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e
Introduction

Depuis des siecles, les plantes médicinales sont considérées comme une source
majeure des produits utilisés en médecine alternative. Le traitement par les plantes est
reconnu pour sa facilité d'utilisation, son efficacité ainsi que ses bienfaits
incontestables. Ainsi on peut se soigner par les plantes, et mettre au service ces

propriétés préventives et curatives.

De nos jours, nous comprenons de plus en plus, que les principes actifs sont
souvent liés aux métabolites secondaires des plantes médicinales, qui sont largement

utilisés en thérapeutique, comme des agents préventifs, anti-inflammatoires.

L'inflammation est un processus habituellement bénéfique, son but est
d'éliminer I'agent pathogene et de réparer les lésions tissulaires. Parfois 1'inflammation
peut étre néfaste du fait de 'agressivité de 1'agent pathogene, de sa persistance, du
siege de l'inflammation, par anomalies des régulations du processus inflammatoire,
ou par anomalie quantitative ou qualitative des cellules intervenant dans
l'inflammation. D"un autre c6té, la surproduction des especes réactives d’oxygenes au-
dela des capacités antioxydants des systemes biologiques donne lieu au stress oxydant
qui est impliqué dans "apparition de plusieurs maladies allant de l'artériosclérose au
cancer tout en passant par les maladies inflammatoires, les ischémies et le processus
du vieillissement. Cependant, "utilisation de substances chimiques de synthése anti-
inflammatoires ou antioxydants est accompagnée toujours d’effets secondaires
indésirables, alors que 1'utilisation de composés phytochimiques s’avére utile et sans

effets secondaires.

Plusieurs études sont intéressées a 1'étude des plantes médicinales utilisées en
médecine traditionnelle. Pistacia lentiscus L. (Anacardiacées) est un arbrisseau tres
dense, En Algérie on le trouve sur tout type de sol, subhumide et semi-aride et dispersé
tout au long du littoral et se développe dans divers habitats le long d'un gradient

climatique qui varie suivant le rayonnement solaire, température et précipitation.

L’effet préventif de I’huile de Pistacia lentiscus sur I'inflammation induite par I'acide acétique
chez les rats de la souche Wistar.
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L’huile essentielle et la gomme de cette plante ont été largement utilisées
comme aliment et boissons additifs par les médecines traditionnelles de la région
méditerranéennes depuis les anciens temps comme les Grecs et les Egyptiens, sans

aucune toxicité rapportée chez I’humain.

L’huile végétale de Pistacia lentiscus L. est une huile comestible extraite des fruits
de Cette plante. En Algérie, cette huile est utilisée par la population dans la médecine
traditionnelle comme anti-diarrhéique, elle est recommandée pour les diabétiques,
traitement des douleurs d’estomac et dans le cas de la circoncision et les douleurs du
dos, est aussi largement utilisée dans le traitement des troubles respiratoires et

bralures dermiques dans la médecine populaire algérienne.

C’est dans ce but s’inscris objectif de notre travail qui consiste a évaluer 1’ effet
préventif, I'activité anti-inflammatoire et antioxydante d"huile de Pistacia lentiscus L

sur un modele d’inflammation colique induite par 1’acide acétique chez les rats.

Notre mémoire est réparti en deux parties :

> La premiere partie constitue I'étude bibliographique, divisée en trois chapitres ;
v' Chapitre 1 : Inflammation.
v" Chapitre 2 : Stress oxydatif.

v' Chapitre 3 : Pistacia lentiscus L.

> La deuxiéme partie est consacrée a la; description de notre protocole

expérimentale, présentation et discussion des résultats obtenus.

L’effet préventif de I’huile de Pistacia lentiscus sur I'inflammation induite par I'acide acétique
chez les rats de la souche Wistar.
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ETUDE BIBLIOGRAPHIQUF L INFLAMMATION

1. Définition de l'inflammation

L'inflammation est la réponse des tissus vivants, vascularisés a une agression.
Cette réponse fait intervenir des phénomenes d'immunité, c'est a dire de résistance
aux agressions.
L'immunité peut étre naturelle : elle ne dépend pas d'une exposition préalable a
l'agression (certaines formes de phagocytose) ou, au contraire, spécifique (cellulaire
humorale B et T(CD8)).
Inflammation n’est pas synonyme d'infection mais l'infection peut étre cause

d'inflammation (Nathan, 2002 ; Bianchi, 2007) (voir fig. 1).

I. 1. Les différents phases de 'inflammation
La réaction inflammatoire est un processus dynamique comportant plusieurs
étapes successives :
v' Phase d’initiation: phase vasculo-exudative; activation d’effecteurs
primaires ;
v' Phase d’Amplification: phase cellulaire; mobilisation d’effecteurs
secondaires ;
v" Phase détersion ;
v' Phase terminale de Cicatrisation et Réparation ; restaurer l'intégritédu tissu

agressé (Rousselet,2005).

I1.1.Phase vasculo-exsudative

Elle se traduit cliniquement par les quatre signes cardinaux classiques de
l'inflammation aigué ; rougeur, chaleur, tuméfaction et douleur. Elle comporte trois
phénomenes : une congestion active, un oedeme inflammatoire (l'exsudat), une
diapédése leucocytaire (Regnault, 1992).
Congestion active : Il s'agit d'une modification du calibre vasculaire qui apparait tres
rapidement, apres une bréve vasoconstriction et consiste en une vasodilatation

artériolaire puis capillaire dans la zone atteinte. La congestion active est déclenchée

L’effet préventif de I’huile de Pistacia lentiscus sur I'inflammation induite par I'acide acétique 1
chez les rats de la souche Wistar.



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUF L INFLAMMATION

principalement par des mécanismes nerveux (nerfs vasomoteurs) et sous l'action de
médiateurs chimiques ( Regnault et al., 1992 ).

OEdéme inflammatoire : Il s'agit du passage dans le tissu conjonctif interstitiel ou
les cavités séreuses d'un liquide appelé exsudat, fait d'eau et de protéines
plasmatiques.

L'oedéeme inflammatoire résulte d'une augmentation de la pression hydrostatique
due a la vasodilatation et surtout d'une augmentation de la perméabilité de la paroi

des petits vaisseaux sous I'effet de médiateurs chimiques, dont I'histamine (Regnault,

1992 ; Vergnier, 2011).

