mastic qui exsude naturellement de fagon abondante par temps

chaud. Les populations locales s'en servent pour usage médical.

Le fruit et la résine de P. atlantica ont des effets bénéfiques dans les troubles gastro-
intestinaux supérieurs et inférieurs. La résine est un tonique pour l'estomac et il est utilisé
pour la dyspepsie, 1'estomac ulcere, cesophagite et gastrite. Oléorésine est un apéritif, un
laxatif, et il est avantageux pour les fissures anales. Le fruit est carminatif et efficace dans les

nausées et vomissements, les coliques, hémorroides, fissures anales et vers intestinaux.

Les recherches sur les animaux ont révélé que I'huile de fruit de P. atlantica diminue du
cholestérol LDL, VLDL, triglycérides et augmente du cholestérol HDL. Dans une étude, les
différentes formes des lipides ont été réduites chez les rats femelles atteints d’hypothyroidie
qui ont regu de I'huile de pistache sauvage. En plus P. atlantica influe sur différents parties
de I’organisme par des effets bénefiques parmi les quelles : effets hépatiques et spléniques,
effets neurologiques, avantages respiratoires, usages du cceur et psychologiques, effets

urogénitaux et des bienfaits dermatologiques (Mahjoub et al., 2018).
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Chapitre 2 Métabolites secondaires

2.1. Généralité

Les plantes possedent des métabolites dits « secondaires » par opposition aux
métabolites primaires que sont les protéines, les glucides et les lipides. Ils sont probablement
des éléements essentiels de la coévolution des plantes avec les organismes vivants, tels que
parasites, pathogénes et prédateurs, mais aussi pollinisateurs et disséminateurs. Ces
différentes relations ont donné lieu a une extréme diversification des composés secondaires
qui sont classées en plusieurs grands groupes : parmi ceux ci, les composés phénoliques, les
terpénes et stéroides et les composés azotés dont les alcaloides. Chacune de ces classes
renferme une trés grande diversité de composés qui possedent une tres large gamme

d'activités en biologie humaine (Kreif, 2004).

2.2. Polyphénols

Les polyphénols représentent une classe de métabolites secondaires. Ils sont tres
largement représentés dans le régne végétal et donc dans notre alimentation “ qui fournit
environ 1g des polyphénols par jour (Haleng, 2007) ”. Nous les consommons sous forme de
fruits ou de légumes, Leur structure comporte un ou plusieurs groupes phénoliques. Leur
étude a été croissante ces dernieres décennies en raison de leurs bienfaits sur la santé,
notamment grace a leur pouvoir antioxydant mais aussi dans la prévention ou le traitement de
nombreuses pathologies comme les cancers, les maladies cardiovasculaires ou dégénératives.
Ils sont également utilisés en agroalimentaire, en cosmétique ou dans [’industrie
pharmaceutique comme additifs (Desmier, 2016), Ce groupe comporte deux classes : les

flavonoides et les tannins.

4 OH

A\

Figure 2. Structure chimique du phenol simple (Desmier, 2016).




Chapitre 2 Métabolites secondaires

2.2.1. Flavonoides

C’est le groupe le plus représentatif des composés phénoliques. Elles sont
omniprésentes dans les fruits, les légumes, les graines, les boissons tels le thé et le vin rouge
et d’autres parties de la plante. Elles sont considérées comme des pigments quasi universels
des végétaux qui peuvent participer dans les processus photosynthétiques, dans la régulation

de géne et dans le métabolisme de croissance.

En basant sur leur squelette, les flavonoides peuvent étre divisés en différentes classes :
anthocyanidines ; flavonoles ; isoflavonoles ; flavones ; isoflavones ; flavanes ; isoflavanes

flavanols ; isoflavanols ; flavanones ; isoflavanones ; aurones. (Benhammou, 2011).

~

O
C

E S

Figure 3. Structure chimique de base des flavonoides (Desmier, 2016).

2.2.2. Tannins
Cette classe désigne le nom général descriptif du groupe des substances phénoliques

polymériques, ayant une masse moléculaire compris entre 500 et 3000 qui présente, a coté des
réactions classiques des phénols, la propriété de précipiter les alcaloides, la gélatine et
d’autres protéines. Les tannins sont caractérisés par une saveur astringente et sont trouvé dans

toute les parties de la plante : I’écorce, le bois, les feuilles, les fruits et les racines.

On distingue deux groupes de tannins différents Tannins hydrolysables et Tannins

condensés (Benhammou, 2011).
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Figure 4. Structure générale des Tannins hydrolysables (A) et Tannins condenses (B)

(Benhammou, 2011).
2.3. Alcaloides

Ce sont des produits azotés basiques, d'origine naturelle dont I'atome d'azote est inclus
dans un systeme hétérocyclique et dont I'activité pharmacologique est significative qui ont,
de plus, la propriété de réagir avec des sels de métaux lourds, ce qui permet leur
caractérisation aisée. La synthése des alcaloides a lieu au niveau du réticulum endoplasmique,
puis ils se concentrent dans la vacuole. Les alcaloides se localisent dans les piéces florales, les

fruits ou les graines (Krief, 2003).

Les alcaloides ont des propriétés biologiques bénéfiques dans les traitements de
différentes maladies ou des dysfonctionnements de I’organisme humain. La cocaine est un
alcaloide peu abondant présent dans les Erythroxylum. La source la plus importante de ce

compose est I’Erythroxylum coca, utilisé¢ depuis I’antiquité comme anesthésique local.

Aujourd’hui, en raison de ses propriétés neurotoxiques elle a été remplacée par d’autres
drogues moins toxiques mais au cours des interventions chirurgicales des yeux, de I’appareil
auditif, du nez et de la gorge, la cocaine est encore largement utilisée. Associée a 1’héroine,
elle est également efficace pour soulager la douleur chez les patients atteints d’un cancer, en

phase terminale (Mohammedi, 2013)
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Figure 5. Structure chimique de quelques alcaloides.

2.4. Terpenes

Les terpénoides constituent probablement la plus large classe de composés secondaires
Jformés a partir de I'assemblage d'unités a 5 carbones ramifiées, dérivées du 2-
méthylbutadiéne (polymeres de lisopréne), le nombre d'unités isopréniques définit les
différentes classes de terpenes : monoterpénes (C10), sesquiterpénes (C15), diterpenes (C20),

sesterterpénes (C25), triterpenes (C30) et tétraterpénes (C40).

Les monoterpenes existent dans les huiles essentielles qui possédent de nombreuses
activités biologiques. Dans des préparations pharmaceutiques, les terpenes phénoligues,
comme le thymol et le carvacrol sont souvent utilisés comme antiseptiques, antibactériens et
antifongiques. Dans les domaines phytosanitaires et agro-alimentaires, les huiles essentielles
employées comme agents de protection contre les champignons phytopathogénes et les
microorganismes envahissant les denrées alimentaires. Les huiles essentielles sont également
utilisées en milieu clinique pour soigner des maladies inflammatoires telles que les

rhumatismes, les allergies ou l'arthrite. (Mohammedi, 2013).

