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Introduction généra]e



Introduction générale

Les systemes aérobies sont continuellement soumis a des pressions oxydatives qui
conduisent parfois, lors d'un déréglement de la balance pro/antioxydante, a des dommages
oxydatifs impliquant les lipides, les protéines et ’ADN. Ce sont principalement les radicaux

libres.

Parmi les nombreuses substances a l'origine de la production excessive des espeéces
oxydantes, figurent les métaux.

L’arsenic, qui est I'un des métaux le plus anciennement utilisé par I’'Homme. On
trouve des traces de son utilisation dans divers domaines (Agriculture, mine et industrie)
(Hopenhayn, 2006). Il est probablement le contaminant environnemental responsable des
risques les plus élevés de morbidité et de mortalité a travers le monde, en raison de la
combinaison de deux facteurs : son niveau de toxicité et le nombre de personnes exposés

(Manlius et al., 2009).

De nombreuses études ont montré que l’exposition permanente a des petites doses de
I'arsenic peut déclencher chez les étres vivants une surproduction d'especes réactives dérivées
de 1'oxygeéne dites radicaux libres (RLs) a 1'origine d'un «stress oxydatif». Ces especes
oxygénées activées (EOAs) ou encore les espéces réactives de I'oxygene (EROs), trés instables
et tres réactives réagissent avec les substrats oxydables (Glucose, protéines et acides gras) et
génerent des réactifs carbonyles, dont les effets cellulaires sont multiples : oxydation des
protéines, altération du message génétique et l'initiation des processus de peroxydation

lipidique au sein de la membrane cellulaire... (Pincemail et al., 1998).

Mais 1'ensemble de ces dommages radicalaires semble pouvoir étre limités, tout au
moins en partie, par des systemes dits antioxydants (Gardes-Albert et al., 2003) Ceux-ci sont
tres variés car ils permettent soit de capter, soit de neutraliser les molécules réactives ou bien
encore d’éliminer et de remplacer les molécules endommagées (Daum-Badouard, 2007).

Parmi ces antioxydants on trouve les enzymes telles la superoxyde dismutase (SOD)
(Chapelle et al., 2000), la catalase (CAT) (Putnam et al., 2000) et la glutathion peroxydase
(GPx). D’autres antioxydants sont de nature non enzymatique tels les métallothionéines

(MTs) (Cosson & Amiard, 1998), le glutathion réduit (GSH), les vitamines C et E, les

)



caroténoides et les flavonoides (Aruoma, 1998 ; Lefer & Granger, 2000 ; Smith et al., 2000 ;
Bhatia et al., 2003 ; Peuchant et al., 2004).

Un tres grand nombre des plantes médicinales, possédent des propriétés biologiques
tres intéressantes, sont appliquées dans divers domaines a savoir en médecine, pharmacie,
agriculture et cosmétologie. Ces plantes représentent une nouvelle source de composés actifs.
En effet, elles sont l'objectif de nombreuses recherches, notamment de la recherche de
nouveaux constituants naturels qui ont un pouvoir antioxydant considérable, tels les
composés phénoliques, les huiles essentielles et les huiles fixes.

L'huile de lentisque, est une huile végétative extraite a partir de l'espece Pistacia
lentiscus. Cette huile est utilisée dans la médecine traditionnelle pour le traitement des
petites blessures, briilures légeres et érythémes. Elle est employée par voie orale contre les

problémes respiratoires d’origine allergique et les ulceres de I'estomac (Boukeloua, 2009).

Au vu de ces données, I'objectif de notre travail est d’évaluer les activités biologiques in vitro
de I'huile de Pistacia lentiscus (Activité antioxydante et antimicrobienne ) et de tester in
vivo l'effet préventif et protecteur de cette huile sur le déséquilibre pro/antioxydant induit
par 'arsenic dans deux organes : foie et rein chez les rats Wistar.

-
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Chapitre I:

STRESS OXYDANT



L. Le stress oxydant
Le stress oxydatif (SO) se définit comme étant un déséquilibre profond de la balance
entre les pro-oxydants et les antioxydants en faveur des premiers, ce qui conduit a des dégaits

cellulaires irréversibles (Pincemail et al., 1998).

L.1. Les radicaux libres

Un RL est une espéce chimique neutre ou chargée (Corrinne, 2010) dont la couche
externe possede un ou plusieurs électrons non appariés (radical) et capable d’exister seule en

tant que telle (libre) (Mandelker, 2008).

L.2. Natures et sources de formation des radicaux libres

Il existe plusieurs sites de production intracellulaire de RLs tels le réticulum
endoplasmique (Bernhardt, 1996) ou les peroxysomes (Corpas et al., 2001). Néanmoins, le
principal site de production des RLs dans la cellule est la mitochondrie (Turrens, 2003) ou le
taux de production de RLs est directement lié au taux de consommation d’oxygene (O_) est
proportionnel au nombre de mitochondries (Lesser, 2006).

Parmi toutes les espéces radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il
convient de distinguer un ensemble restreint de composés radicalaires qui jouent un role
particulier en physiologie et que nous appellerons radicaux primaires. Les autres RLs, dits
radicaux secondaires, se forment par réaction de ces radicaux primaires sur les composés
biochimiques de la cellule.

Ces radicaux primaires dérivent de I'O, par des réductions a un électron tels I'anion
superoxyde (O,"") et le radical hydroxyle (OH"®) ou de I'azote tel le monoxyde d'azote (NO*)
(Yoshikawa et al., 2000). D'autres espéces dérivées de 1'oxygeéne dites EOAs, comme
I'oxygene singulet (O,), le peroxyde d'hydrogene (H,0,) ou le nitroperoxyde (ONOOH), ne
sont pas des radicaux libres, mais sont aussi réactives et peuvent étre des précurseurs de
radicaux. L'ensemble des RLs et de leurs précurseurs est souvent appelé formes réactives de
I'oxygene (FROs) (Favier, 2003) (Voir figurel).

Figure 1. Cascade de production des principales FROs : en orange FROs non

radicalaires ; en jaune FROs radicalaires (Favier, 1997).




Alors La production des RLs résulte de plusieurs sources, en particulier du complexe
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enzymatique mitochondrial de la chaine respiratoire. Les RLs sont des médiateurs cellulaires
qui exercent diverses fonctions biologiques. Elles jouent un role important dans l'immunité,
l'inflammation, la phagocytose et participent également aux voies de transduction du signal
de plusieurs hormones et facteurs de croissance (Sajous et al., 2008), au cycle cellulaire, d la
difféerentiation cellulaire, a la fécondation de I'ovule, au fonctionnement de certains
neurones et notamment ceux de la mémoire (Droge, 2002). Ainsi a un stade avancé
d’évolution de la carcinogenese, les RLs sont utilisés par les lymphocytes NK pour tuer les
cellules tumorales (Favier, 2006).

Une production excessive des RLs peut ainsi étre liée a un processus inflammatoire,
notamment par l'intermédiaire de cellules phagocytaires qui sont le siege d une activation du
complexe NADPH oxydase (Sajous et al., 2008), ce complexe enzymatique utilise les électrons
provenant du NADPH intracellulaire pour générer I'O,""qui est ensuite transformé en H,O,

et autres RLs (Orient et al., 2007).

NADPH OXYDASE
NADPH + 20, > NADP* + H* + 20, ¢~

Une surproduction des RLs peut étre aussi induite par la pollution, le tabagisme, une
consommation excessive d’alcool, la prise de pilule contraceptive, I'exposition immodérée au

soleil ou a des radiations sans protection suffisante, la pratique du sport de haut niveau
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(Magder, 2006) et les métaux. Certains métaux tels le fer, le cuivre, le chrome, le vanadium

et 'arsenic, géneérent des radicaux hydroxyles a partir d’H 0, (Favier, 2003).

L.3. Les systémes de défenses antioxydantes

Les cellules utilisent de nombreuses stratégies antioxydantes et consomment beaucoup
d’énergie pour contrbler leur niveau de FROs. La nature de ces systémes differe selon les
tissus, les types cellulaires et selon qu’on se trouve dans le milieu intracellulaire ou
extracellulaire (Bonnefont-Rousselot et al., 2003). Dans les systémes de défenses anti-
oxydantes de notre organisme, on distingue des systémes enzymatiques et des systemes non

enzymatiques.