Diapédése leucocytaire: C'est la migration des leucocytes en dehors de la
microcirculation et leur accumulation dans le foyer lésionnel.
Elle intéresse d'abord les polynucléaires (pendant les 6 a 24 premieres heures), puis
un peu plus tard (en 24 a 48 heures) les monocytes et les lymphocytes. Il s'agit d'une
traversée active des parois vasculaires qui comporte plusieurs étapes :

e Margination des leucocytes a proximité des cellules endothéliales, favorisée

par le ralentissement du courant circulatoire ;
e Adhérence des leucocytes aux cellules endothéliales ;

e Passagetrans-endothélialdes leucocytes (Laydyarts et al., 2000) (voir Fig.2).

I.1.2. Phase cellulaire

Le foyer inflammatoire s'enrichit rapidement en cellules provenant :
Du sang (polynucléaires, monocytes et lymphocytes), aprés diapédese, ces cellules
quittent le territoire péri-vasculaire et migrent vers le foyer lésionnel par
chimiotactisme.
Du tissu conjonctif local (fibroblastes, cellules endothéliales, mastocytes et
macrophages résidents).

Accumulation de polynucléaires dont la durée de vie est courte (3-4 jours).
Leurs enzymes sont libérées dans le foyer inflammatoire.
Les monocytes deviennent des macrophages activés capables de phagocytose, de

sécrétion de nombreux médiateurs et de coopération avec les lymphocytes pour le
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développement de la réaction immunitaire (présentation de molécules antigéniques
aux lymphocytes).

-Transformation des lymphocytes B en plasmocytes sécrétant des immunoglobulines.
-Activation des lymphocytes T: sécrétion de nombreux médiateurs ; acquisition de
propriétés cytotoxiques ; coopération avec les lymphocytes B.

-Modification des fibroblastes en myofibroblastes : acquisition de propriétés
contractiles et de synthése des constituants de la matrice extra-cellulaire (Laydyarts

et al., 2000) (Fig.2).

I.1.3. Phase détersion

Elle succede progressivement a la phase vasculo-exsudative, et est
contemporaine de la phase cellulaire.
La détersion peut étre comparée a un nettoyage du foyer lésionnel : c'est I'élimination
des tissus nécrosés (issus de l'agression initiale ou du processus inflammatoire lui-

méme), des agents pathogenes et du liquide 1'exsudat (Regnault , 1992) (Fig.2).

I.1.4. Phase réparation et cicatrisation

La réparation tissulaire suit une détersion complete. Elle aboutit a une cicatrice
si le tissu 1ésé ne peut régénérer ou a une restitution intégrale du tissu, il ne persiste
alors plus aucune trace de l'agression initiale et de l'inflammation qui a suivi

(Regnault, 1992) (Fig.2).

I.2. Les différents types de l'inflammation
I.2.1 .Inflammation aigue

L’inflammation aigué représente la réponse immédiate a un agent agresseur,
de courte durée (quelques jours ou semaines), d’installation souvent brutale et
caractérisée par des phénomeénes vasculo-exsudatifs intenses. Les inflammations
aigués guérissent spontanément ou avec un traitement, mais peuvent laisser des

séquelles si la destruction tissulaire est importante (Regnault et al., 1992).
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I RRRRRRRRERRE————————————————————————————————————————————————————————————————.—
[.2.2. Inflammation chronique

L’inflammation chronique correspond a une inflammation n’ayant aucune
tendance a la guérison spontanée et qui évolue en persistant ou en s’aggravant
pendant plusieurs mois ou plusieurs années. Elle est causée par l'engagement
persistant des réponses de I'immunité innée et acquise, comme dans la polyarthrite
rhumatoide, rejet de I'allogreffe chronique, dans la bérylliose, et dans l'inflammation
granulomateuse. Il est prouvé que les macrophages dans ces lésions produisent une
série de médiateurs pro-inflammatoires qui activent les fibroblastes pour fixer le
collagéne et activer les autres types cellulaires.
L’inflammation chronique est initialement déclenchée par des réponses vasculaires
qui impliquent l'apparition de molécules d'adhésion sur la surface des cellules
endothéliales qui vont spécifiquement entrainer I'adhésion des monocytes et des
lymphocytes et permettent leur transmigration dans le compartiment extravasculaire

(Rousselet, 2005 ; Charles, 2010).

I.3.Médiateurs de I'inflammation

De multiples médiateurs chimiques, provenant du plasma ou des cellules,
déclenchent et interviennent a tous les stades de I'inflammation.
e Les médiateurs d'origine plasmatique
Sont présents dans le plasma sous la forme de précurseurs qui doivent étre
activés (généralement par protéolyse) pour acquérir leurs propriétés exemple (le
systtme de kinines, Le systeme de coagulation/fibrinolyse, le systeme du
complément).
¢ Les médiateurs d'origine cellulaire
Sont soit préformés et séquestrés dans des granules intracellulaires et le
stimulus inflammatoire entraine la dégranulation, soit synthétisés de neveu en

réponse a un stimulus (Kumar et al., 2007).
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——————————————————————————————
I.3.1. Les cellules de I'inflammation

Les cellules qui interviennent dans les mécanismes de I'inflammation sont a la
fois des cellules circulantes qui migrent vers le tissu interstitiel et des cellules
résidentes des tissus interstitiels (Rousselet, 2005).
I.3.1.1. Les polynucléaires neutrophiles PNN

Leur action dans I'inflammation s’exerce par l'intermédiaire de récepteurs de
surface :
-Différents récepteurs chimiotactiques (pour LTB4, C5a).
-L’activation de ces récepteurs génere la migration des PNN vers le site de
I'inflammation mais aussi la production de radicaux libres oxygénés et 1'expression
de molécules d’adhésion.
-Récepteurs pour les opsonines : récepteurs Fc pour le fragment Fc des IgG,
récepteurs pour les fragments du complément activé.
-Récepteurs pour les molécules d’adhésion des cellules endothéliales (Cybulsky et al.,

1991).

I.3.1.2. Les monocytes et macrophages

Représentent 2 a 10% des leucocytes, ce sont des cellules jeunes qui possedent
toutes les activités migratoires, chimiotactiques, phagocytaires et nécessaires a leur
fonction. A terme, ils migrent dans les tissus ot ils se différencient en macrophages
tissulaires multifonctionnels.
Les monocytes et macrophages sont des cellules phagocytaires. ils libérent des
espéces réactives de l'oxygeéne, qui contiennent des médiateurs chimiques de

I'inflammation (Hellal et al., 2007).

1.3.1.3. Les cellules endothéliales

Les cellules de I’endothélium des vaisseaux de petit et moyen calibre jouent un
role actif important au cours de l'inflammation. L’état de jonction des cellules entre
elles et avec la matrice extra-cellulaire controle le passage des liquides et des

macromolécules de I'espace intra-vasculaire vers les tissus interstitiels.
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Cet état de jonction fait intervenir de nombreuses protéines transmembranaires ou
intra-cellulaires : connexines, cadhérines, protéines du cytosquelette, intégrines de
surface.