4 )

Figure 6. Structure chimique d’un isoprene (Desmier, 2016).
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3.1. Activité anti oxydantes

Depuis quelques années, le monde des sciences biologiques et médicales est envahi par
un nouveau concept, celui du « stress oxydant », c'est-a-dire d'une situation ou la cellule ne
contréle plus la présence excessive de radicaux oxygénés toxiques. Le piégeage des radicaux
libres est probablement la propriété antioxydante la plus étudiée (Desmier, 2016) ; les
vitamines E (tocophérol), C (ascorbate), Q (ubiquinone), ou les caroténoides apportés par les
aliments, se sont des antioxydants agissent en piégeant les radicaux et en captant I'électron

célibataire, les transformant en molécules ou ions stables (favier, 2003).
3.2. Activité anti inflammatoire

3.2.1. Inflammation

L’inflammation avec ces types aigue et chronique est un processus universel, ubiquitaire
et stérotypé du systéme immunitaire qui protége 1’organisme des agressions (Dorsemans,
2018). Ce phénomene fait intervenir le processus d’immunité qui peut-étre naturelle
(phagocytose par exemple) ou spécifique (cellulaire ou humorale) qui est causée par différents
facteurs : Une agression physique ou chimique, une infection due a des bactéries ou a des
virus, une réaction immunitaire primaire ou secondaire (Desmier, 2016). Les antis

inflammatoires existent sous trois formes :

e Anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), sont des médicaments aux

propriétés antalgiques, antipyrétiques et anti-inflammatoires.

e Anti-inflammatoires stéroidiens (AIS), constituent une vaste famille de

médicaments dérivés du cortisol.

e Anti-inflammatoires naturels, comment Catéchine, acide gallique et huile

essentielle.

L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire des extraits de plantes médicinales realisée

par différentes méthodes :
e Inhibition de I’activité des protéases (Govindappa et Poojashri, 2011).

e Inhibition de la dénaturation des protéines “albumine bovine” (Karthik et al.,

2013).

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

La toxicité est définie comme le potentiel d’une substance d’exercer un effet nocif sur
les humains ou animaux, ainsi qu'une description de l'effet et des conditions ou de la
concentration dans laquelle I'effet se produit. Les effets toxiques aigus et chroniques différent
principalement I'un de l'autre en ce qui concerne la quantité de composé chimique en cause et

le temps qui s'‘écoule avant I'apparition de I'effet.

e Toxicité aigue
C’est la capacité d’une substance a causer des dommages biologiques graves ou la mort

peu de temps apres une exposition ou une dose unique (Tshikosa, 2005).

e Toxicité chronique
La toxicité chronique regroupe I’ensemble des effets délétéres qui touchent un
organisme vivant suite a une exposition ou a une administration réitérée d’un toxique a des

doses multiples non letales (Bensakhria ,2018).
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4.1. Matériel biologiques

4.1.1. Matériel végétal

Les feuilles de Pistacia atlantica Desf. sont récoltées au mois de juillet 2018 de la
région d'Ouled Dijellel de la wilaya de Biskra. L'identification de I'espece est validé par le
Centre de Recherche Scientifique et Technique des Régions Arides (CRSTRA) de 1’université
Mohamed Khaider * Biskra ”.

v
M

“

4

)

’

Figure 7. Les feuilles de Pistacia atlantica Desf.

4.1.2. Matériel animale

L’étude in vivo est réalisé sur des rats males, de la variété Wistar albinos dont le poids
varie entre [210 - 343 g], procurés aux prés de I’institut Pasteur d’Alger. Les animaux sont
mis en place dans des cages étiquetées par le nom du lot. Les rats utilisés sont déja adaptés,
dans des conditions favorables.

4.1.3. Le sang
Le sang prélevé pour réaliser les deux tests, hémolytique et anti-hémolytique, est
récupéré a partir des personnes volontaires seins qui ne sont pas pris des médicaments anti-

inflammatoires depuis 21 jours.
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4.2. Méthodes
4.2.1. Préparation des extraits de Pistacia atlantica

Les feuilles de P. atlantica sont mises a sécher a température ambiante dans un endroit aéré
et a I’ombre afin de mieux conserver les molécules sensibles. Puis sont broyées en poudre a
I’aide d’un mortier pour qu’elle soit préte a 1’utilisation. La poudre obtenue est soumis a une
extraction par macération par deux solvants (eau distillée et méthanol) afin d’obtenir deux

extraits, agueux et méthanolique (Falleh et al., 2008)(Fig.8).

Les feuilles de Pistacia atlantica

Séchage et broyage

Poudre de P. atlantica

—> 300 g de poudre

300 g de poudre <

Apres 72h a
température ambiante
et a ’obscurité

— Méthanol dilué Eau distillé <«

70/30

(@ l’ l &>
./ < Filtration > )
Filtrat Filtrat —

Marc Marc

Evaporation au rota vapeur a

40 C° Séchage a I’étuve 40

C° /48h
Séchage a I’étuve 40
C°/ 24h
Extrait aqueux
Extrait

méthanolique

Figure 8. Schéma de macération (Falleh et al., 2008).
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4.2.2. Calcul de rendement
Le rendement de la plante en extraits est le rapport entre le poids de I'extrait et le poids

de la plante a traiter, il est exprimeé en pourcentage et calculé par la formule suivante:

R % = (PE /PA)*100

Ou

R: rendement de I'extrait en pourcentage;
PE: poids de I'extrait en gramme;

PA: poids de la plante séche en gramme.

4.2.3. Dosage des composées phénoliques

4.2.3.1. Dosage des polyphénols totaux

La teneur en composés phenoliques des différents extraits de P. atlantica Desf., est
estimée par la méthode de Folin-Ciocalteu basée sur la réduction en milieux alcalin de la
mixture phosphotungstique (H3PW12040) phosphomolybdique (H3PMO12040) du réactif
de Folin-Ciocalteu par les groupements oxydables des composés polyphénoliques, conduisant

a la formation de produits de réduction de couleur bleu (Ziane, 2014).
e Mode opératoire

Un volume de 100 pl des solutions méthanolique des extraits de la plante est introduit
dans des tubes a essai, le mélange (500 pl du réactif de Folin- Ciocalteu dilué 10 fois et 1000
ul d’eau distillée) est additionné, agité puis incubé pendant 1 min a la température ambiante.
Aprés 1 min 1500 pl de carbonate de sodium a 20% est ajouté. Les tubes sont agités et
conservés durant 1 heure a la température ambiante et a 1’obscurité ; ou I’acide galliques est
utilisé comme un standard avec différents concentrations (1- 0,8 - 0,6 - 0,4 et 0,2 mg /ml).
L’absorbance est mesuré a 765 nm contre un blanc a I’aide d’un spectrophotométre (Singleton
et Rossi, 1965 ; Maller et al., 2010) (Fig.9).