1.3.1. Les systeémes de défenses enzymatiques
1.3.1.1. Les superoxydes dismutases (SODs)
Ce sont des métalloenzymes qui catalysent la dismutation de 'O~ en deux produits ;

'O, et I’'H,0, comme suit :

+ _ SOD
2HT + 202‘ — H202 +02

Elles sont présentes dans la majorité des organismes vivants et chez les eucaryotes, ce
sont des enzymes ubiquitaires qui différent par leurs cofacteurs (Manganeése, Cuivre ou Zinc),
leurs structures et leurs localisations cellulaires (Poisson, 2014) mais ils fonctionnent en

complémentarité.

La Cu/Zn-SOD, chez I'homme, existe sous deux formes, 'une cytosolique et 'autre
extracellulaire ; la premiere est dimérique (32 kDa), la seconde est tétramérique (135 kDa).
Toutes les sous-unités portent un ion Znz*; non catalytique, et un ion Cu,* responsable de
Vactivité SOD ; c’est-a-dire la dismutation de I'O2"~ (Sies et al., 1995 ; Bonnefont-Rousselot
etal., 2003).

La troisieme forme Mn-SOD, c’est une protéine importée du noyau (Sies et al., 1995 ;
Bonnefont-Rousselot et al., 2003) ; située exclusivement dans la matrice mitochondriale de

différents organes : cceur, reins, foie et cerveau (Poisson, 2014). Elle protége les enzymes

=



contenant des centres fer-soufre d’O,"~ (Gardner et al., 1995). Différentes études ont montré
qu’une surexpression de la Mn-SOD entrainait un ralentissement de la croissance tumorale

(Behrend et al., 2003).

L1.3.1.2. Les catalases (CATs)

Les CATs sont des tétrameres composés de quatre chaines polypeptidiques (Chelikani
et al., 2004), ils sont présentées dans un grand nombre de tissus mais sont particulierement
abondantes dans le foie et les globules rouges (Matés et al., 1999 ; Garait, 2006), elles se
situent majoritairement dans les peroxysomes (Arora et al., 2002) dont le role principal est de

transformer 1'H,0, en H,O et O, (Roberts et al., 2002 ; Favier, 2003 ; Borg & Reeber, 2008)

selon  la Gp réaction
TEX
. > +
suivante : ROOH / % ROH + H0O
2 GSH GSSG
-+ - / +
NADP GR NADPH + H

CAT
2H202 — 2H20 + 02

1.3.1.3. Les glutathions peroxydases (GPxs)

Les GPxs se localisent dans les liquides extracellulaires et dans les cellules au niveau
du cytosol et des mitochondries (Ryter & Tyrrell, 2000). 1ls représentent le majeur des
systemes de défenses enzymatiques contre le SO causé par les hydroperoxydes (ROOH)
(Herbette et al., 2007). Les GPxs réduisent les hydroperoxydes en alcool et H;O (Powers &
Jackson, 2008), la GPx a sélénium réduit I'H,O, mais ses substrats principaux sont les
hydroperoxydes provenant de la péroxydation des acides gras polyinsaturés. Elle nécessite,
pour son fonctionnement, la présence de glutathion réduit. Celui-ci est régénéré par la

Qlutathion réductase (GR) (Laurent, 2005) comme suit :




1.3.1.4. Les glutathion S-transférases (GSTs)

Les GSTs font la détoxification des composés éléctrophiles par la conjugaison en GSH

réduit (Aposhian & Aposhian, 2006) comme suit :

GST
GSH + R—X — GSR + HX

Ainsi les GSTs jouent un role indirecte contre le SO résultant de xénobiotiques par

I'élimination des substances toxiques et par la prévention de leurs effets déléteres tels les
mammaliens GSTs Omega ont un role défensif contre I'arsenic pentavalent (Awasthi et al.,

2004).

1.3.2. Les systémes de défenses non enzymatiques
1.3.2.1. Le glutathion (GSH)

Le GSH est un tripeptide (y-glutamyl-cysteinyl-glycine ; GSH) (Pocsi et al., 2004 ;
Lu, 2013 ). 1l est présent dans de nombreux compartiments intracellulaires (Cytosol, noyau et
mitochondries) soit sous sa forme réduite (GSH), soit sous sa forme oxydée (GSSG). Un
rapport GSH/GSSG élevé est essentiel pour assurer une protection contre le SO (Valko et al.,
2006) dont la fonction thiol lui confere un réle réducteur (donneur d’électron ou d’atome H)
(Vina et al., 1989 ; Sajous et al,. 2008) vis-a-vis de certaines FROs tels I’acide hypochloreuse
(HOCI), le radical alkoxyl (RO*), le radical pyroxyle (ROO*), I'oxygene singulier (102), le
radicale hydroxyle ("OH) et le peroxyde d’hydrogene (H;Oz) (Halliwell & Gutteridge, 1999)

comme suit :

GSH
H,0, + 2GSH — 2H,0 + GSSG




GSH
GSH+e¢OH — GS e+ H,0

1.3.2.2. Les métallothionéines (MTs)

Les MTs sont des protéines potentiellement présentes dans tous les organismes
vivants, elles passionnent beaucoup de chercheurs en raison de leurs structures chimiques tres
particulieres. En effet, les MTs sont des protéines de faible poids moléculaire (< 7000 Da) qui
ne contiennent pas d’acides aminés aromatiques ni d’histidine. Par contre elles sont trés
riches en cystéines (Cys) qui leurs confere deux propriétés potentiellement utiles dans presque
tous les processus biochimiques : la possibilité de lier des métaux et des propriétés rédox. Alors
ils peuvent séquestrer des métaux comme l'arsenic, le cuivre, le mercure, le zinc (Achard-
Joris, 2005) et le cadmium (Bebianno & Langston, 1991 ; Baudrimont et al., 1997 ; Bebianno
& Serafim, 1998 ; Geret et al., 2002). Lorsqu’elles fixent un métal physiologique elles sont
activées et exercent une fonction mais lorsqu’elles fixent un métal toxique, elles sont alors
inactivées et éliminées (Palmiter, 1998 ; Biosleve, 2010).

Cependant I'expression et la synthese de MTs peut étre induite par divers agents
cytotoxiques (Ethanol et tétrachlorure de carbone), par des cytokines ou dans des conditions
de stress (Diete, infection et irradiation) (Andrews, 2000 ; Isani et al., 2000 ; Haq et al.,
2003).

Les MTs sont des antioxydants parmi les plus importants du noyau, ces dernier étant
dépourvus d’enzymes antioxydantes de type CAT et SOD (Rossman et al. 1992).

Plusieurs études ont montré que les MTs neutralisaient les RLs comme 1"*OH ou
I'Oz* ~(Thornalley & Vasak, 1985 ; Kumari et al., 1998). Ainsi certains dommages de ’ADN
induits par d’autres types d’EROs (Peroxyde d’hydrogene, radical superoxyde etc.) sont
inhibés par les MTs (Rossman et al., 1992).

1.3.2.3. La vitamine C et la vitamine E
Les wvitamines E (a-tocophérol) et C (acide ascorbique) semblent étre les plus
importants antioxydants dans la lutte contre le stress oxydant (Packer et al., 1997 ; Evans,

2000).




LOO" Vit. E Vit. C* GSH, LA...
LOOH XVi‘[- EX Vit. C XGSSG, DHILA. ..

La vitamine E étant liposoluble, elle se fixe aux membranes et peut ainsi séquestrer les

RLs lipidiques empéchant la propagation des réactions de peroxydation lipidique (Packer et

al., 1997 ; Evans, 2000 ; Wiess, 2004).

La vitamine C, hydrosoluble, se trouve dans le cytosol et dans le fluide extracellulaire ;
elle peut capter directement 1'O," ~ et I"*OH (Packer et al., 1997; Evans, 2000) autant "'H,0,
et I’O; a I'état singulier (Reichl et al., 2010). Elle peut aussi réduire le radical a-tocophérol et
permettre une meilleure efficacité de la vitamine E (Packer et al., 1997; Evans, 2000) (Voir
figure 2).