-Le tonus vasculaire et la vasomotricité sont assurés par les fibres musculaires lisses
de la paroi des vaisseaux et sont régulés par des molécules produites par les cellules
endothéliales elles-mémes.

Ces molécules favorisent soit la vasoconstriction (endothéline-1, thromboxane A2)
soit la vasodilatation (NO, PGI-2).

La production de ces molécules vasoactives est elle-méme soumise a l’action de
différents médiateurs de l'inflammation : thrombine, bradykinine, histamine,
cytokines et facteurs de croissance (IL1, TNF, TGFfs, PDGF, EGF...).

-La migration des leucocytes de l'espace vasculaire vers les espaces interstitiels est
modulée par leur sécrétion de chimiokines : IL8, IL10, MCP-1...

-Les cellules endothéliales expriment a leur surface des molécules d’adhésion qui
interviennent dans la diapédese : sélectines E et P, ICAM-1, VCAM-1...

-Elles participent aux phénomenes de réparation post-inflammatoire par la

production de protéines matricielles et de différentes protéases (Tesfamariam , 1990).

I.3.1.4. Les plaquettes

Elles sont activées des qu’elles passent dans des vaisseaux situés au sein d'un
foyer inflammatoire. Elles produisent alors des médiateurs a activité
proinflammatoires : eicosanoides, thromboxane A-2, PAF...
Elles participent aussi aux phénomenes de réparation par la production de
tibronectine, de Transforming Growth Factor (TGFB), Epidermal Growth Factor
(EGF),et de Platelet Derived Growth Factor (PDGF) (Rabelink , 1998).

I.3.1.5. Les fibroblastes
Ces cellules de la matrice extracellulaire du tissu conjonctif produisent au
cours de la réaction inflammatoire des enzymes de destruction de la matrice :

collagénases, gélatinase, stromélysine, cathepsines, sérine protéase...
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IIs participent aussi aux phénomenes de cicatrisation par la production de différents
constituants de la matrice : collagenes, protéoglycanes, fibronectine et élastine

(Rousselet, 2005).

I.3.1.6. Les polynucléaires éosinophiles

IIs agissent au cours des phénomenes allergiques mais aussi au cours des
processus inflammatoires, activés alors par l'intermédiaire de récepteurs spécifiques
de médiateurs de l'inflammation, ils produisent a leur tour différentes molécules
favorisant l'inflammation : eicosanoides, PAF, phospholipase, cytokines (IL1,

TNFa...) (Rousselet, 2005).

I.3.1.7. Les basophiles (cellules circulantes), et les mastocytes (cellules tissulaires)
Les mastocytes et les basophiles sont impliqués dans [linitiation du

phénomeéne inflammatoire et le recrutement des cellules immunes.

Elles ont a leur surface des récepteurs de haute affinité pour le Fc des IgE. Ils sont

capables de libérer plusieurs médiateurs importants de la réaction immuno-

allergique et inflammatoire : histamine, sérotonine, leucotriéene, PAF (Laydyarts et

al., 2000).

I.3.1.8. Les lymphocytes

Les lymphocytes interviennent principalement dans les mécanismes de
I'immunité mais ils participent a la réaction inflammatoire par leur production de
différentes cytokines. Les précurseurs des lymphocytes T donnent naissance a des
lymphocytes CD4 (régulateurs) et CD8 (cytotoxiques ou suppresseurs) (Laydyarts et
al., 2000).

LI.3. 2. Les cytokines

Les cytokines sont des glycoprotéines solubles agissant comme des médiateurs
Intercellulaires, synthétisées et libérées par leur cellule d’origine sous l'influence de
stimulus varié, elles délivrent leurs messages en réagissant avec des récepteurs

membranaires spécifiques présents a la surface des cellules cibles.

L’effet préventif de I’huile de Pistacia lentiscus sur I'inflammation induite par I'acide acétique 7
chez les rats de la souche Wistar.



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUF L INFLAMMATION

Elles interviennent dans les mécanismes de 1'inflammation et de I'immunité

Les principales cytokines jouant un réle majeur dans la réaction inflammatoire :

v' Cytokines synthétisées principalement par les lymphocytes activés;
Interféron gamma, facteurs chimiotactiques, facteurs activant les macrophages
et inhibant leur migration, lymphotoxines (dont le TNF-alpha responsables de
lyse cellulaire, interleukine 2 et 4 (IL2, IL4).

v Cigytokines synthétisées principalement (non exclusivement) par les
macrophages activés : Interleukine 6 (IL6), Interleukine 8 (IL8), interleukine 1

(IL1), TNF (tumor necrosisfactor) (Libert et al. 1990) (voir tableau 1).

I.3.3. Les protéines de l'inflammation
I.3 .3.1. La protéine C réactive (CRP)

La (CRP) a été nommée de cette facon pour sa capacité a précipiter le
polysaccharide-C de Streptococcus pneumoniae et a été la premiere protéine de la phase
aigué a étre décrite comme étant un marqueur d’inflammation.

La CRP est une protéine de 117.5 KDa qui est composé de 5 monomeres,
produite principalement par le foie lors de la réponse aigue non spécifique a la
plupart des formes d’inflammation, d’infection et de dommages tissulaire. Elle est
notamment sous le controle transcriptionnel de IL-6 (Cathy et al., 2008). elle possede
une affinité dépendante du calcium pour de nombreux ligands. Cette liaison initie

l'activation de différents systéemes de défense de I'hote (Voir fig 3).

I.3.3.2. Autres protéines de l'inflammation

> Fibrinogene

C'une glycoprotéine volumineuse, PM=330 kDa synthétisée par le foie, sa 1/2 vie
est de 3 a 5 jours, Son role est dans la coagulation sanguine : Il est aussi appelé

facteur I de la Coagulation (Laydyarts et al.,2000).
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> Antitrypsine (AAT)
L’alphal-Antitrypsine est une glycoprotéine contenant 10 a 12% de glucides, de PM
= 55 kDa, sa syntheése majoritairement hépatique. Cette protéine est douée d’'une

activité antiprotéasique irréversible (Laydyarts et al., 2000).

» Orosomucoide (ORO)
C'est une glycoprotéine tres riche en glucides, petite protéine PM = 41 kDa.
Elle est synthétisée au niveau hépatique, aussi au niveau des leucocytes et des
cellules de la prostate. Elle a plusieurs fonctions; transporteur plasmatique
d’hormones stéroides, facteur d’agrégation des plaquettes et elle a un role
d’'immunorégulateur et de liaison a de nombreuses cellules sanguines

(polynucléaires, lymphocytes, monocytes) (Guezennec et Burguin, 2009).