12



Chapitre 4 Matériel et méthodes

100 pl de solution 500 pl du réactif

. > .
méthanolique de Folin- Ciocalteu

Incubation 1 min
a la température
ambiante

v

1500 pl de carbonate de

o
Conservation 1 heure sodium a 20%

a la température

ambiante et a v
I’obscurité
Lecture
spectrophotometrique a
765 nm

Figure 9. Protocole illustratif de dosage des polyphénols totaux
(Singleton et Rossi, 1965 ; Miller et al., 2010).

4.2.3.2. Dosage des flavonoides
La méthode du trichlorure d’aluminium est utilisée pour quantifier les flavonoides dans

les extraits de P. atlantica Desf.
e Mode opératoire

500 pl des solutions methanolique des extraits est mélangé avec 1500 pl d’eau distillé
suivis de 150 pl de nitrite de sodium a 5% apres 5 min 150 pl de trichlorure d’aluminium a
10% est ajouté au mélange, aprés 6 min d’incubation a la température ambiante, 500 pl
d’hydroxyde de sodium a 4% est additionné immeédiatement, le mélange est complétement
agité afin d’homogénéiser le contenu ; ou le quercétine est utilisé comme un standard avec
differentes concentrations (0,5- 0,45 - 0,40 - 0,35 et 0,3 mg /ml ), I’absorbance de la solution
de couleur rosétre est déterminée a 510 nm contre un blanc a 1’aide d’un spectrophotométre
(Topgu et al., 2007) (Fig.10).
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500 pl de solution méthanolique

v

1500 pl d’eau distillé
v
Apres 5 min 150 pl de nitrite de sodium a 5%
d’incubation a
la température :
ambiante M
150 pl de trichlorure d’aluminium a 10% \ Y
Apres 6 min
: d’incubation a
v la température
500 pl d’hydroxyde de sodium a 4% est ambiante

additionné immédiatement

v

Homogénéisation puis lecture
spectrophotometrique & 510 nm

Figure 10. Protocole représentant le dosage des flavonoides (Topcu et al., 2007).

4.2.4. Evaluation du pouvoir antioxydant des extraits de Pistacia atlantica

Trois tests différents sont utilisés pour évaluer 1’activité antioxydante des extraits des
feuilles de P. atlantica: le test de piégeage du radical DPPH (2,2-Diphényl-1-Picryl-
Hydrazil), le test de FRAP (Ferric Reducing Power) et TAC (activité antioxydante totale).

4.2.4.1. Effet piégeur des extraits contre le radical DPPH

Le DPPH est un radical stable a température ambiante et de couleur bleue
caractéristique. Il est un des premiers radicaux a avoir été utilisé pour étudier la relation
structure/activité antioxydante des composés phénoliques. Il posséde dans sa structure un
électron non apparié sur un atome du pont azote-azote. L’efficacité d’un antioxydant peut étre
mesurée par sa capacité a réduire le radical. Ceci s’observait par le changement de couleur

allant de la bleu-violet forme oxydée au jaune forme réduite (Desmier, 2016).
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Figure 11. Modification de radical DPPH lors du transfert électronique (Desmier, 2016).

e Mode opératoire

L’activité du piégeage du radical DPPH est mesurée selon le protocole décrit par
Lopes-Lutz et al. (2008). 50ul de chaque solution méthanolique des extraits a différentes
concentrations (200 a 12,5ug /ml) sont ajoutés a 1,95 ml de la solution méthanolique du
DPPH (0,025¢/l). Parallélement, un témoin négatif est préparé en mélangeant 50ul de
méthanol avec 1,95 ml de la solution méthanolique de DPPH. La lecture de 1’absorbance est
faite a 515nm aprés 30 min d’incubation a I’obscurité et a la température ambiante. Le
contrdle positif est représenté par deux solutions d’antioxydants standards; BHA (200 a 12,5
pg /ml) et BHT (3200 & 200 pg /ml) dont I’absorbance est mesuré dans les mémes conditions
que les échantillons et pour chaque concentration (Bougandoura, 2013) (Fig.12). Les résultats
sont exprimés en tant qu’activité anti-radicalaire ou I’inhibition des radicaux libres en

pourcentages (I %) en utilisant la formule suivante:

1%= [(Abs contrble — Abs test)/ Abs contréle] x 100

I %: Pourcentage de I’activité anti-radicalaire (AAR%).
Abs test : Absorbance de 1’échantillon.

Abs Contréle négatif : Absorbance du controle négatif
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50ul de chaque concentration de 1,95 ml de la solution
solution méthanolique méthanolique du DPPH
Aprés 30 min
_ d’incubation a
H I’obscurité et a la

. X température ambiante
Lecture spectrophotometrique a

515 nm

Figure 12. Protocole expérimentale représentant le test DPPH (Bougandoura, 2013).

4.2.4.2. Test de Ferric Reducing Power
Connue sous le nom du test FRAP est une méthode basée sur le changement de
coloration lors de la réduction du fer, de I’ion ferrique (Fe3+) a I’ion ferreux (Fe2+) par

transfert d’électrons. Cette réduction se fait une présence d’un antioxydant (Desmier, 2016).
e Mode opératoire

Un millilitre de I’extrait & différentes concentrations (de 800 a 6,25 pg/ml) est mélangé
avec 2,5 ml d’une solution tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) (Annexe 1) et 2,5 ml d’une
solution de ferricyanure de potassium K3Fe(CN) 6 a 1%. L’ensemble est incubé au bain-
marie a 50°C pendant 20 min ensuite, 2.5 ml d’acide trichloracétique a 10 % sont ajoutés pour

stopper la réaction. Les tubes sont centrifugés a 3000 rpm pendant 10 min.

Un aliquote (2,5 ml) de surnageant est combiné avec 2,5ml d’eau distillée et 0,5ml
d’une solution aqueuse de FeCl3 (Chlorure ferrique) a 0,1%. La lecture de I’absorbance du
milieu réactionnel se fait a 700 nm contre un blanc semblablement préparé, en remplacant
I’extrait par de 1’eau distillée qui permet de calibrer 1’appareil (spectrophotomeétre UV-VIS).
Le contrble positif est représenté par deux standards d’antioxydants; BHA et BHT dont

’absorbance est mesuré dans les mémes conditions que les extraits (Fig.13).

Une augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur

0.5 des extraits testés qui représente la concentration qui réduit le fer a 1’absorbance 0.5
(Singleton et Rossi, 1965).
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de chaque ~» | solution tampon | -»
concentration phosphate
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bain-marie a 50°C
/20 min
Centrifugation a
3000 rpm pendant
10 min.
(
Lecture
spectrophotomeétrique a
700 nm <

2,5 ml d’une solution
de ferricyanure de
potassium

2.5 ml d’acide
trichloracétique a 10 %

v
2,5 ml d’un aliquote de
surnageant

-

2.5ml d’eau distillée
v

0,5ml d’une solution

aqueuse de Chlorure
ferrique a 0,1%.

Figure 13. Schéma représentant le protocole de la réduction du fer (test FRAP) décrit par

(Singleton et Rossi, 1965).