Figure 2. Les réactions d'élimination des radicaux lipidiques par les vitamines E et C.
(LOO¢) : radical peroxyle lipidique, (LOOH) : hydroperoxyle lipidique, (LA) : acide lipoique,
(DHLA) : acide dehydrolipoique (Packer et al., 1997 ; Evans, 2000).

1.3.2.4. Les polyphénols

Les polyphénols ont une activité antioxydante importante ; plus élevée par exemple
que celle de la vitamine E (Rice-Evans, 1995; McKay & Blumberg, 2002). Ils sont
généralement de bons capteurs de radicaux hydroxyles (*OH) et peroxyles (ROz*). Donc Ils
sont susceptibles d'inhiber les chaines de peroxydation lipidique (Osakabe et al., 2001 ;
Schroeter et al., 2002 ; Gardet-albert et al., 2003 ; Valko et al., 2006 ; Wu et al., 2009 ;
Yoshihara et al., 2010).

Les flavonoides sont des composés ubiquistes trés répandus dans les végétaux
(Tanguy, 2009). lIs attirent 'attention depuis quelques années a cause de leurs propriétés
antioxydantes. En effet, ils sont capables de piéger des RLs, d’inhiber la peroxydation
lipidique en réduisant les radicaux hydroxyl, superoxyde et peroxyl. Ils sont également
capables de piéger les ions métalliques car ils ont des propriétés chélatrices (Pastre, 2005).

Parmi ces flavonoides la quercétrine (chef de file des flavonoides) (Favier, 2003) ;

inhibe la production des cytokines inflammatoires (Vicentini et al., 2011).




1.3.2.5. Les oligoéléments

Les oligoéléments peuvent étre participés aux réactions catalysées par les enzymes qui

luttent directement contre le SO (Siliart, 2007).

Le zinc est I'un des cofacteurs essentiels de la SOD. La prise du zinc conduit a long

terme a l'induction de protéines antioxydantes comme les métallothionéines. Le zinc protege

également les groupements thiols des protéines. Il peut inhiber partiellement les réactions de

formation d’espéces oxygénées induites par le fer ou le cuivre (Mezzetti et al., 1998).

Le sélénium est un constituant de la glutathion péroxydase, enzyme qui joue un role

intracellulaire antioxydant, voisin de celui de la vitamine E. Cet effet antioxydant est capital

dans la détoxication des RLs produits par le métabolisme cellulaire (Wolters et al., 2005). 1
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Figure 3. Stratégies antioxydantes (Lacraz, 2009).




L.4. Les lésions cellulaires associées aux radicaux libres

Les RLs sont instables et cherchent a s’apparier avec un électron d’une autre molécule.
Ils sont a 'origine de réactions en chaine qui conduisent a des destructions cellulaires. Leurs
structures cibles essentielles sont ’ADN, les protéines et les membranes cellulaires mais

aussi toutes les molécules pouvant étre déstabilisées (Glucose) (Pastre, 2005).

L.4.1. Les protéines
Les RLs peuvent réagir avec les différents acides aminés et donc altérer la structure
des protéines. Les fonctions de multiples enzymes, de récepteurs et de protéines de transport

cellulaire peuvent ainsi étre modifiées. C'est donc toute la machinerie cellulaire qui peut étre

affectée (Pastre, 2005) (Voir figure 4).

1.4.2. Les lipides

Les RLs peuvent attaquer les lipides et notamment ceux présents dans les membranes
cellulaires et subcellulaires. Les membranes riches en acides gras polyinsaturés (AGPI) sont
tres sensibles a 1'oxydation en raison de leur degré élevé d'insaturation (Pamplona et al.,
2000 ; Hulbertl, 2005 ). L'oxydation des lipides génere des peroxydes lipidiques qui sont eux-
mémes trés réactifs. La peroxydation de lipides induite une modification de la fluidité, de la
perméabilité et de I'excitabilité des membranes (Hong et al., 2004). Elle fournit également une
grande variété de produits qui peuvent réagir avec les protéines et I' ADN (Marnett, 1999)
(Voir figure 4).

1.4.3. ’ADN

Parmi les milliers d’attaques quotidiennes sur ’ADN, de nombreuses proviennent des
RLs qui engendrent de multiples altérations génomiques, réparties en au moins cing grandes
classes. Parmi elles, les bases oxydées, les sites abasiques, des adduits intra-caténaires, des

cassures de brins et des pontages ADN protéines (Cadet et al., 2002 ; Favier, 2003) (Voir
figure 4).
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Espéces réactives de l'oxygene

ADN Lipides Protéines
Oxydation des acides Peroxydation lipidique Oxydation des
nucléiques groupements soufrés
(sulfoxyls, sulfhydryls)

Production d’aldéhydes
(malonadialdéhyde,
hydroxynonenal...)

Altération Perturbationde lI'intégrité Altération des protéines
des membranaire Systémes enzymatiques
genes Altération fonctionnelle des récepteurs activés/inactivés

\ /

Dommages cellulaires

Figure 4. Les différentes cibles des Espéces Réactives de I' Oxygene (Monteil, 2004).

L5. Les pathologies liées au stress oxydant

Si un SO n’est pas une maladie en soi, il constitue un terrain favorable au
développement de diverses pathologies. Un SO « pathologique » est potentiellement
impliqué dans de nombreuses affections (Plus de 200 ont été recensées) comme
diabete (Defraigne & Pincemail, 2007) ( Voir figure 5), le vieillissement (Bonnefont-
Rousselot, 2007), cancer, maladies neurodégénératives (Parkinson et Alzheimer),
maladies inflammatoires chroniques de lintestin (Maladie de Crohn), maladies
rhumatismales (Arthrite rhumatoide), maladies respiratoires (Asthme), maladies
cardio-vasculaires (Athérosclérose), maladies de I'oeil (Cataracte) (Le Bail, 2009), sida
(Blackburn, 1997) et troubles consécutifs a l'ischémie-reperfusion (Transplantation

d’organes) (Pincemail, 1995).

Par contre des études longitudinales montrent qu'un taux élevé d’antioxydants

obtenu grice a une alimentation riche en fruits et légumes réduit le risque relatif de mortalité




dans diverses pathologies : cancers et maladies cardiovasculaires par exemple (Pincemail et

al., 2007).

Cceur Peau Cerveau
Infarctus Bralures Chocs
Thrombose Vieillissement Parkinson

Cardiomyopathie Psoriasis ALS
Cancer Alzheimer
Poumon . .
Articulation
Asthme
ARDS Rhumatismes
Sport
Rein oy Radlcaux
Transplantatlon llb res Intestin
IRC Pancréatite
Ulcere
Maladie de Crohn
= Ischémie
Multi organe Mucoviscidose
Inflammations
Intoxications -
Surcharge en fer CEil
Cancer
Sida Erythrocytes  Vaisseau Cataracte
Vieillissement Rétinopathie
Alcoolisme Anémies Athérosclérose Dégénérescence
Diabeéte Malaria Hypertension maculaire
Figure

Exemples d'affections rencontrées chez I'homme causées par les EROs, classées par organe

cible (Favier, 1997).
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Chapitre 11

ARSENIC



II. L’arsenic

L’arsenic est un élément naturel ubiquiste ; que 'on trouve dans l'atmosphere, les
sols, les milieux aquatiques et les organismes vivants (Laperche et al., 2003). La majeure
partie de ['arsenic atmosphérique d’origine anthropique provient des fumées émanant des
industries de production de trioxyde d'arsenic (As;O3), de la combustion de produits fossiles
(Charbons, pétroles, huiles, minerais de plomb, zinc, cuivre et or) (La rocca, 2010) et de la
synthese de produits pharmaceutiques, vétérinaires ou métallurgiques (Mandal & Suzuki,
2002 ; Laperche et al., 2003). En 2004, la production mondiale d’arsenic (essentiellement sous

forme As;O3) a été estimée a 37,500 tonnes (Vaughan, 2006).

I1.1. Propriétés physicochimiques
L’arsenic (de symbole chimique As et de numéro atomique 33) est le vingtieme élément
le plus abondant dans la croiite terrestre (Matschullat, 2000) et le quarante septieme élément
le plus abondant sur terre parmi les quatre-vingt-huit éléments existants (Vaughan, 2006).
C’est un métalloide au comportement chimique intermédiaire entre les métaux et les non-
métaux qui présent de fortes analogies avec le phosphore (Manlius et al., 2009). L’As peut
exister dans la nature sous deux formes :
> La forme inorganique : l'arséniate (Asi pentavalent ou As V) et l'arsénite (Asi
trivalent ou As III).
> La forme organique : essentiellement, I'acide monométhylarsonique (MMA) et l'acide
diméthylarsinique (DMA), produits du métabolisme de I’As inorganique.