> Haptoglobine (HPT)

Une glycoprotéine riche en glucides, environ 19% de glucides, sa synthese
majoritairement hépatique, également dans les tissus embryonnaires, néoplasiques,
et dans les tissus en cours de régénération. Elle neutralisée 1’hémolyse intra-
vasculaire, physiologique et pathologique, 'HPT se combine a I’hémoglobine, la %2
vie de HPT-Hb treés courte environ 20 minutes, aprés dégradation au niveau des

hépatocytes (Guezennec et Burguin , 2009)(voir tableau 1).
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Tableau 1. Origines cellulaires et effets des principaux médiateurs impliqués dans le

développement de la réaction inflammatoire (Ferradji ,2011).

Médiateurs

Origine cellulaire

Effets

Histamine

Mastocytes, basophiles, éosinophiles et
plaquettes.

Assure la vasodilatation, augmente la
perméabilité vasculaire, induit
I'expression des molécules d’adhésion
sur I'endothélium vasculaire.

Sérotonine

Mastocytes et plaquettes.

Augmente la perméabilité vasculaire,
dilate les capillaires et stimule la
contraction des muscles lisses.

Platelet activating
factor (PAF)

Plaquette, neutrophiles, monocytes et
cellules endothéliales.

Vasodilatation, augmente 'adhésivité
de la paroi vasculaire, stimule la
bronchoconstriction,
I'aggregation des plaquettes et la
libération des médiateurs qu’elles
renferment, induit la production
des ROS et la libération des enzy
lysosomiales par les neutrophiles, les
éosinophiles et les macrophages.

Kalicréine

Présente dans le plasma

Transforme et active le systéme des
Kinines

Plasmine

Présente dans le plasma

Clive le composant du complément C3
pour générer le C3a et le C3b

Leucotrienes :
-LTC4, LTD4, LTE4

Essentiellement par les leucocytes

Augmente la perméabilité des micro-
vaisseaux.

-LTB4

Essentiellement par les leucocytes

Augmente la perméabilité vasculaire et
le flux sanguin local, induit la libération
des enzymes
lysosomiales et la production des ROS
et attire et active les cellules
inflammatoires.

Prostaglandines

Essentiellement par les leucocytes

Provoquent la vasodilatation, renforce
I'action de I'histamine, de la bradykinine
et des leucotriénes,
augmente la sensitivité des neurones et
est responsable de la douleur.

Bradykinine

Présente dans le plasma sous forme de
kininogénes.

Accroit la vasodilatation, la perméabilité
vasculaire et
stimule la contraction des muscles
lisses.

Facteur de Hagman
(X11)

Présent dans le plasma et est activé par
'adhésion des plaquettes.

Impliqué dans la cascade de
coagulation.

Catalyse la transformation du

Thrombine Présente dans le plasma fibrinogene en fibrine et induit la
P libération de la sérotonine des
plaquette.
Présente dans le plasma, formée a B . )
Fibrine partir du Intervient dans la formatlon du caillot
B sanguin
Finbrinogéne
Chimiotactisme des neutrophiles, des
monocytes et des macrophages. Induit
L’IL-8 MIBTIRIES, n:aﬁqroﬁgsgtzz’ PEGEIES B la libération des enzymes lysosomiales
ymp : et la production des ROS. Intervient
dans la réparation tissulaire
C3a Fraction C3 du complément inactif. Provoque la dégranulation des
mastocytes.
Provoque la dégranulation des
mastocytes et des neutrophile, exerce
C5a Fraction C5 du complément inactif un effet chimiotactique en vers les
phagocytes et stimule la contraction du
muscle lisse.
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I RRRRRRRRERRE————————————————————————————————————————————————————————————————.—
I.4. Les marqueurs de l'inflammation
I.4.1. Vitesse de sédimentation (VS)

VS reste est un parametre simple pour détecter un syndrome inflammatoire,
tres utilisé, peu cher, sensible, mais peu spécifique. Elle correspond a la hauteur de
plasma formée en une sur anticoagulant et qui a été posé verticalement.

Des facteurs physiologiques ou des situations non inflammatoires peuvent
I'augmenter. Sa normalité peut parfois rassurer a tort. De plus, il faut savoir que les
cas d'une VS augmentée isolée ne sont pas rares (20%).

En cas d'élévation de la VS, avant de conclure que cette élévation est due a un
probleme inflammatoire, il est indispensable de réaliser d’autres examens spécifiques

comme la formule numérique sanquine (FNS), électrophorese des protéines sériques

et la CRP (Weill et al., 2003).

I.4.2. La protéine C réactive (CRP)

Chez des adultes en santé, la concentration médiane de CRP est de 0.8 mg/L,
mais suivant une phase aigué d’inflammation, les concentrations de CRP peuvent
atteindre plus de 500 mg/L. La demi-vie du CRP dans le plasma est d’environ 19
heures et demeure constante indépendamment de 1'état de santé (fourcada et al,,
2001). Les différentes fonctions de la CRP sont :

-De favoriser I'opsonisation indépendamment du complément.

-De se lier a des structures de membranes bactériennes.

-D’augmenter I'attraction des polynucléaires neutrophiles et la phagocytose.

-La CRP a un effet inhibiteur sur la fibrinolyse de la coagulation (Laydyarts et al.,
2000).

L.5. Les anti-inflammatoires

I.5.1. Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS).
Les anti-inflammatoire non stéroidiens (AINS) sont une des classes
thérapeutiques les plus utilisées dans le monde en raison de leurs propriétés anti-

inflammatoires, anti-pyrétique et antalgiques.
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Le mécanisme d’action des AINS a été précisé par les travaux de Vane en 1971, il
repose en grande partie sur l'inhibition compétitive, réversible ou non, de la
cyclooxygénase, enzyme qui permet la production de prostaglandine a partir de
'acide arachidonique (Barnes Peter, 1998) (Figure 4).

Cette caractéristique commune a tous les AINS conduit a une diminution de la
production des prostaglandines (notamment la PGE2 et la PGI2), importants
médiateurs de l'inflammation, mais aussi une partie de leurs effets secondaires en
raison du role ubiquitaire et des fonctions physiologiques des prostaglandines Ainsi,
la production exagérée de prostaglandines en situation pathologique participe a
I'inflammation (vasodilatation, augmentation de la perméabilité capillaire) et a la

douleur (sensibilisation des nocicepteurs) (Blain et al., 2000).

I.5.2. Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS).