4.2.4.3. Test d’activité antioxydante totale

La capacité antioxydante totale (TAC) des extraits est évaluée par la méthode de

phosphomolybdéne de Prieto et al., (1999). Cette technique est basée sur la réduction de

molybdéne Mo (VI) présent sous la forme d’ions molybdate MoO4> & molybdéne Mo (V)

MoO?" en présence de I’extrait pour former un complexe vert de phosphate/ Mo(V) & pH

acide.
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e Mode opératoire

0,1 ml de solution d'échantillon de chaque concentration (800 a 200 pg/ml) est
combiné avec 1 ml de solution de réactif (acide sulfurique 0,6 M, phosphate de sodium 28
mM et molybdate d'ammonium 4 mM) (Annexe 2). Les tubes sont bouchés et incubés dans
un bain thermique bloqué a 95 ° C pendant 90 min. Apres les échantillons sont refroidis a la
température ambiante. Le BHA et le BHT sont utilisés comme des standards dans les mémes

conditions que les extraits (Fig.14).

L’absorbance est mesuré a 695 nm contre un blanc; une solution vierge typique
contenue 1 ml de solution de réactif avec 0,1 ml de solvant utilisé pour I'échantillon, et il est
incubé dans les mémes conditions que 1’échantillon (Prieto et al., 1998). et le pouvoir
réducteur 0.5 est calculé dont il exprime la concentration qui réduit le molybdene a

I’absorbance 0.5.

0,1 ml de solution de
chaque concentration \ Incubation dans un Refroidissement

bain thermique bloqué a la température
a 95 ° C /90 min.
1 ml de solution de réactif /

ambiante

Lecture spectrophotomeétrique
a 695 nm

Figure 14. Schéma représentant le protocole du test de TAC (Prieto et al., 1998).
4.2.5. In vitro, évaluation de ’activité anti-inflammatoire
4.2.5.1. Activité anti-dénaturante des protéines

e Mode opératoire

Selon Kandikattu et al. (2013); 1 ml de chaque concentration d’extrait ou du standard
des differentes concentrations (200, 100 , 50 et 25ug/ml) est mélangé avec 1 ml de solution
de BSA 0.2% préparé dans le Tris HCI pH 6,6 (Annexe 3) aprés incubation & 37 C~ pendant
15 min les tubes sont mis en place dans un bain marie a 72°C pendant 5 min. Le contrdle
positif contient 1ml de BSA et 1ml de tampon Tris HCI (Fig.15).
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Le diclofénac de sodium est utilise comme un standard dans les mémes conditions que

les extraits.

Apreés refroidissement la turbidité est mesurée a 660 nm dans un spectrophotométre a
cuve. (Kandikattu et al., 2013).

1 ml de chaque concentration 1 ml de solution de BSA 0.2%

Incubation a 37
C’ pendant 15
min

Mis en place dans
un bain marie a
72°C /5 min.

Apres refroidissement, la
lecture
spectrophotomeétrique a
660 nm
Figure 15. Schéma illustratif de I'activité anti-dénaturante des protéines (Kandikattu et

al., 2013).

4.2.5.2. Activité hémolytique
e Préparation de la suspension érythrocytaire

Pour les deux tests (hémolytique et anti-hémolytique) ; Le sang est prélevé dans des
tubes d’héparine a partir d’'un donneur sain est utilisé pour préparer la suspension
érythrocytaire. Il est centrifugé a 2 500 tours/min durant dix minutes et, aprés élimination du
plasma, le culot est lavé deux fois par du PBS, puis suspendu a nouveau dans ce méme
volume de plasma éliminé. La suspension érythrocytaire, ainsi obtenue, est diluée 20 fois par
le PBS. (Haddouchi et al., 2016).

Le test d’hémolyse est eévalué parce que, méme si une plante possede un pouvoir
antioxydant puissant, son utilisation en médecine traditionnelle et dans les préparations
pharmacologiques sera impossible en présence de leur effet hémolytique, qui est un indicateur
de cytotoxicité (Haddouchi et al., 2016).
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e Mode opératoire

Le pouvoir héemolytique des extraits aqueux et méthanolique de P. atlantica est réalisé
in vitro a trois concentrations (50000, 25000 et 12500 pg/ml) sur une suspension
d’érythrocytes du sang humain dans le PBS (Phosphate Buffered Saline) a pH = 7,4 + 0,2
(Annexe 4).

Le test d’effet hémolytique de la plante est réalisé selon la méthode de Guo-Xiang et
Zai-Qun (2008). Dans des tubes a hémolyse, 20 pl de chaque extrait a différentes
concentrations sont ajoutés a 1 980 ul de la suspension érythrocytaire préparée. Ces tubes sont
ensuite incubés a 37 °C pendant 60 minutes. Aprés I’incubation, des prélévements de 250 pl
sont réalises pour chaque tube pour étre repris dans 750 ul de PBS. Ces derniers sont
mélangés délicatement et mis dans un bain glacon pour arréter la réaction, puis centrifugé a
2 500 tours/min durant dix minutes. La lecture des absorbances est effectuée a 548 nm a I’aide
d’un spectrophotomeétre, contre un blanc contenant du PBS. Dans les mémes conditions et les
mémes démarches expérimentales, nous avons préparé un tube d’hémolyse totale qui contient
100 pl de la suspension érythrocytaire et 1 900 pl d’eau distillée et un tube témoin négatif
composé de 250 ul de suspension érythrocytaire et de 750 pl de solution tampon de PBS
(Fig.16).

L’aspégic est utilisé comme un standard dans les mémes conditions que les extraits.

Le taux d’hémolyse des différents extraits est calculé en pourcentage par rapport a

I’hémolyse totale, aprés 60 minutes d’incubation, selon la formule suivante :

Taux d’hémolyse % : DO Extrait — DO Témoin négatif / DO Témoin positif x100
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La lecture
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Figure 16. Schéma représentant le protocole de I'activité hémolytique (Haddouchi et
al., 2016).

4.2.5.3. Activité anti-hémolytique
Selon le protocole de Ganesh et al. (2013) I’activité anti-hémolytique est basé sur
I’effet des extraits Aq et Met de P. atlantica sur la stabilisation de la membrane des
érythrocytes, aprés un passage a 1’hémolyse par une solution hypotonique associée a une

température élevee.
e Mode opératoire

Dans des tubes a hémolyse ; 0,5 ml d’extrait (des déférentes concentrations : 3200-
1600 et 800 pg/ ml), 1,5 ml de tampon phosphate (0.15 M, pH 7.4) et 2 ml de la solution
hypo-saline (Na Cl a 0.36 %) sont mélangés et incubés a 37 °C pendant 20 min. Par la suite,
un volume de 0.5 ml de la suspension des érythrocytes (10 %) est rajouté pour chaque tube,
enchainé d’une incubation, a 56 °C pendant 30 min. Les tubes sont mis dans de 1’eau froide
pendant 20 min, afin d’arréter la réaction ensuite sont centrifugés, a 3000 t/m pendant 5 min.
Le contr6le consiste en un mélange de 2 ml de la solution hypo-saline, 2 ml du tampon PBS,

0.5 ml de la suspension de globules rouges et 0.5 ml d’eau physiologique (Fig.17).
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L’acide gallique est utilisé comme un standard avec les mémes conditions que les
extraits. Ou la lecture d’absorbance du surnageant est faite a 560 nm, a ’aide d’un

spectrophotometre.