Le tableau 1 rejoint quelques propriétés physico-chimiques de I’As.

&



Chapitre I11:

Pistacia lentiscus



II1. Pistacia lentiscus

Pistacia lentiscus (Darou) est un arbrisseau de la famille des Anacardiaceae (Baudiére
et al., 2002) qui distingue certains pays méditerranéens (Zrira et al., 2003). En Algérie, on le
retrouve sur tout type de sol, des zones subhumides et semi-arides, plus précisément dans le

bassin du Soummam en association avec le pin d'Alep, le chéne vert et le chéne liege (Ferradji,
2011).

II1.1. Classification taxonomique de Pistacia letiscus
Reégne : Plantae

Embranchement : Spermatophyta

Classe : Dicotyledones

Division : Magnoliophyta

Ordre : Sapindales

Famille : Anacardiaceae

Genre : Pistacia

Espece : Pistacia lentiscus (Ansari et al., 2012).

Figure 7. Pistacia lentiscus

[Anacardiaceae], arbuste commun des maquis et garigues en Algérie (Boukeloua, 2009).




II1.2. Caractéristiques botaniques

Le lentisque est un arbuste sclérophylle a feuilles persistantes, a odeur de résine
fortement dcre, a croissance tres lente. D'une hauteur de 2 m, il peut cependant atteindre, la
taille d'un arbre lorsqu'il est dans des sites humides et protégés (Munné-Bosch & periuelas,
2003).

L’écorce est rougeitre sur les jeunes branches et vire au gris avec le temps. Quand on
incise |'écorce la plante laisse s écouler une résine irritante non colorée a odeur forte.

Les branches sont tortueuses et pressées, forment une masse serrée (Ferradji, 2011).

Les feuilles sont composées de 2 a 3 paires de folioles coriaces, vert sombre et
brillantes (Ait Said, 2011).

Les fleurs sont unisexuées d’environ 3 mm de large se présentent sous forme de
grappe et trés aromatiques, forment des racemes de petite taille a I'aisselle des feuilles.

Le fruit est une baie globuleuse de 2 a 3 mm, monosperme, remplie par nucléole de la
méme forme, d’abord rouge, il devient brundtre a sa maturité en automne.

Le mastic est un suc résineux écoulé du tronc de cet arbuste, une fois distillé, fournit

une essence employée en parfumerie (Ferradji, 2011).

II1.3. Aspects Pharmacologiques et effets thérapeutiques de Pistacia lentiscus
Pistacia lentiscus est connue pour ses propriétés médicinales depuis I'antiquité
(Palevitch & Yaniv, 2000) grice a sa composition chimique variée de ses diverses parties qui
lui conferent l'importante médicinale, tels la résine, les huiles essentielles, les flavonoides (la
catéchine et les anthocyanes), les glycosides, les terpenes, les acides phénoliques et les tanins

(L’acide gallique) (Ansari et al., 2012 ; Rodriguez-Pérez et al., 2013).

« La décoction des racines
La décoction des racines séchées est efficace contre l'inflammation intestinale et
d’estomac ainsi dans le traitement de l'ulcere (Palevitch & Yaniv, 2000 ; Ouelmouhoub,

2005).

% La partie aérienne
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La partie aérienne est traditionnellement utilisée dans le traitement de
I'hypertension artérielle grice a ses propriétés diurétiques (Scherrer et al., 2005), Toux,
inflammations jugulaires, eczéma, calculs rénaux, jaunisse (Bentley & Trimen, 1980;

Palevitch & Yaniv, 2000).

% La résine

La résine de lentisque est tres efficace contre les infections bronchiques, la toux
(Iserin, 2001 ; Wolfgang, 2007), la diarrhée et les maladies d'estomac (Baytop, 1999 ;
Tulzaci et Aymaz, 2001) aussi elle révéle une activité antiseptique pour le systeme
respiratoire (Baytop, 1999 ; Tulzaci & Aymaz, 2001) autant qu’une activité

antibactérienne contre I’Helicobacter pylori ( Huwez et al., 1999).

% Les feuilles

Les feuilles sont pourvues d'activités anti-inflammatoire, antifongique,
antipyrétique, astringente, hépatoprotective, expectorante et stimulante (Janakat & Al-
Meir, 2002 ; Kordali et al., 2003 ; Paraschos et al., 2007). Elles sont également utilisées
dans le traitement d’eczéma, infections buccales, diarrhées, lithiases rénales, jaunisse,
maux de téte, asthme et problemes respiratoires (Ali-Shtayeh et al., 2000 ; Lev & Amar,
2002).

% Le mastic

Le mastic est connu par son effet analgésique, antibactérien, antifongique,
antioxydant, antithérogenique, expectorant, stimulant, diurétique et spasmolytique
(Dedoussis et al., 2004 ; Prichard, 2004). Par conséquent, cliniquement, le mastic est
souvent cité comme un remede efficace contre certaines maladies telles 1'asthme, les
diarrhées, les infections bactériennes, les ulcéres gastro-doudénaux et comme un agent

antiseptique du systéme respiratoire (Yasilada et al., 1991 ; Marone et al., 2001).

«» Les huiles essentielles
Les huiles essentielles du lentisque révelent la présence de certaines activités
antalgique, antioxydante, anti-inflammatoire, antimicrobienne (Gardeli et al., 2008),

antifongique (Magiatis et al., 1999) et antispasmodique (Iserin, 2001 ; Baudoux, 2003 ;
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Grosjean, 2007) ainsi des effets thérapeutiques en ce qui concerne les problémes

lymphatiques et circulatoires (Prichard, 2004).

I11.4. Pistacia lentiscus et le stress oxydant

Des études ont montré que Pistacia lentiscus a un effet inhibitrice de la peroxydation
lipidique ainsi une capacité antioxydante contre I'H,O, (Atmani et al., 2009), le radicale
DPPH" (1, 1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) (Baratto et al., 2003 ; Benhammou et al., 2007 ;
Gardeli et al., 2007 ; Atmani et al., 2009) et 'O ,* ~ (Benhammou et al., 2008).

Des autres études ont affirmé que la présence des acides gallique et ses dérivés dans les

fruits joue un role protecteur contre la peroxydation lipidique induite par I’H,0, dans la linge

des cellules K562 (Abdelwahed et al., 2007).

II1.5. L’huile fixe de fruits de Pistacia lentiscus

Les fruits de Pistacia lentiscus donne une huile comestible (Ucciani, 1995) a une
bonne qualité nutritive grice a sa teneure en acides gras insaturés (Oléiques et linoléiques
73%) et acide gras saturés (Palmitiques et stéariques 25.8%) (Mesier, 1975 ; Yousfi et al.,
2002).

II1.5.1. Mode d’obtention de I'huile fixe de fruits de Pistacia lentiscus

La méthode d’extraction d’huile fixe de Pistacia lentiscus est tres ancienne. La récolte
de la baie se fait entre les mois de Novembre et Décembre. Apres séchage pendant 7 jours ;
I'ensemble des baies dont la pulpe a été suffisamment désintégrée est bouillonné dans I'eau.
On recueille le bouilli, pour remplir deux sacs de toile long et étroit et pratiquer par la suite le
pressage a l'aide de deux queues de bois pour extraire une huile un peu siccative (Hmimza,
2004). En Algérie, la récupération de I'huile de lentisque passe par la macération du fruit

dans 1'eau chaude, suivie d’une décantation (Belfadel, 2009).




II1.5.2. Aspects Pharmacologiques et effets thérapeutiques de I'huile fixe de Pistacia

lentiscus

L'intérét médicinal de cette huile, est averti pour les diabétiques, pour le traitement des
douleurs d'estomac et en cas de circoncision (Hmimza, 2004). En plus, elle est utilisée comme
un remede d'application locale externe sous forme d’onguent pour soigner les brilures
(Bensegueni et al., 2007) ou les douleurs dorsales (Bellakhdar, 1997). En Algérie I'huile de
lentisque est utilisé contre la diarrhée (Castola et al., 2000 ; Romani et al., 2002) la bronchite,
'asthme, la sinusite, l'eczéma, les briilures et contre les problemes de I'appareil digestif

(Ulcere et parasites) (Selmi et al., 2010).