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) constituent une vaste famille de
médicaments dérives du cortisol, principal glucocorticoide surrénalien (Nicolas et al,
2001) Dans les tissus cibles, les glucocorticoides se fixent a leurs récepteurs des
glucocorticoides (GR) du cytoplasme de la cellule. Aprés quoi, le complexe
récepteur-ligand forme pénetre interagit avec les facteurs de transcription basiques,
provoquant une augmentation de l'expression génique de genes-cibles spécifiques.
Ce processus est appelé transactivation.

Le mécanisme oppose est appelé transrépression. Le récepteur hormonal actif
interagit avec des facteurs de transcription spécifiques et prévient la transcription des
genes-cibles. Les glucocorticoides sont capables d'empécher la transcription de tous
Les genes immuns, incluant celui codant IL-2 (Barnes ; 1998).

Actuellement, les efforts de recherche visent a découvrir des glucocorticoides
agissant sélectivement qui seraient capables de ne réprimer que le systeme

immunitaire (Han et al.,2007).
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I.5.3. Les Anti-inflammatoires d’origine végétale.

Le nombre de composés phytochimiques, trouvé dans le regne végétal est
tres vaste, et leur spectre d'activité est tout aussi grand. Certains de ces composés
phytochimiques ont des propriétés anti inflammatoire. Beaucoup sont présumés agir
en bloquant les voies de la cyclooxygénase et la lipoxygénase ainsi que par d'autres

mécanismes (Han et al., 2007).
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II. Stress oxydatif

Le stress oxydatif, appelé aussi stress oxydant, En 1991, Sies a défini la notion
de stress oxydant comme l'incapacité de I'organisme a se défendre contre I'agression
des especes oxygénées activées (EOA), suite a un déséquilibre lié, soit a une
production accrue d’EOA, soit a une diminution de la capacité de défense

antioxydante (Sies, 1991).

La pollution, la consommation excessive d’alcool, I'exposition immodérée au
soleil ou a des radiations sans protection suffisante et I'inflammation chronique sont,

par exemple, les sources de production d’EOA (Magder, 2006).

IL.1. Les especes réactives de I'oxygene (ROS)

Un radical libre est une espece chimique, atome ou molécule tres réactive
contenant un ou plusieurs électrons non pairs dans ses orbitales. Ce déséquilibre
n’est que transitoire et il est comblé soit par I'acceptation d'un autre électron soit par
le transfert de cet électron libre sur une autre molécule. Ces especes radicalaires tres
instables et trés réactives sont produites d"une maniéere continue, dans de nombreux
phénomenes biologiques (Tremellen, 2008). Les radicaux libres contribuent au stress
oxydatif par une série de réactions en chaine, leurs durées de vie est tres courte (4-
10s) et leur réactivité réside dans la recherche d’un électron afin de réapparier leur

électron célibataire (Halliwell, 1994).

Les ROS peuvent étre divisé en deux catégories ; les radicaux primaires, des
molécules d’oxygene qui ont un électron non apparié et les molécules d'oxygene qui
sont dans un état excité. Le premier type comprend les radicaux d’anion superoxyde
(Oz*-), les radicaux hydroxyles (OH®), les radicaux peroxyles lipidiques (LOO®*) et
les radicaux d'oxyde nitrique ou monoxyde d’azote (NO®). Le deuxieme type est
I'oxygeéne singulet (102) (Masaki, 2010). Les ROS les plus souvent formés sont le

radical (anion) superoxyde et le radical hydroxyle.

Le radical O, - est formé lorsqu’un électron est ajouté a une molécule d'oxygene, il

est considéré comme le type le moins réactif des ROS et le radical le plus
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fréquemment produit dans I'organisme humain (Scheibmeir et al., 2005). Il peut étre
produit a partir de l'oxygene moléculaire par divers types cellulaires via des
systemes enzymatiques (Ratnam et al., 2006). Une fois produit, le O, ¢ déclenche une
cascade rapide des événements qui crée autres radicaux libres, éventuellement

terminé par la formation de I'H>O (Gutteridge et Mitchell, 1999) (voir figure 5).

Le peroxyde d'hydrogene (H;O;) est formé en tant que produit de dismutation de
superoxyde (Ratnam et al., 2006). Le H,O,, mais pas techniquement considéré
comme un radical libre d’oxygene, est un membre de la famille des ROS et peut
sélectivement participer a la génération des radicaux libres (Scheibmeir et al., 2005).
Les réactions de Fenton catalysées par les métaux de transition, comme le fer, ou les
réactions d’'Haber-Weiss, convertissent le H,O, en radical hydroxyle (OH¢) trés fort
(Ratnam et al., 2006), OH® peut étre formé par la scission homolytique de la liaison -
O-O- de H;0O,, ou par la réaction de Fenton, ou encore par la réaction entre le
monoxyde d’azote NOe, produit par certaines cellules, et O,*-(Gutteridge, 1994 ;
Bergendi et al., 1999).

I1.2. Sources des espéces réactives de I’oxygéne (ROS)
I1.2.1. Les sources endogenes

La respiration oxydative est la principale source d’énergie pour les cellules
aérobies. La mitochondrie est le principal producteur de radicaux libres, puisque

dans la chaine de transport des électrons, I'oxygene est I’accepteur final d’électrons.

Le transfert d’un électron a 'oxygene engendre le radical superoxyde (O;*)
Transformé sous l'action du superoxyde dismutase (SOD) en H,O,. Celui-ci n’est
pas, chimiquement parlant, un radical libre oxygéné (RLO), mais, biologiquement, il
se comporte comme tel. Par addition de nouveaux électrons, H,O, donne naissance
au radical hydroxyle (OH¢). Ce dernier, hautement réactif, peut s’attaquer a la
plupart des macromolécules (hydrates de carbone, protéines, acides nucléiques,
lipides donnant des lipoperoxydes), désorganisant leur structure chimique et altérant

leurs fonctions biologiques (El-Fakharany et al., 2011).
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Le monoxyde d’azote, quant a lui, est produit sous I'action de la NO synthase
(NOS), en particulier de sa forme inductible NOS au cours des phénomene
inflammatoires aigus ou chroniques, a partir d’arginine, d’oxygene et de NADPH

(Walid Ben Ameur et al., 2013).

I1.2.2. Les sources exogeénes

Les radicaux libres exogenes proviennent d'un apport extérieur, c’est-a-dire

lors d’'une exposition a un environnement toxique.

> Les xénobiotiques, les pesticides et les insecticides sont seulement quelques
exemples de toxines qui peuvent pénétrer au corps humain et induire la
formation de radicaux libres.

> Les rayonnements UV induisent la synthese de radicaux libres du type O°-,
OHe, 10; et de molécules génératrices de radicaux libres tel que H,O,, par
I'intermédiaire d’agents photosensibilisants. Par ailleurs les radiations
ionisantes provoquent également la génération de radicaux libres dérivés de
I'oxygene (Seidle et al., 2010).