Le pourcentage d’inhibition d’hémolyse est calculé selon la formule suivante :
1%= [(Abs contrble — Abs test)/ Abs contréle] x 100

I %: Pourcentage de ’activité anti-hémolyse ;

Abs test : Absorbance de 1’échantillon ;

Abs Controle : Absorbance du contréle.

0,5ml d’extrait de || 15mldetampon || 2mlde lasolution
chaque concentration phosphate hypo-saline

Incubation a 37 °C /20 min

0.5 ml de la suspension des érythrocytes (10 %)

Incubation a 56 °C /30 min

Arréter la réaction dans
I’eau froide /20 min

Centrifugation a 3000 tour/5min

La lecture spectrophotometrique
a560 nm

Figure 17. Schéma représentant le protocole de l'activité anti-hémolytique (Ganesh et al.,
2013)
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4.2.6. In vivo, évaluation de la toxicité aigue d’extrait méthanolique de P. atlantica

D’apres Ziane (2014), afin d’éviter tout éventuel risque de toxicité lors des tests
biologiques, il était nécessaire de réaliser des essais de toxicité, pour cela on a administré aux
rats de sexe masculin deux concentrations de I’extrait méthanolique solubilisé dans 1’eau
physiologique, et bien sur il est impératif d’ajouter un lot témoin auquel on administre 1’eau

physiologique.
e Administration

L’administration de différentes concentrations de 1’EM, solubilisé dans 1’eau
physiologique est effectué par gavage orale a 1’aide d’une sonde. Les rats utilisés sont
initialement soumis a un jeun hydrique de 16 heures, puis ils sont peses et reparti en trois

groupes de six rats pour chacun.

Les groupes sont traités ainsi qu’il suit :

= Groupe 1 (ttmoin) : 1 ml d’eau physiologique/rats;
= Groupe 2 : 2000 mg/kg de poids corporel;
= Groupe 3 : 5000 mg/kg de poids corporel.

e Observation

Apres l'administration de I'extrait, les rats sont surveillés en permanence pendant deux
heures avec prise de notes sur les signes de toxicité apparents. Pour le reste de la période de
I'expérience (14 jours), les rats sont surveillés quotidiennement pour signaler s’il y a eu des
morts, des changements dans la prise alimentaire ou encore des signes comportementaux ou
cliniques supplémentaires de toxicité. A la fin de I'étude (Ji4), touts les rats restant sont

sacrifiés et s’il ya des mortalités le nombre des rats morts est exprimé en pourcentage.
4.2.7. Analyse statistique

Les résultats sont exprimés par les moyennes + écarts types qui sont calculés par
Microsoft Office Excel 2007.
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5.1. Rendement
Apres macération de la poudre des feuilles de Pistacia atlantica Desf. suivant le

protocole de Falleh (2008), les extraits aqueux et méthanolique ont caractérisé par deux
couleurs (jaune foncé et vert foncé) et deux aspect différents (poudre et visqueux)

respectivement. Le rendement a calculé et les résultats obtenus présentent dans le tableau 2.

Tableau 2. L’aspect, la couleur et le rendement des extraits aqueux et méthanolique des
feuilles de Pistacia atlantica.

Les extraits Aspect Couleur Rendement (%)
Aqueux Poudre Jaune foncé 24,76
Meéthanolique Visqueux Vert foncé 26 ,56

Les résultats obtenus ont montré que 1’extrait méthanolique des feuilles de Pistacia
atlantica a représenté le rendement le plus élevé (26,56%) par rapport au poids total de

poudre des feuilles, suivi par I’extrait aqueux qui a exprimé par un rendement de 24,76 %.

En comparant les résultats de Ziane (2014), on observe que nos résultats de rendement
ont été plus inférieur, I’auteur a trouvé un rendement en extrait méthanolique (extrait brut) qui

égale 4 46,578 % et un rendement d’extrait aqueux de 27,41 %

Aussi, d’aprés Benhammou (2011) le rendement d’extrait méthanolique des feuilles
de notre travail a été faible par rapport a I’extrait méthanolique (brut) des fruits rouges de P.

atlantica qui a été de I’ordre 33.43 %.

Les variations de valeurs des rendements de nos résultats et les autres études peuvent
étre expliquée par les différents partie de la plante utilisée dans 1’extraction, les conditions
expérimentales des méthodes appliquées et aussi les solvants utilisées dans la macération qui
est probablement le facteur majeur de cette différence par ce que la solubilité des principes

actifs n’est pas de méme facon dans touts les solvants.

5.2. Dosage des polyphénols et des flavonoides totaux
Afin de caractériser les extraits prépares a partir des feuilles de Pistacia atlantica Desf.,

un dosage des polyphénols totaux et des flavonoides a effectué. La méthode de dosages des
polyphénols totaux a été celle de Folin-Ciocalteu (Singleton et Rossi, 1965 ; Miiller et al.,

2010), I’acide gallique a utilisé comme standard .Alors que, le dosage de flavonoides a réalisé
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selon la méthode au trichlorure d’aluminium (Topgu et al., 2007), en utilisant comme

standard la quercétine.

Les résultats représentent dans le tableau 3 et les gammes d’étalonnages de 1’acide
gallique et de la quercétine sont présentées dans le figures 18 ; 19. Dont Y=2,5705x-0,5575
avec un coefficient de corrélation R*= 0,9711pour I’acide gallique et Y=2x-0,5648 avec un
coefficient de corrélation R*=0,986

Tableau 3. Teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides des extraits des feuilles de P.
atlantica Desf.

Teneur en flavonoides

Les extraits de la plante

Teneur en polyphénols
(mg EAG/g d’extrait sec)

(mg EQ/g d’extrait sec)

Extrait aqueux 556,70 361,5+0,9
Extrait méthanolique 5449 +0,1 382,90
2,5
Y=2,5705x - 0,5575
R2=0,9711
£ 2 /
<
Lo
R 15 2
T
3 /
c 1
3 /
S
@ 0,5
< /
0 t T T T T 1
) 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
-0,5
Concentration mg/ml

Figure 18. Courbe d'étalonnage de I'acide gallique.

En a noté un taux de polyphénols élevé dans 1’extrait aqueux (556 ,7 + 0 mg EAG/g
d’extrait sec) suivi par I’extrait méthanolique (544,9 + 0,1 mg EAG/g d’extrait sec), ces
résultats ont plus élevé que les résultats enregistré par Ziane (2014) qui trouve un taux en
polyphénols de 0.040 £ 0.031mg EAG/g d’extrait sec pour 1’extrais méthanolique suivi par
I’extrait aqueux d’un taux de 0.266 + 0.041 mg EAG/ g d’extrait sec.
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En plus de résultat motionnées par Ziane, on a trouve que nos résultats en teneur en
polyphénols de I’extrais méthanolique ont été supérieur de celle trouvé par Sebaihi (2010)
qui a signalé un taux de 232,22 + 1,59mg ECat /g d’extrait.