Frude Expérimentale



Chapitre I:

MATERIEL ET METHODES



1. Matériel et méthodes
L.1. Matériel végétale

L’huile de lentisque est extraite de fruits du Pistacia lentiscus de la région du Chétaibi

de la wilaya d’Annaba ; selon une méthode traditionnelle au mois de décembre en 2012.

L.1.1. Activité antimicrobienne de I'huile de lentisque

L’évaluation de I'activité antimicrobienne de I'huile de lentisque est réalisée par la méthode de

diffusion en milieu gélosé de Choi et al (2006).

Le principe de cette méthode consiste a utiliser des disques imprégnés dans différents dilutions
de I'huile de lentisque dissoute dans le DMSO (Dimethylsulfoxide) (Un disque imbibé par le
DMSO est employé en tant que controle négative). Puis disposé a la surface d'un milieu
Muller Hinton écouvillonné par une suspension microbienne d'une densité optique de 0,5
McFaelend. Apres une durée d’incubation de 48 h a 37°C, les diametres des zones

d’inhibition sont mesurés.

L1.1.2. Activité antiradicalaire de I'huile de lentisque (Test DPPH)

L’évaluation de 'activité antiradicalaire est réalisée selon la méthode de Mansouri et al

(2005).

La méthode est basé sur le DPPH" (Diphényl piryl hydrayl) comme un radicale relativement
stable. Dans ce test les antioxydants réduisent le diphényl picryl hydrayl ayant une couleur
violette en un composé jaune ; le diphényl picryl hydrazine dont l'intensité de la couleur est
inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants présent dans le milieu a donné des

protons (Sanchez-Moreno, 2002).

2,4 mg de DPPH sont solubilisés dans 100 ml du méthanol. 50 ul de la solution d’huile de
lentisques sont ajoutés a 2 ml de la solution du DPPH, le mélange est laissé a I'obscurité
durant 30 min, et la décoloration par rapport au contrdle négative contenant uniquement le

DPPH est mesurée a 517 nm.




Les concentrations de 'huile de lentisque dans le milieu réactionnel sont comprises entre 0-
200 mg/ml, alors que pour la concentration d’antioxydant standard (Quercétine) est de 50

ug/ml.
L’activité antiradicalaire est estimée selon I'équation suivante :
Abssi,controle — Abss,,€chantillon

% d'activité antiradicalaire = ( Abs——controle ) X 100
517

L.2. Animaux et conditions d’élevage

Notre étude a été réalisée sur 28 rats males blancs (Rattus rattus) de la souche Wistar,
provenant de 'animalerie de I'"Université Constantinel. Ces rats ont des poids moyen de 200
Q. Ils ont été soumis a une période d’adaptation d’environ deux semaines, aux conditions de
'animalerie : une température ambiante de 25 C° * 2, une photopériode naturelle, nourris par
un régime standard bien équilibré fabriqué par I'O.N.A.B (Office Nationale d’Aliment de
Bétail, Wilaya de Bejaia) (Voir  tableau 3) et boivent 1’eau de robinet a volonté.

Afin d’éviter un stress éventuel, les rats ont été manipulés toujours dans les mémes

intervalles du temps.

Tableau 3. Composition d” 1 kg d’aliment (ONAB).

Matiére alimentaire Quantité d’aliment (g/kg)
s

Soja 260

Phosphate 16

Calcaire 9

Cellulose 10

Minéraux 10

Vitamines 10




1.2.1. Prétraitement et traitement des rats
L.2.1.1. Prétraitement des rats

Les 28 rats ont été répartis en 4 groupes (1, 2, 3 et 4), chacun de 7 rats. Les groupes 2
et 4 ont été prétraités par 'huile de lentisque (3.3ml/kg du poids corporelle) ; administré par

gavage pendant une semaine.

L.2.1.2. Traitement des rats

* Groupe 1: rats témoins ont recu une eau physiologique par injection intra-

péritonéale.

+ Groupe 2 : rats traités par Uhuile de lentisque (3.3ml/kg du PC) administré par

gavage chaque jour pendant 21 jours.

£ Groupe 3: rats traités par l'arsénite de sodium (NaAsOz) (5.55mg/kg du PC)

administré par injection intra-péritonéale chaque jour pendant 21 jours.

+ Groupe 4 : rats traités par la combinaison de NaAsO (5.55mg/kg du PC) et 'huile
de lentisque (3.3ml/kg du PC) administrée par injection intra-péritonéale et gavage
respectivement ; chaque jour pendant 21 jours (Pal & Chatterejee, 2004 ; Abidi, et
al., 2010).

L.3. Sacrifices et éradication des organes

Dans le dernier jour du traitement et apres 12 heures de jeiine, les rats de chaque lot
sont sacrifiés puis les organes (foie et reins) sont soigneusement prélevés, rincés avec la
solution du NaCl ensuite ils sont stockés au congélateur pour le dosage des parametres du

stress oxydant.

La Figure 8 schématise les différentes étapes du protocole expérimental utilisé.
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Figure 8. Schéma récapitulatif du protocole expérimental.
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L.4.

DO

y = 0,6584x + 0,0026
0,6 - R2 = 0,9999
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BSA (mg/ml)

Dosage des Parameétres du stress oxydant
1.4.1. Préparation des homogénats

Dans un milieu d’homogénéisation TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4), un
gramme de chaque organe prélevé est broyé puis les broyats sont centrifugés (9000 trous/min)
a 4°C pendant 15 min. Les surnageants (S9) obtenus sont aliquotés dans des tubes eppendorfs

et conservés a -20°C jusqu’a I'étude analytique.

1.4.2. Dosage des protéines
Le dosage est effectué selon la méthode de Bradford (1976).

La méthode est basée sur le bleu de Coomassie comme un réactif. Ce dernier réagit avec les
groupements amines (-NH>) des protéines pour former un complexe ayant une couleur bleue.
L’apparition de la couleur bleue refléte le degré d’ionisation du milieu acide et l'intensité
correspond a la concentration des protéines.

Un mélange de 0.1 ml du chaque broyat et 5 ml du bleu de coomassie est agité, puis leurs
densités optiques contre le blanc sont mesurées a 595 nm aprés un repos de 5 min. Les
concentrations des protéines sont déterminées selon une gamme étalon d’albumine sérique

bovine (1mg/ml) préalablement réalisée dans les mémes conditions (Voir figure 9)

Figure 9. Gamme étalon établie avec le BSA comme protéine de référence pour le dosage des

protéines.

*



1.4.3. Dosage de Métallothionéines (MTs)

Les MTs sont mesurés selon la méthode de Viarengo et al (1997) modifiée par Petrovic
et al (2001).
La fixation des molécules de DTNB [5,5-Dthiobis (2-nitrobenzoic acide)] aux groupements
thiols (SH) a comme conséquence I'apparition d’une coloration jaundtre dont l'intensité est
proportionnelle a la teneur en groupement SH contenus dans les MTs.
La technique consiste a évaluer le nombre des groupements SH en utilisant le réactif GSH
comme une référence.
500 ul du cytosol, 525 ul d’éthanol absolu maintenu a -20 °C et 40 ul du chloroforme
maintenu a -20 °C sont introduits respectivement dans des tubes eppendorfs et agités au
vortex puis centrifugés a 7000 tours/min a froid. Ensuite 20 ul d’HCI (37%), 50 ul d’ARNy
et 2910 ul d’éthanol a -20 °C sont ajoutés respectivement au S9 récupéreé.
Apres l'incubation durant 1 h a -20 °C, les tubes sont subis une autre centrifugation a 7000
tours/min a froid. Le S9 obtenu est jeté et le culot est lavé avec 1 ml d'une solution de lavage
(87% éthanol a -20 °C, 1% chloroforme et 12% tampon d’homogénéisation) et centrifugé
également a 7000 tours/min a froid. Encore le S9 obtenu est jeté, le culot est séché a I’air libre.
140 ul du NaCl (0,25 M) sont additionnés au culot et agités au vortex en ajoutant 150 ul
d’EDTA/HCI avec I'agitation jusqu’a la dissolution complete. Enfin 4,2 ml du DTNB sont
ajoutés puis centrifugé a 5000 tours/min. Les absorbances des échantillons sont lus a 412 nm.
La concentration en méthalothionéine en ng/g de poids frais d’organe est déterminée selon

s . . .
equation sutvante :

GSH (ug) X 8600
307,3 x 21 x Pf(g)

[MTs](ng/g) =

Avec :

8600 : masse molaire de MTs.
307,3 : masse molaire de GSH.
Pf : poids frais de I'organe.