» L’ingestion d’alcool est suivie de la formation de radicaux libres selon divers
mécanismes.

> La xanthine oxydase et l'aldéhyde oxydase peuvent oxyder le principal
métabolite de I'éthanol, 'acétaldéhyde, avec production d’O,*- D’autre part
I’éthanol stimule également la production d’anion superoxyde par induction
de la synthese des NADPH oxydase, NADPH cytochrome réductase et du
cytochrome P450 (Robineau et al., 2012).

> Des toxiques tels que 'oxyde d’azote (NO) et le dioxyde d’azote (NO,),
présents dans notre environnement (suies, goudron, tabac et polluants
industriels), participent a la genése de radicaux libres ; ils peuvent aussi réagir
avec le peroxyde d’hydrogene produit par les macrophages au niveau des
alvéoles pulmonaires et donner naissance a des radicaux OHe (Garg et

al.,2008).
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Tableau 2. Principales sources des ROS (Durackova et al., 2008).

Source endogénes Source exogenes

NADPH Oxydases Tabagisme

Chaine respiratoire mitochondrial | Cytokine pro-inflammatoire

Xanthine oxydase Chimiothérapie
Atherogénése Radiation ionisantes
Lipo-oxygénase Radiation UV
Phagocytes Toxique environnementaux
Inflammation Champs électriques

Etat d’ishémie-reperfusion Xénobiotique pro-oxydant

ILI.3. Systémes de défense antioxydant

Les cellules possedent des mécanismes de défense endogenes enzymatiques et
non enzymatiques qui, de maniere générale, suffisent a renverser le stress oxydant,

résultant du métabolisme aérobie, appelés antioxydants (Wassmann et al ., 2004).

I1.3.1. Les antioxydants enzymatiques
I1.3.1.1. Superoxyde dismutase (SOD)

La superoxyde dismutase est l'un des antioxydants enzymatiques
intracellulaires les plus efficaces (Rahman, 2007), Les SODs sont le premier enzyme a
intervenir dans la cascade des ROS. Ce sont des métalloprotéines qui catalysent la
dismutation des ions superoxydes (O.*-) en peroxyde d’hydrogene (H,O,) et

oxygene (O,) (Powers et Lennon, 1999).

SOD
2 02 e- + 2H* — H202 + 02 (Mandelker, 2008)
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R R —————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————.—
Il existe plusieurs isoformes de SOD chez les mammiferes, qui different selon

leur localisation et selon les métaux de transition présents dans leur structure et

nécessaires a leur activité catalytique, les principales isoformes de la SOD sont

présentées dans le tableau 3.

Tableau 3. Caractéristiques des isoformes de la SOD (Powers et Jackson, 2008)

Isoforme Cofacteurs | Localisation

SOD1 ou Cu, Zn-|Cu,Zn Cytosolique surtout, nucléaire,
SOD mitochondriale

SOD2 ou Mn-SOD Mn Mitochondriale

SOD3 ou Ec-SOD Cu, Zn Extracellulaire

I1.3.1.2. Catalase (CAT)

Elle est essentiellement présente dans les peroxysomes, mais aussi dans les
mitochondries et cytoplasme (pour les cellules qui ne possedent cette organelle ex ;
érythrocytes) (sehpard et shaffer, 1993). La catalase est composée de quatre sous
unités protéiques, chacune contenant un groupement héminique avec le Fe3+ lié au
site actif. Chaque molécule a habituellement une molécule de NADPH+H+ qui lui est
liée, la protégeant ainsi d'une éventuelle inactivation par le peroxyde d’hydrogene
(Bonnefont Rousselot et al., 2003). Elle possede une activité peroxydase et est aussi
capable d’utiliser une molécule d’"H,O, comme substance donneur d’électrons et,

une autre molécule d'H,O, comme oxydant ou accepteur d’électrons (Murray et al.,

2013).

CAT
2H202 E— ZHZO + 02'

I1.3.1.3. Glutathion peroxydase (GPx)

La glutathion peroxydase est une enzyme également capable de prendre en

charge peroxyde d’hydrogene et d’autres hydroperoxydes d’origine lipidique. Son
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substrat est le glutathion (GSH) mais d’autres peroxydases existent utilisant le
cytochrome c et le NADH. Il existe 5 isoenzymes de la glutathion peroxydase chez
les eucaryotes, dont la plus abondante est la glutathion peroxydase 1 qui est
exprimée dans la plupart des cellules (Ursini et al., 1995). Toutefois, il faut noter que
la GPx n’est pas spécifique du H,O,, mais plutot du glutathion. Toutes les GPx sont
inhibées d’une fagon irréversible par les cyanures quand le GSH est absent du milieu

et par l'iodoacétate. Elles sont également inhibées par les ions superoxydes.

I1.3.2. Les antioxydants non enzymatiques
I1.3.2.1. Le glutathion (GSH)

Le glutathion est un tripeptide synthétisé a partir de L-glutamate, L-cysteine,
et la glycine. Le foie est la principale source de la synthése du glutathion (Sies, 1999),
il est également abondant dans le cytosol, les noyaux et les mitochondries. Il est le
principal antioxydant soluble dans ces compartiments cellulaires (Rahman, 2007), Le
groupement actif de glutathion est le sulfhydrile (-SH) de la cystéine (Sies, 1999 ;
Deaton et Marlin, 2003) et qui peut aisément accommoder la perte de l'électron

unique (Rahman, 2007).

Le GSH intervient également dans le cycle de régénération de 2 vitamines

antioxydants. La vitamine E et la vitamine C (Powers et Jackson, 2008).

Par ailleurs le GSSG permet une protection des groupements thiols des
protéines : il y a formation d"une liaison réversible entre le GSSG et un groupement

thiol ; on parle de « S glutathionylation » (Rozenberg et Aviram, 2006).
Les roles principaux de protection de glutathion contre le stress oxydant sont :

e [l peut agir comme cofacteur de plusieurs enzymes de détoxification ;
e [l participe dans le transport des acides aminés a travers la membrane
plasmatique ;

e [l piege les radicaux hydroxyles et 1'oxygeéne singulet directement (Rahman,

2007).
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11.3.2.2. Vitamine C

La vitamine C ou acide L-ascorbique est hydrosoluble. Elle joue un role de
prévention de l'oxydation dans le plasma et les fluides extracellulaires, dont elle est
considérée comme le plus important antioxydant (Koolman et al., 1999), Son action
est directe et indirecte, elle agit directement sur les EROs (superoxydes, hydroxyle,
singulet oxygene et les radicaux lipidiques) et indirectement par son action de

régénération de la vitamine E et du GSH.