Par ailleurs, notre taux en polyphénols a été plus inférieur que celui trouvé dans 1’étude
de Gardeli et ses collaborateurs (2008) sur 1’extrait méthanolique de feuilles de Pistacia

lentiscus qui a compté une teneur de 588 mg EG/g d’extrait.

0,5
g 0,45 Y=2x-0,5648 »
o 04 R2=0,986
= 0632 /
S ,
8025 /
c Vd
c 0,2 /
=2 0,15
2 01 4
< 0,05 /

O T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Concentration (mg/ml)

Figure 19. Courbe d'étalonnage de la quercétine.

Le tableau 2 contient les valeurs des teneurs en flavonoides de Pistacia atlantica qui ont
varié entre 3615 £ 0,9 et 382,9 + 0 mg EQ/g correspondant les extraits aqueux et

méthanolique respectivement.

Mis en relation avec 1’étude de Ziane (2014), nos résultats ont été supérieurs a celle-ci
qui égale a 0.012 + 0.0005 et 0.014+ 0.0009 mg EQ/g des extraits aqueux et méthanolique

respectivement.

Les résultats de la présente étude a réaffirmé la richesse de I’extrait méthanolique des

feuilles en flavonoides par rapport a I’extrait éthanolique qui égale a 150,05 + 1,35 mg ER/g
(Sebaihi, 2010)

Les teneurs en polyphénols et en flavonoides peut étre varié d’un solvant a 1’autre qui
dépendent de leurs polarité, ce qui suggére que le méthanol est le meilleur solvant pour
solubiliser les polyphénols totaux par rapport 1’éthanol, ainsi que les méthodes de dosage

utilisés dans ce présent travail, la température ambiante joue un r6le important dans la

26



Chapitre 5 Reésultats et discussion

préservation de ces molécules de la dénaturation comme les autres méthodes qui utilise des
températures plus élevé. (Lié et al., 2003)

5.3. Evaluation du pouvoir antioxydant des extraits des feuilles de Pistacia
atlantica

Dans les etudes antérieures, plusieurs méthodes d’évaluation de 1’activité antioxydante
ont utilisé. Dans notre travail trois méthodes ont utilisé pour déterminer le pouvoir
antioxydant des extraits des feuilles de P. atlantica, ces méthodes ont basé sur trois
mécanismes : piégeage du radical DPPH (2,2-Diphényl-1-Picryl-Hydrazil), le test FRAP
(Ferric Reducing Ability of Plasma) et TAC (activité antioxydante totale).

5.3.1. Effet piégeur des extraits contre le radical DPPH
La réduction du radical DPPH par un antioxydant s’accompagne avec un changement
de coloration de violette foncée au jaune pale qui est traduis par une diminution

d’absorbances

Les différentes droites de régression des pourcentages d’inhibition du radicale DPPH
par les extrais aqueux, méthanolique des feuilles de P. atlantica et les standards BHA et
BHT sont présentées dans les figures 20 ; 21 ; 22.

80
70 Y =0,25x + 0,1153 A
2 =
% 60 R2=0,9988
0 50 EMet
S
s 40 /A/ AEAQ
£ 30
2 Y=0,3729x - 1,8788
£ 5 R2 = 0,9963
T 10
g 0 / T T T T 1
0 50 100 150 200 250
Concentration pg/mi

Figure 20. Droite de regression des pourcentages d'inhibition de DPPH par I'EAQ et 'EMet
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60,00 Y= OF,zzzs_szt)xgg3 1,30665
T 5000 : "
& /
= 40,00
© /
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=
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5 10,00
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Figure 21. Droite de régression des pourcentages d'inhibition de DPPH par le BHA

Y=0,0157x + 3,6118
- 6000 R-oseL |,
8 50,00
[a)
o 40,00
©
S 30,00 3
2
2 20,00 /
S 10,00 —*
5 'Y
O\O 0,00 T T T 1
0 1000 2000 3000 4000
Concentration pg/mi

Figure 22. Droite de régression des pourcentages d'inhibition de DPPH par le BHT

On a noté une augmentation proportionnelle des pourcentages d’inhibitions du radical
DPPH avec 1’augmentation des concentrations qui a atteint 72,41 + 0,08 % ; 50,13 + 0,13 %
et 55,52 + 0,29 % pour I’extrait aqueux, méthanolique et le BHA a la concentration 200 pg/ml
respectivement ; contrairement au BHT qui a arrivé a un % d’inhibition de 55,10 + 0,45 % a

une concentration plus élevé : 3200 pg/ml.
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2984,25
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Figure 23. Valeurs d'ICsq des extraits Ag et Met des feuilles de P. atlantica avec les standards
BHA et BHT

Les valeurs des concentrations d’inhibition de 50 % du DPPH (IC so) ont calculé a
partir des droites de régression schématisent dans la figure 23. On peut conclure que les
extraits aqueux et méthanolique ont été plus proches a celle de BHA avec une activité anti
radicalaire plus fort que le BHT ; et ca @ montré par les valeurs d’ICsp, qui indique que
I’extrait aqueux a été le plus fort avec un ICs plus faible de 139,12 + 0,11pg/ml suivi par
I’extrait méthanolique, BHA et enfin BHT avec des valeurs d’IC50 de 149,64 + 86,45 ;
177+1,04 ; 2948,25 + 30,66 pg/ml respectivement.

On a noté que les activités anti-radicalaires de nos résultats ont été plus basses que ceux
qui ont trouvé dans 1’étude de Ziane (2014) qui a enregistré des valeurs d’ICsq de : 3.66 *
0.003 pg/ml pour I’extrait aqueux, 4.30 + 0.087 pg/ml pour I’extrait méthanolique et le BHT
avec une ICsp de 87.26 + 0.001 pg/ml. Par contre I’extrait méthanolique dans notre travail a
été plus efficace que celui du méme extrait des feuilles de Pistacia lentiscus qui a caractérisé
par un ICsp égale a 0.166 + 0.001 mg/ml. (Zitouni, 2017).
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5.3.2. Test de Ferric Reducing Power (FRAP)
La relation proportionnelle entre I’augmentation de la réduction du fer et celle de la
concentration a été¢ observée a I’ceil nu par une modification du couleur jaune vers le bleu

vert.

D’aprés la figure 24 nous avons observé une proportionnalité de 1’absorbance en

fonction de concentration mais ce dernier différent entre les quatre solutions

Dans la concentration 800 pg/ml une similitude d’absorbance de I’EAq et ’EMet
1,614 ; 1,613 est marqué et une valeur d’absorbance inferieur de BHA = 1,47 par contre le

BHT a enregistré une absorbance plus élevée de 2,38.