21 : nombre de groupements SH par molécule de MTs.




Les teneurs

i MTs
y =0,001x + 0,0397
sont 0,5 - R?=0,9754

en 0,6

DO
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quantifiés en utilisant une gamme étalon de 0 a 500 ug de GSH (Voir figure 10).

Figure 10. Gamme étalon établie avec le réactif GSH comme référence pour le dosage des

MTs.

1.4.4. Dosage de l'activité enzymatique de la Catalase (CAT)
La CAT est dosée selon la méthode d’Aebi (1984).

La mesure de l'activité CAT a 240 nm est basée sur la variation de la densité optique

consecutive a la dismutation d’"H >0 selon la réaction suivante :

CAT
2H202 — 2H20 +02

La calibration de l'appareil est faite par le tampon phosphate. Les absorbances sont lues apres

15 secondes de délai et durant 60 secondes de mesure.

L’activité catalasique est calculée selon I’équation suivante :

ADOXd

Activité CAT (umole d’H ;0 /min/mg de protéine) = XXX X002

&




v ADO : Variation de la densité optique par minutes.

v' d : Dilution d’échantillon au début.

v' & Coefficient d’extinction d’'H;0 (0,043 mMcm™).
v' 1: Largeur de la cuve.

v

X : Quantité de protéines en mg/ml.

1.4.5. Dosage de l'activité enzymatique de la Superoxyde dismutase (SOD)

La méthode de dosage de l'activité SOD par le test NBT est basée sur la
photoréduction du complexe riboflavine/méthionine qui génere des anions superoxydes.
L’oxydation du NBT par 'O~ est utilisée comme base de détection de la présence de SOD.
Dans un milieu aérobie ; le mélange riboflavine, méthionine et NBT donne une coloration

bleudtre. La présence de SOD inhibe I'oxydation du NBT (Byer & Fridovich, 1987).

Dans un milieu réactionnel d’EDTA (0,1 mM), Met (13 mM), tampon phosphate (50
mM, pH 7,8), NBT (75 uM) et riboflavine (2 uM) ; les échantillons sont mesurées a 560 nm

aprés une calibration obtenue par le blanc.

Réactifs Blanc (ul) Essai (ul)

|EDTA-Met | 100 | 100 |
Tampon phosphate 1000 1000
Echantillon - 50
Tampon phosphate 1000 950
NBT 85,2 85,2
Riboflavine 22,6 22,6

L’activité SOD est calculée selon I’équation suivante :

X X
D0b 100]

L L (DOblanc — DOech) 20
Activité SOD (unité SOD /mg prot = | [ Fd

[Protéines (mg/ml]




Unité SOD correspond a la quantité des protéines qui induit 50% d’inhibition de NBT.

L5. Etude statistique
Les résultats ont été représentés sous forme de moyennes plus ou moins [’écart type

(Moy * Ecart), la comparaison entre les différents groupes est effectuée apres une analyse de
la variance (ANOVA), les moyennes sont comparées par un test de Student. L’analyse
statistique des données a été réalisée grice au logiciel MINITAB (Version 13.31).
Les différences sont considérées comme suit :

¢ Significatives par rapport au témoin (P < 0,05).

¢ Hautement significative par rapport au témoin (P < 0,01).

¢ Tres hautement significative par rapport au témoin (P < 0,001).

Awvec P : Seuil de signification.




Chapitre 11

RESULTATS ET DISCUSSION



II. Résultats et discussion

I1.1. Activités biologiques in vitro de I'huile de Pistacia lentiscus
I1.1.1. Activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne de I'huile de lentisque a été évaluée par la méthode de
diffusion en milieu gélosé, en mesurant les diametres des zones d’inhibition de la croissance

microbienne (Voir figure 11 et tableau 4).

Figure 11. Zones d'inhibitions de la croissance microbienne Obtenue par différentes dilutions de
l'huile de lentisque.
Tableau 4. Diametres des zones d’inhibition de la croissance microbienne obtenus par différentes

dilutions de I'huile de lentisque.

Diametres des zones d’inhibition de croissance (mm)

Concentration de PL (g/ml)
0,2 04 0,6 1 Pure

Staphylococcus aureus (Grame+)
15+2,66 18 £5,33 16,66 + 3,11 12+2 12,66 +1,77

Klebsiella pneumoniae (Gram -)

E



~%. ~ + Antioxydant-OH *l + Antioxydant-O°

S N — NFNY
Ne NH
ON | NO, ON | NO
DPPH (violet) DPPHH (jaune)

Les valeurs représentent la moyenne de 3 essais + SD (Les zones sont mesurées en mim).

D’apres les résultats obtenus, il apparait que toutes les souches bactriennes testées
sont inhibées au moins par 'une des dilutions choisies, ce qui montre le large spectre de
I'activité antibactérienne de cette huile.

Alors I'huile de PL posséde une activité antibactérienne avec des degrés différents ;
Staphylococcus aureus (12-18 mm), Klebsiella pneumoniae (9.33-13.66 mmy),
Acinetobacter baumannii (8.33-12 mm), Serratia marcescens (8-10 mmy). Cette différence est
liée principalement a la construction et la sensibilité des bactéries.

La Staphylococcus aureus (Gram positif) est la bactérie la plus susceptible (18 +
5,33 mm) par rapport les autres souches (Gram négatif), ceci peut étre attribué a la différence
de la structure entre les bactéries a Gram positif et les bactéries a Gram négatif. La paroi
cellulaire des bactéries a Gram positif est constituée par une seule couche tandis que la paroi
cellulaire des bactéries Gram négatif a une structure multicouche liée par une membrane

cellulaire externe (Ali-Shtayeh et al., 1998).

I1.1.2. Activité antioxydante (Test DPPH)
L’activité antioxydante de I'huile de Pistacia lentiscus vis-a-vis le radical DPPH" a été
évaluée spectrophotométriquement en suivant la réduction de ce radical ayant une couleur

violette en un composé jaune a 517 nm selon la réaction suivante :

Les profils d’activité antiradicalaire obtenus (Voir figure 12) révelent que I'huile de Pistacia
lentiscus possedent une activité antiradicalaire dose dépendante. Pour mieux caractériser le
pouvoir antiradicalaire ; deux autres parametres sont introduits :

e Calcul de 'ECso qui prend en considération la concentration de DPPH dans le

milieu réactionnel [concentration effective a 50%, ECso= (ICso/mg de DPPH/ml)]

&



e Calcul du pouvoir antiradicalaire (APR) qui est inversement proportionnel a

I’ECso (Prakash et al., 2007).

A des fins comparative, on a utilisé la quercétine comme standard, elle a montré une

activité antiradicalaire puissante (ICso= 32.74 #0,124) (Voir tableau 5, figure 12).

Tableau 5. L'activité antiradicalaire de la quercétine et de I'huile de Pistacia lentiscus.

ICso (pg/ml) ECso (ug/ug DPPH) APR
Quercétine 32.74 +0.124 1.63 +0.006 0.6105 +0.0025
Huile de PL 76.78 +0.846 3.839 +0.042 0.26 +0.003

Les valeurs présentent la moyenne de deux essais + SD.
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Activité antiradicalaire de I'huile de Pistacia lentiscus et de la quercétine.

D’apres les résultats obtenus, il apparait que I'huile de Pistacia lentiscus posséde une
tres bonne activité antiradicalaire dont le pourcentage de 'activité antiradicalaire atteint
jusqu’a 78%, ce qui montre que I'huile de Pistacia lentiscus est active vis-a-vis le DPPH" avec
une IC_ de 76.78 pg /ml et un APR de 0,26.