L’organisation spatiale de la vitamine C lui permet de se lier a la phase
aqueuse de la vitamine E oxydée dans la membrane cellulaire, et de rapidement lui
céder son électron. Apres avoir cédé son électron, la vitamine C forme un radical tres
peu réactif, qui sera ensuite reconverti en vitamine C par une enzyme réductase, qui
utilise du GSH (Wolinsky ,1998 ; Clarkson et al., 2000 ; Morris et al., 2003 ; Shidfar et
al., 2003 ; Bleys et al., 2006 ; Lyn Patrick ,2006 ; Duarte et al., 2007 ; Mac Laren, 2007 ).

11.3.2.3. La vitamine E

Le terme « vitamine E » comprend deux classes; les tocophérols et les
tocotriénols. Le composé principal est I'a-tocophérol (Gulcin, 2012). L’ a-tocophérol
est localisé au niveau membranaire et dans les lipoprotéines circulantes ot il réagit

majoritairement avec les radicaux peroxyles en formant un radical tocophéryle.

La régénération de I'a-tocophérol se fait selon 2 voies ; soit via la vitamine C,
soit en mettant en jeu la tocophéryle réductase qui en présence de GSH redonne de
I’a-tocophérol. La vitamine E agit en synergie avec entre autres le GSH, la vitamine C

et le sélénium. Un déficit en vitamine E peut étre a l'origine de déficiences

neurologiques telles que les myopathies (Brigelius-Flohe et al., 1999).

I1.3.2.4. Antioxydants phénoliques

La propriété antioxydante des flavonoides la mieux décrite est leur capacité a

piéger le radical libre : radical hydroxyle, I'anion superoxyde et les radicaux
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peroxyles. Les flavonoides inactivent et stabilisent les radicaux libres grace a" leur
groupement hydroxyle (C3OH) fortement réactif (Ghedira, 2005). Ils peuvent
également protéger les membranes cellulaires par leur action a différents niveaux sur

la peroxydation lipidique.
I1.3.2.5. Oligoéléments

I1.3.2.5.1. Sélénium

Le sélénium est un cofacteur de la glutathion peroxydase, enzyme qui joue un
role intracellulaire antioxydant, voisin de celui de la vitamine E. Cet effet
antioxydant est capital dans la détoxication des radicaux libres produits par le
métabolisme cellulaire. Cet effet de détoxication serait responsable des effets anti-

cancéreux et antivieillissement, attribués au sélénium (Chia-Fung et al., 1995)

11.3.2.5.2. Zinc

Cet oligo-élément est I'un des cofacteurs essentiels de la SOD. La prise de zinc
conduit a long terme a linduction de protéines antioxydantes comme les
métallothionéines. Le zinc protége également les groupements thiols des protéines.
Le zinc peut inhiber partiellement les réactions de formation des ROS induites par le
fer ou le cuivre (Parma et al., 2004). Le tableau 4 présente les principaux antioxydants

et leurs modes d’action.
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Tableau 4. Les principaux antioxydants et de leurs modes d’action (Powers et

Jackson, 2008).
Catégorie d’antioxydants Nom Modes d’action principaux
Enzymatiques SOD Piege O2°-
GPX Inactive H2O, et ROOH
CAT Inactive H2O2
PON1 Répare lipides oxydés des LDL
Vit E Piege O2°- et HO®, lutte contre
Lipoperoxydation (piege ROO®)
Non enzymatiques Liposolubles | Caroténoides | Inactivent 10, piegent ROO°
CoQ10 Lutte contre lipoperoxydation,
recycle la vit E
Vit C Piege certaines ERON, recycle vit E
GSH Cofacteur de GPX,GST et

Non enzymatiques hydrosolubles

Protection des protéines thiols par
S-glutathionylation

Acide urique

Piége certaines ERON (donne e-)

Inactive H202, lutte contre

Bilirubine

lipoperoxydation

(piege ROO®)
Acide a- Piege certaines ERON, chélate
lipoique métaux libres,

recycle vit E et vit C
Métaux de Cofacteurs de SOD (= Cu, ZN,
transition Mn), GPX (=Se), et CAT (=>Fe)

Protéines de

Chélatent les métaux de transition

transport libres
Flavonoides | Luttent contre lipoperoxydation,
piegent HO®, NOs-, et HCIO.
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I1.4. Les cibles des radicaux libers
I1.4.1. La peroxydation lipidique

Les cibles des ROS sont principalement les acides gras polyinsaturés, en raison
de la présence des doubles liaisons, comme par exemple l'acide linoléique. L'origine
des réactions radicalaires sont assurés par peroxydation lipidique qui se traduit par

le rancissement in vitro.

La peroxydation lipidique se déroule selon trois étapes : une premieére
d’initiation qui aboutit a la formation d’un radical qui dans une seconde étape dite
de « propagation » conduit a la formation d'un second radical. Ces deux radicaux
vont réagir ensemble lors de la terminaison, troisieme étape de la réaction dont les
produits finaux sont des composés stables (ROOR) et de l'oxygene (Valko et al,,
2006). Les trois différentes étapes de peroxydation lipidique sont :

v' Initiation
RH + HO ¢ » R« +H,0
v' Propagation
Re + 0, > ROO
ROO e+ RH - ROOH + R e
v Terminaison
Re +Re - RR
ROO ¢ +R «— ROR
ROO ¢ +ROO0O ¢— ROOR + 0, (Voir figure 6).

I1.4.2. Oxydations protéiques

Les ROS sont capables de réagir avec différents acides aminés des chaines des
protéines. Les plus sensibles a leur action sont les acides aminés aromatiques tels que
le tryptophane, la tyrosine et I'histidine, sur lesquels le radical OH" s’additionne,
modifiant la conformation de la protéine, Sur les acides aminés contenant un atome

de soufre tels que la cystéine et la méthionine, I'oxydation par les radicaux libres

L’effet préventif de I’huile de Pistacia lentiscus sur I'inflammation induite par I'acide acétique 23
chez les rats de la souche Wistar.



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUF STRESS OXYDATIF

conduit a la formation de ponts disulfures. De nombreux enzymes cellulaires et

protéines de transport vont ainsi étre oxydées et inactivées.

Les protéines modifiées par oxydation perdent leurs propriétés biologiques, et

deviennent beaucoup plus sensibles a I’action des protéases (Favier, 2003).