Par ailleurs, a la concentration 200 pg/ml les EAq et EMet ont enregistré des
absorbances de 0,85 et 0,99 respectivement qui ont été supérieurs a celle de BHA 0,625 mais
inferieurs a BHT 1,034.

Notre résultat de D’extrait méthanolique des feuilles de P. atlantica dans la
concentration 200 pg/ml a été supérieur a celle trouvées par Ben hammou (2011) sur les

fruits qui a enregistré une valeur de 0,708

3
25

E
= ——EAq
™15
rg ' =—-EMet
% 1 BHA
2
E 05 —>e=BHT
<

O 4 T T T T 1

0 200 400 600 800 1000

Concentration pg/mi

Figure 24. Les pouvoirs réducteurs du fer de I'EAQ et I'EMet avec les standards BHA et BHT
(g /ml)

Le pouvoir réducteur 0.5 signifie la concentration de la réduction a I’absorbance 0.5 ;

dans la figure 25 ci-dessous, on a enregistré des valeurs de 0.5 pour BHT, Emet, EAq et enfin
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le BHA par des concentrations de 76,77 £ 0,06 pg/ml ; 85,37 + 0,32 pg/ml ; 113,61 £ 54,76
pag/ml et 152,23 + 3,57 pg/ml.

152,23
160 - —

140 - 113,61
120 - A

100 - 76,77
80 -

85,37
—

60 -
40 -

PR 0,5 (ng/ml)

BHT BHA Eaq EMet

Figure 26. Les valeurs de PR 0.5 de I'EAQ et I'EMet avec les standards BHA et BHT (g /ml)

5.3.3. Test d’activité antioxydante totale (TAC)

1,8

1,6 / —(= —
g 14
Lo ’
3 1 4 A = ——BHA
T
8 08 - —B—BHT
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< 02 -
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Figure 27. Les pouvoirs réducteurs de phosphomolybdéne des extraits Aqg et Met avec les
standards BHA et BHT ( ug /ml)

Les courbes de la capacité antioxydante totale des extraits aqueux et méthanolique des
feuilles de Pistacia atlantica et les standards BHA et BHT ont caractérisé par une

augmentation de 1’absorbance avec la concentration (fig. 26)
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Les résultats obtenus ont indiqué que les extraits aqueux et méthanolique ont eu une
capacité antioxydante totale inferieurs a celles de BHA et BHT ou a la concentration
400pg/ml ont eu des absorbances : 0,32 ; 0,34 ; 1,09 et 0,66 respectivement.

Par ailleurs on a noté des absorbances de : 1,60 ; 1,11 ; 0,60 et 0,72 correspondant aux

BHA, BHT, extrait aqueux et extrait méthanolique respectivement a la concentration 1600

pg/ml.

7800
y
8000 5 6366,66
6366.¢
T 6000 -
I=)
=
= 4000 - 2800
;5 1766,66 “
o 2000 '
0 T T I T T
BHA BHT Eaq EMet

Figure 28. Les valeurs PR 0.5 des extraits Aq et Met avec les standards BHA et BHT (ug/
ml)

La figure 29 représente un histogramme des pouvoirs réducteurs a 1’absorbance 0.5 des
deux extraits de Pistacia atlantica avec les standards BHA et BHT, ou le meilleur pouvoir
réducteur a été celui de BHA par une concentration mineur de 1766,66 + 57,73 pg /ml suivie
par le BHT par 2800 + 866,02 g /ml puis I’extrait aqueux et méthanolique qui ont exprimé
les faibles pouvoirs correspondant a 6366,66 + 4944,01 pg/ml et 7800 + 4944,01ug /ml

respectivement.

Une étude antérieure a montré que P.atlantica posséde une activité anti-radicalaire

importante via DPPH par rapport a I’acide ascorbique et un pouvoir antioxydant élevé vis-a-

vis le test TAC (Ben hammou, 2011).
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5.4. In vitro, évaluation de ’activité anti-inflammatoire

5.4.1. Activiteé anti-dénaturante des protéines

97,30% 98,70%
100 - 91,72%
<
)
0 g EMeOH
©
g Eaq
= 60 1 48,91%
g 46,45% Dic
2 35,93%
I3 40 - a—
S 22,16%
o e 16,84% 17,08%
o 20 - - 8% 10,47%
o 530 0,14%
N
o
O T - T T 1
25 50 100 200
Concentration pg/mi

Figure 30. Les pourcentages de la dénaturation de BSA par I'EAQ et I'EMet des feuilles de
Pistacia atlantica

D’aprés la figure 28 ci-dessus on a observé une relation proportionnelle entre
I’augmentation de la concentration et le pourcentage de la dénaturation de BSA par le
diclofénac (standard) et une relation inverse avec le pourcentage de la dénaturation de BSA

par des extraits EAq et EMet des feuilles de P. atlantica

Dont les résultats obtenues a la concentration 25 ug/ml: 48,91 + 0,40 % ; 22,16 +
9,49 % et 46,45 + 0% et a la concentration 200 pg /ml on a enregistré : 10,47 + 0,76 % ;
10,14 + 0,44 % et 98,70 = 0 % correspondant a I’EAq, EMet et diclofénac respectivement.

5.4.2. Activité hémolytique
Les résultats du test de cytotoxicité ont présenté par des pourcentages d’hémolyse des
globules rouges, en fonction des trois concentrations différents de I’aspégic et des extraits Aq

et Met des feuilles de Pistacia atlantica, illustrent dans le tableau 4.
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Tableau 4. Le taux d’hémolyse de I’EAq et I’EMet des feuilles de P. atlantica en
comparaison avec 1’aspégic

La concentration Extrait aqueux Extrait méthanolique L’aspégic
en pg/mi
12500 6,58+0% 11,80 £ 0,07 % 6,32+0%
25000 6,54+ 0% 14,40 + 0,07 % 3,99 £ 0,07 %
50000 7,54 + 0,08 % 8,16 £ 0 % 5,96 + 0,08 %

A la concentration 12500 pg /ml on a trouvé des taux d’hémolyses : 6,58 £ 0 % ; 11,80
+ 0,07 % et 6,32 £+ 0 % correspondant aux extraits Aq; Met et Asp. Par ailleurs on a

observé une variation instable dans les deux autre concentrations 25000 ; 50000 pg /ml.

Par ailleurs, ces mineurs taux d’hémolyses sont obtenus dans des concentrations

élevées, ce qui probablement due a I’absence de I’effet toxique de la plante.

5.4.3. Activité anti-hémolytique

Dans ce test biologique les hématies ont soumis a un choc thermique afin de
provoquer I’hémolyse. On a trouvé une évolution des pourcentages d’inhibition d’hémolyse
des extraits Ag et Met avec la concentration ; ou & 800 — 3200 pg/ml ils ont enregistré :
(13,44 £ 0% a56,32 +0 %) et (15,66 + 0,38 % a 96,26 + 0,1%) respectivement. Par contre
le standard a remarqué une diminution des pourcentages d’inhibition d’hémolyse avec
I’augmentation de la concentration ; dont il a noté des valeurs de (48,96 + 0,65 % a 20,45 +
0,07%) (Fig. 31).