Des études ont montré que tous les extraits de Pistacia lentiscus en particulier les
extraits de chloroforme ont une excellente activité antiradicalaire (90%) équivalente au

standard BHA (89%) contre le radicale DPPH". Ainsi les extraits aqueux et éthanoliques ont




une activité antiradicalaire de 78% et 90% respectivement (Duduku et al., 2010). Le bon
pouvoir réducteur contre le radicale DPPH® et I’H2O: de Pistacia lentiscus due a sa richesse
en tanins (Atmani et al., 2009). D’ailleurs des autres études de Chryssavgi et al (2008)
indiquent qu’il y a une forte corrélation entre le pouvoir antioxydant et la présence des
composés phénoliques (588 mg d’acides galliques/q et 81.6% de monoterpénes) dans cette

plante, ces derniers ont un important intérét médicinale.

I1.2. Etude in vivo de l'activité antioxydante de I'huile de Pistacia lentiscus contre le
stress oxydants induit par I'arsenic

11.2.1. Parameétres du stress oxydant

Les parametres du stress oxydant (MTs, CAT et SOD) des organes (Foie et reins) des
rats traités et rats témoins aprés 28 jours de traitement sont présentées dans le tableau (6) et

les figures (13, 14 et 15).

11.2.1.1. Métallotionéines (MTs)

D’apres les résultats obtenus (Tableau 6, figure 13) on observe une diminution
hautement significative (P <0,01) du taux de MTs dans les organes : foie (- 24.53%) et reins
(-21,53%) chez le groupe traité par 'arsénite de sodium pendant 21 jours par rapport au
groupe témoin. Tandis que le groupe traité par I'huile de Pistacia lentiscus et par la
combinaison (arsénite de sodium/huile de PL) ne montre aucune variation significative du

taux de MTs dans les deux organes ; en comparant avec le groupe témoin.

I1.2.1.2. Catalase (CAT)

L’administration de 'arsénite de sodium a 5,65 mg/kg du PC pendant 21 jours chez
les rats, induite une augmentation tres hautement significative (P < 0,001) de I’activité
enzymatique de la CAT dans le foie (+93 %) et une augmentation significative (P < 0,05)
dans les reins (+30.94 %) par rapport aux rats témoins. En revanche, les rats traités par la
combinaison (arsénite de sodium/huile de PL) ne présentent aucune différence significative de
U'activité enzymatique de la CAT dans les organes : riens et foie; par rapport aux rats
témoins. Cependant les rats traités par 'huile de Pistacia lentiscus, ne montrent aucune

variation significative dans les organes étudiés (Tableau 6, figure 14).

&



11.2.1.3. Superoxde dismutase (SOD)

Le traitement des rats par l'arsénite de sodium a une dose de 5,55 mg/kg du PC
pendant 21 jours entraine une diminution significative (P < 0,05) de 'activité enzymatique
de la SOD dans le foie (-24,35%) par rapport aux rats témoins. Ainsi chez les rats traités par
la combinaison (arsénite de sodium/huile de PL) on enregistre une différence significative (P <
0,05) de l'activité enzymatique de la SOD dans le foie (-18,48 %), mais aucune différence

significative a été montrée chez les rats traités par I'huile de Pistacia lentiscus dans le foie ; en

comparant avec les rats témoins (Tableau 6, figure 15).

Tableau 6. Variation des parametres du stress oxydant (MTs, CAT et SOD) des organes

(Foie et reins) chez les rats témoins et traités par 'arsénite de sodium, I'huile de Pistacia

lentiscus et la combinaison (Arsénite de sodium/Huile de PL) apres 28 jours de traitement.

Lots expérimentaux
Parametres | organes Témoin PL NaAsO; NaAsO,/PL
Foie 70,38 £ 6,14 77,99 + 3,44 53,11** £ 6,02 67,24 £ 8,84
) % _ +10,8% -24,53% -4,46%
o &
& Rein 37,62 +2,66 36,59+2,71 29,52** £ 3,33 39,51+5,98
£
% _ -2,74% -21,53% +5.023%
~ Foie 148.98 +29.37 | 187.33+25.26 | 288.28***+38.19 168.62 +17.82
g
QU
) % _ +25% +93% +113%
= 8
< 3
© é Rein 76,192 £ 10,67 81,94 + 11,98 99,77* £ 12,29 68,13+ 6,11
kS
\§, % _ +7,55% +30,94 % -10,56 %
:
o Foie 328,74 + 35,98 365 +£42,96 248,68* + 37,30 267,98* £ 24,13
=
50
S X
> 3
2 % _ -4,17% -24,35% -18,48%
E
S

* ! Différence significative par rapport au témoin.

** : Différence hautement significative par rapport au témoin.

*** : Différence tres hautement significative par rapport au témoin.
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Figure 13. Variation de I'activité enzymatique de MTs dans les organes (Foie et reins) chez

les rats témoins et traités apres 28 jours de traitement.




Figure 14. Variation de l'activité enzymatique de la CAT dans les organes (Foie et reins)

chez les rats témoins et traités apres 28 jours de traitement.
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Figure 15. Variation de I'activité enzymatique de la SOD dans le foie chez les rats témoins et

traités apres 28 jours de traitement.

Notre étude est réalisée avec une concentration de 5.55 mg/kg du PC d’arsénite de
sodium et une dose de 3,3 ml/kg du PC de I'huile de lentisque ; référée respectivement aux

travaux effectués par (Pal & Chatterjee, 2004) et (Abidi et al., 2010).

L’As est connu pour induire la production des RLs : peroxyde d’hydrogene (H202)
(Barchowsky et al., 1996 ; Chen et al., 1998 ; Wang et al., 1996), radicaux hydroxylés (HO")
(Wang et al., 1996), oxyde nitrique (NO) (Gurr et al., 1998), anions superoxydes (O2"")
(Lynn et al., 2000), peroxyl diméthylarsinique ([(CH3)2ASOO°]) et radicaux de

diméthylarsinique ( [(CH3)2AS']) (Yamanaka et al., 1997), donc modifie la balance entre les

RLs générés et les systémes antioxydants et altere I'équilibre pro/anti-oxydant en induisant le
SO.

Nos résultats montrent que l'injection intrapéritonéale des rats par l'arsénite de
sodium (5,55mg/kg du PC pendant 21 jours) a entrainé une diminution ; du taux de MTs
dans les organes (Foie et reins), de 'activité enzymatique de la SOD dans le foie et une

augmentation de l'activité enzymatique de la CAT dans les organes étudiés.




Les MTs jouent un role fondamental dans la défense contre la toxicité des métaux
lourds (Jacob et al., 1998 ; Jiang et al., 1998 ; Maret & Vallee, 1998) tels le cadmium dont la
toxicité est réduite par sa séquestration. En effet, les MTs agissent comme des agents de
séquestration des métaux toxiques afin d’empécher leur fixation sur les sites actifs d’autres
protéines provoquant alors leur dénaturation ou leur inactivation.

Les MTs peuvent aussi protéger les cellules contre les EROs, notamment les radicaux
hydroxyles et superoxydes (Viarengo et al., 1999 ; McAleer & Tuan 2001a, b). De_ce_fait la
diminution des MTs dans les organes étudiés est due a leur participation dans la
détoxification de I’As et les RLs ("OH et O2'") générés par ce métalloide.

L’organisme possede tout un arsenal d’enzymes qui permettent de lutter contre le
stress oxydant. Cependant ces enzymes peuvent étre affectées par I’As qui agisse en
provoquant la décroissance des activités enzymatiques antioxydantes telles les SODs et les
GPxs (Ramos et al., 1995).

La  diminution  de  l'activité  enzymatique de la SOD  peut  étre
due a la production accrue de I'anion superoxyde résultant du métabolisme de I’As (Yamanaka et al., 1989,
1990), d’altération de la SOD par I’As, d’épuisement de GSH, de la détoxification de I’As par
les MTs et les molécules antioxydantes (Viarengo et al., 1999 ; de Vizcaya-Ruiz et al., 2009).

Ces résultats sont en accord avec les travaux d’Anshu et al (2011).

L'augmentation des radicaux superoxydes stimule I'activité catalytique de la CAT (Kono & Fridovich,
1982) qui est également peut augmenter lors de la génération de I'H>O; par I’As, neutralisé
principalement par la CAT (Jones et al., 1981).

Par ailleurs, la supplémentations par I'huile de lentisque chez les rats traités par I’As a
diminuée les effets toxiques de ce dernier. Cette amélioration est due a la richesse de cette
plante en éléments antioxydants naturels tels les polyphénols (Acide gallique et dérivé
galloyl), les flavonoides (Glycosides de myricetine et quercetine) et les terpenes (monoterpeénes
et triterpenoides ) (Gray & Flatt, 1997 ; Romani et al., 2002 ; Zhao et al., 2005 ; Aouichri et
al., 2008) et les acides gras monoinsaturées (AGMI) (Ansari et al., 2012 ; Rodriguez-Pérez,
2013). Ces constituants sont capables de piéger les RLs comme le radical hydroxyle et l'anion

superoxyde (Pastre, 2005).

-



> Les flavonoides et les glycosides grice a leurs propriétés chélatrices (Pastre, 2005),
sont capables de piéger les ions métalliques libres en particulier le fer et le cuivre, ce
qui réduit la production d’EROs catalysée par les métaux (Miller et al., 1996).

> Les terpenes ce sont des métabolites secondaires inhibent la génération des RLs et
induisent une augmentation de la SOD, la CAT, la GST et la GSH, ce qui entraine
I'obstruction de la formation de SO (Mandal, 2009).

Une étude réalisée sur la ligne cellulaire K562 a démontré que I’acide gallique de I'huile de
Pistacia lentiscus a un role protecteur contre la peroxydation lipidique induite par I'H20;
(Adelwahed et al., 2007). Des autres études (Liu, 1995 ; Rios et al., 2000) ont montré que la
supplémentation de I'huile de Pistacia lentiscus est tres efficace dans la protection du foie

contre les lésions hépatiques induites chimiquement chez les animaux de laboratoire.
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Conclusion et perspective

Suite a ce travail de mémoire les conclusions principales a retenir sont :
» L’étude in vitro des activités biologiques de I'huile de Pistacia lentiscus a
montrée que cette huile posséde:
e Une activité antibactérienne contre les bactéries a Gram positif et les
bactéries a Gram négatif.

e Une excellente activité antiradicalaire vis-d-vis le radicale DPPH”,

» L’étude in vivo des parametres du stress oxydant dans les organes (Foie et
reins) a montré que :
e L’administration de l'arsénite de sodium a 5,55 mg/kg du PC par
injection intapértoniale chez les rats males adultes de la souche
Wistar pendant 21 jours, entraine un déséquilibre de la balance
pro/atioxydant et ceci est révélé par :
*  Une diminution du taux de MTs dans les deux organes.
*  Une augmentation de l'activité enzymatique de la CAT dans les
deux organes.
* Une diminution de l'activité enzymatique de la SOD dans le
foie.
e La supplémentation de I'huile de Pistacia lentiscus a 3.3 ml/kg du PC
en compagnie de 1’arsénite de sodium a amélioré certains parametres

du stress oxydant (MTs et CAT).

Les résultats de notre travaille ouvrent des nouvelles voie de recherche notamment en
ceux qui concerne les tests de l'activité biologique de 'huile de lentisque (Test du
blanchissement du [ caroténe, test de NBT...). Parallelement Il pourrait étre aussi
intéressant de doser d’autres parametres du stress oxydatif (GPx, GSH, GST, Hsp...) et de

faire les coupes histologiques au niveau des organes.

|
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Résumé

L’objectif de notre travail est d’évaluer les activités biologiques in vitro de I'huile de Pistacia lentiscus
(Activité antioxydante et antimicrobienne ) et de tester in vivo I'effet préventif et protecteur de cette huile sur
le déséquilibre pro/anti-oxydant induit par I'arsenic dans deux organes : foie et rein chez les rats Wistar.

L’évaluation des activités biologiques de I’huile de Pistacia lentiscus montre que cette huile a une bonne
activité antibactérienne contre les bactéries a Gram positif et les bactéries @ Gram négatif, ainsi un bon
pouvoir antiradicalaire viv-a-vis le radicale DPPH".

Les résultats obtenus lors de I'administration de I'arsénite de sodium a 5,55 mg/kg du PC par
injection intrapéritonéale chez les rats mdles adultes pendant 21 jours, suggére que I'arsenic a provoqué un
déséquilibre dans la balance pro/anti-oxydante ; ceci est révélé par la diminution du taux de MTs et I'activité
enzymatique de la SOD ainsi I'augmentation de I'activité enzymatique de la CAT dans les organes étudiés.

En revanche, le prétraitement et lasupplémentation de [I'huile de Pistacia lentiscus a 3,3
mi/kg du PC par gavage chez les rats traités par I'arsénite de sodium a amélioré certains parametres du stress
oxydant (MTs et CAT).

Ces résultats présentent la simplicité et I'efficacité de la capacité antioxydante de I'huile de Pistacia

lentiscus pour atténuer l'intensité du stress oxydatif induit par I'arsenic.

Mots clés : Antibactérien, Antioxydant, Arsenic, Pistacia lentiscus, Rat, Stress oxydant,
Toxicite.




Abstract

The objective of our study is to evaluate the in vitro biological activities of the Pistacia
lentiscus oil (antioxidant and antimicrobial activity) and in vivo testing preventive and
protective effect of this oil on the imbalance pro / antioxidant induced by arsenic in two
organs : liver and kidneys of Wistar rats.

Evaluation of biological activities of Pistacia lentiscus oil shows that this oil has a good
antibacterial activity against Gram positive bacteria and Gram negative bacteria with a good
radical scavenging activity against DPPH".

The results obtained through the administration of sodium arsenite to 5.55 mg/
kg of PC by intraperitoneal injection of adult male rats during 21 days, suggests that arsenic
has caused a pro /antioxidant imbalance ; This is revealed by the decrease in the rate of MTs,
the enzymatic activity of SOD and the increase of the enzymatic activity of CAT in the
organs studied.

In contrast, pretreatment and supplementation of Pistacia lentiscus oil to 3.3ml/
kg of PC by gavages of rats treated with sodium arsenite improved some oxidative stress
parameters (MTs and CAT).

These results show the simplicity and effectiveness of the antioxidant capacity of
Pistacia lentiscus oil to mitigate the intensity of oxidative stress induced by arsenic.

Keywords : Antibacterial, Antioxidant, Arsenic, Oxidative stress, Pistacia lentiscus, Rat,
Toxicity.
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sur quelques parameétres du stress oxydant induit par 'arsenic.

Meémoire en vue de I'obtention du diplome de Master

Option : Biochimie Moléculaire et Santé

Résumé

L’objectif de notre travail est d’évaluer les activités biologiques in vitro de 'huile de
Pistacia lentiscus (Activité antioxydante et antimicrobienne ) et de tester in vivo l'effet
préventif et protecteur de cette huile sur le déséquilibre pro/antioxydant induit par
I'arsenic dans deux organes : foie et rein chez les rats Wistar.

L’évaluation des activités biologiques de I'huile de Pistacia lentiscus montre que cette
huile a une bonne activité antibactérienne contre les bactéries a Gram positif et les
bactéries a Gram négatif, ainsi un bon pouvoir antiradicalaire viv-a-vis le radicale DPPH".

Les résultats obtenus lors de I'administration de l'arsénite de sodium a 5,55 mg/kg du
PC par injection intrapéritonéale chez les rats males adultes pendant 21 jours, suggere que
I'arsenic a provoqué un déséquilibre dans la balance pro/anti-oxydante ; ceci est révélé par
la diminution du taux de MTs et 'activité enzymatique de la SOD ainsi I’'augmentation de
Uactivité enzymatique de la CAT dans les organes étudiés.

En revanche, le prétraitement et la supplémentation de I’huile de Pistacia lentiscus a 3,3
ml/kg du PC par gavage chez les rats traités par l'arsénite de sodium a amélioré certains
parameétres du stress oxydant (MTs et CAT).

Ces résultats présentent la simplicité et I'efficacité de la capacité antioxydante de I'huile
de Pistacia lentiscus pour atténuer l'intensité du stress oxydatif induit par I'arsenic.

Mots clés : Antibactérien, Antioxydant, Arsenic, Pistacia lentiscus, Rat, Stress oxydant,

Toxicité.
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