D’aprés Ferradji (2011), les extraits aqueux et méthanolique des feuilles de Pistacia

lentiscus ont une activité anti inflammatoire in vivo sur les souris.
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Figure 32. Les pourcentages d'inhibition d'hémolyse par I'EAq et 'EMet des feuilles de
Pistacia atlantica et par I'acide gallique

5.5. In vivo, évaluation de la toxicité aigue d’extrait méthanolique de P. atlantica
Les signes cliniques et de mortalité chez les rats de chaque groupe ont été marqués
aprés deux heures ’administration orale de I’EMet des feuilles de P. atlantica puis pendant

les 14 jours d’étude préliminaire de la toxicité aigué.

On n’a pas observé des symptdmes de toxicité aigué et de mortalités a 1’ceil nu, le long
de cette période pour le groupe témoin qui est traité par 1’eau physiologique. La méme

remarque pour les deux autres groupes qui sont traités par deux concentrations différentes

d’EMet (2000 et 5000 mg/Kg de poids corporel).

Par contre Ziane (2014) qui a noté des symptdmes de toxicité (Hypoactivité, isolement,
anorexie) a la concentration 3000 mg/ ml et des mortalités a 6000 mg/ml d’extrait

méthanolique des feuilles de P. atlantica.
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Conclusion

Aujourd’hui, la thérapie via les plantes médicinales constitue un vrai patrimoine d’étre
humain dans le domaine de la santé publique ou la diversité en propriétés biologiques est liée
certainement aux vertus thérapeutiques attribuées a une gamme extraordinaire de molécules

bioactives synthétisées par la plante.

Notre étude a intéressé a 1’évaluation des activités antioxydante et anti inflammatoire
des extraits aqueux et méthanolique des feuilles de Pistacia atlantica Desf. et de la toxicité

aigue d’extrait méthanolique de cette derniere.

Les résultats sont obtenues montrent que Pistacia atlantica a eu une activité

antioxydante remarquable et proche aux standards BHA et BHT via les tests DPPH et FRAP.

Par ailleurs, on prend en considération que Pistacia atlantica a possédé une activité

anti-inflammatoire par les trois tests examinés.

Ainsi que D’extrait méthanolique n’a provoqué aucun signe comportemental de la

toxicité aigue sur les rats.
A la fin, Pour mieux confirmer les résultats précedent de préférence que :

e FEtudier lactivit¢é antioxydante des différentes parties de la plantes

(racine, écorce, oléorésine, les graines) par autres testes.
e Evaluer I’activité anti inflammatoire in vivo.
e Tester la toxicité aigue du coté hématologique et histologique.

e Appliquer la toxicité subaigie et chronique.
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Annexe 1 : Préparation de tampon phosphate a pH : 6,6

125,5 ml de KH2PO4 (9.08 g de KH2PO4 dissout dans un litre d'eau bidistillée) +74,5 ml de
Na2HPO4 (9,47 g de Na2HPO4 dissout dans un litre d'eau bidistillée).

Annexe 2 : Préparation des solutions pour la capacité antioxydante totale
= Solution d’acide sulfurique (0,6mM)

Pour préparer la solution d’acide sulfurique, il faut calculer le volume initiale puis ajouter

I’eau distillé jusqu’ a le volume finale.

C2xV2xM 0,6 x 0,03 x 98,08
Vl = V]_ =
dx10°x P 1,840 x 10° x 0,95

Donc : V1= 1,0099 ml.

» Solution de phosphate de sodium (28 mM)

e Pour préparer une solution de phosphate de sodium, il faut premierement calculer sa

masse.
Ona:C=28Mm C =0,028 moll/l.

M = 119,98 g/mol.

V =0,03 ml.
n=CV=m/M Doncm=CV.M m = 0,028 x 0,03 x 119,98
Donc: m = 0,10078 g.

Puis Dissoudre 0,10078 g de NazPO, dans un volume de 30ml d’eau distillée.
» Solution de molybdate d’ammonium (4 mM)
e Pour préparer une solution de molybdate d’ammonium, il faut calculer sa masse.

Ona:C=4Mm C = 0,004 mol/l.
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V =0,03ml
M = 1235,86 g/mol
n=C.V=m/M Doncm=C.V.M m = 0,004 x 0,03 x 1235,86

Donc . m = 0,14830 g.

Puis Dissoudre 0,14830 g de molybdate d’ammonium dans un volume de 30ml d’eau

distillée.

M : la masse molaire ; m : la masse ; d: la densité ; C : la concentration ; V : le volume ; P : la

pureté.

Finalement pour préparer le tampon molybdate, on mélange les trois volumes de chaque
solution (acide sulfurique, phosphate de sodium et molybdate d’ammonium)

Annexe 3 : Préparation de tampon Tris- HCl a pH : 6,6

1,22 g de Tris-HCI dans 200 ml d'eau distillée + 0,6 g de Tris basique dans 100 ml d'eau

distillée.

Annexe 4 : Préparation de tampon Phosphate Buffered Saline(PBS) a pH : 7,4

Dans 500 ml d'eau distillée, faire dessouder 4g de NaCl; 0,1 g de KCI ; 0,27 g de Na2HPO4 et
0,12 g de KH2PO4.
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Résumé

L’intérét de ce mémoire a été évalué les teneurs en polyphénols et flavonoides totaux, I’activité
antioxydante (DPPH, FRAP, TAC) et anti inflammatoire (inhibition de la dénaturation des protéines
BSA, activité hémolytique, anti hémolytique) in vitro des extraits aqueux et méthanolique des feuilles

de Pistacia atlantica Desf. et de tester la toxicité aigue de I’extrait méthanolique in vivo.

D’une part les tests étudier ont confirmé que la plante riche en polyphénols et flavonoides et a
une activité antioxydante élevé et un pouvoir anti inflammatoire intéressant, d’autre part aucune

symptdme comportementale ou mortalité n’a été marqué du coté de la toxicité aigue.

Mots clés : in vivo, in vitro, Pistacia atlantica Desf. , activité antioxydante, activité anti

inflammatoire, toxicité aigue.

Abstract

The interest of this memoir is to evaluate contents of total polyphenols and flavonoids, the
antioxidant activity (DPPH, FRAP, TAC) and anti-inflammatory activity (inhibition of denaturation of
BSA protein, haemolytic activity, anti-haemolytic) in vitro of the aqueous and methanolic extracts of

the leaves of Pistacia atlantica Desf. and to test the acute toxicity of the methanolic extract in vivo.

On the one hand the tests studies confirmed that the plant rich in polyphenols and flavonoids
and has a high antioxidant activity and interesting anti-inflammatory power, on the other hand no
behavioral symptoms or mortality were noted on the side of the acute toxicity

Key words : in vivo, in vitro, Pistacia atlantica Desf. , antioxidant activity, anti-inflammatory activity,

Acute toxicity.