I1.4.3. Oxydation de ’ADN

Ces attaques sont essentiellement causées par le radical hydroxyl HO®, Elles

sont de différents types :

» Modification de base azotée, en particulier la guanine qui peut étre transformée
en 8-hydroxy-2’-deoxyguanine (celle-ci peut constituer un marqueur du Stress
Oxydant, ou encore la thymine en thymine glycol. Cela entraine un non-
appariement des bases, ou un mauvais appariement, ou encore un blocage de la
réplication de ’ADN ;

» Destruction de la liaison entre la base et le désoxyribose, a I'origine d'un site
dépourvu de base ou « abasique », qui s’avere étre non fonctionnel ;

» Destruction du désoxyribose, responsable d’une cassure de brin, létale pour la
cellule.

» Formation de pontages avec des protéines, ou avec des dérivés d’oxydation
lipidique.

Ainsi nous constatons que ces dommages peuvent participer a une
mutagénése, a un arrét des divisions cellulaires par blocage des mécanismes de

réplication, a un arrét de la synthése protéique par blocage des mécanismes de

transcription /traduction, et enfin a une mort cellulaire (Grandjean, 2005).

I1.4.4. Oxydation des glucides

Si la chimie de l'attaque radicalaire des polysaccharides a été beaucoup moins
étudiée que celle des autres macromolécules, il n'en demeure pas moins que les
especes réactives de l'oxygene attaquent les mucopolysaccharides et notamment les

protéoglycanes du cartilage. Par ailleurs, le glucose peut s'oxyder dans des
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conditions physiologiques, en présence de traces métalliques, en libérant des
cétoaldéhydes, H.O> et OHe, qui entraineront la coupure de protéines ou leur
glycation par attachement du cétoaldéhyde, formant wun dérivé AGE.
Ce phénomene de glycosoxydation est tres important chez les diabétiques et
contribue a la fragilité de leurs parois vasculaires et de leur rétine (Favier, 2003).

Si un stress oxydant n’est pas une maladie en soj, il constitue un terrain favorable
au développement de pathologies diverses (Magder ,2006).

IL5. Le stress oxydatif et I'inflammation

En plus de la production normale de radicaux libres dans la cellule durant la
respiration et le métabolisme, les quantités excessives de ROS peuvent se former et
leurs taux sont élevés durant le stress oxydatif en raison de I'inflammation (Halliwell

et Gutteridge, 1984).

Oyanagui. (1976), a suggéré que les radicaux superoxydes sont produits par les
macrophages. Des études ultérieures ont mis en évidence les différentes voies de la
participation des radicaux libres dans les processus inflammatoires. Il a été démontré
que le radical superoxyde (mais pas l'eau oxygénée) est capable de stimuler la
production des facteurs semblables a I'interleukine 1 par des monocytes sanguins

périphériques humains (Kasama et al ., 1989).

Le stade critique d'inflammation est le début de la peroxydation lipidique et
la formation d’eicosanoides bioactifs. Il est maintenant reconnu que les
lipoxygenases, cyclooxygenases, cytochrome P450, les monooxygenases et
peroxydases sont des catalyseurs enzymatiques de ces processus, la myeloperoxidase
pourrait étre un catalyseur enzymatique important de la peroxydation lipidique dans

les sites inflammatoire (Zhang et al., 2002).

Il est suggéré que le stress oxydant et l'inflammation constituent des
mécanismes homéostatiques/compensatoires maintenant la balance physiologique

tissulaire. Lorsqu’'un des mécanismes surcharge chroniquement 1'autre, il y a un
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débalancement entrainant 1’altération des processus physiologiques tels qu'un défaut

de I'action de I'insuline (Tuncman et al., 2006 ; Lamb et Goldstein, 2008).

N

Une question reste encore non répondue a ce jour a savoir est-ce
I'inflammation qui induit la cascade du stress oxydant ou est-ce le stress oxydant qui

induit une réponse inflammatoire ?
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IIL. Les plantes médicinales

Généralement les plantes médicinales sont utilisées pour traiter des différentes
maladies communes depuis anciens temps ; plusieurs recherches pharmacologiques
se fait pour confirmer les propriétés thérapeutiques des différents métabolites de ces

plantes médicinales et aussi pour identifier les principes actifs d'origine naturel.

Un tres grand nombre des plantes contient des milliers de substances actives
trouver dans leurs différents organes, soit dans les feuilles, les fleurs ou dans les
racines, pour l'isolement des principes actifs, des techniques chimiques sont utilisées
tel que l'extraction, distillation a la vapeur...etc. Ces principes actifs sont utilisés pour
préparer des différents médicaments pharmaceutique d'origine naturel ont des effets
thérapeutiques tres efficace mais avec des mois effets secondaires, par rapport aux

médicaments d'origine chimique qui ont des effets secondaires dangereux

(Duraffourd et al ., 1997)

IIL.1. Description botanique de 'espece Pistacia lentiscus

Pistacia Lentiscus, Darou en arabe local, appartenant a la famille des
Anacardiaceaes (Leprieur, 1860), est un arbrisseau vivace de trois metres de hauteur,
ramifié, a odeur de résine fortement acre. Pistacia Lentiscus est particulierement
représentatif des milieux les plus chauds du climat méditerranéen que 1'on retrouve
en association avec 1'Oléastre (olivier sauvage), la salsepareille et la myrte dans un
groupement  végétal nommé  "l'Oléolentisque"  (I'OléoLentiscetum  des
phytosociologues), mais également dans les boisements clairs a Pin d’Alep ou

d'autres formations de garrigues basses (Chéne vert).
Pistacia lentiscus est caractérisée par :

> Ecorce: Rougeatre sur les jeunes branches et vire au gris avec le temps.
Quand on incise 1'écorce la plante laisse s’écouler une résine irritante non
colorée a odeur forte.

> Branches tortueuses et pressées, forment une masse serrée.
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> Feuilles: Sont persistantes, composées, et possedent un nombre pair de
folioles (4 a 10) d'un vert sombre, elliptiques, obtuses, luisantes en dessus,
glabres, coriaces et dont le pétiole est bordé d'une aile verte. On trouve des
pieds males et femelles distincts (espece dioique) qui fleurissent en grappes

denses en mois de Mai.

> Fleurs : Les fleurs unisexuées d’environ 3 mm de large se présentent sous
forme de grappe, Elles apparaissent au printemps et sont tres aromatiques,
forment des racemes de petite taille a l'aisselle des feuilles.
On différencie les fleurs femelles des fleurs males grace a leur couleur, vert
jaunatre pour les femelles et rouge foncé pour les males.
Les fleurs males et femelles poussent sur des arbustes différents, les males ont
5 petits sépales dont émergent 5 étamines rougeatres reposant sur un disque
nectarifere. Les femelles, a 3 ou 4 sépales a un ovaire supére avec un style

court a 3 stigmates. Floraison de Mars a Mai.

> Fruit : Est une baie globuleuse (de 2 a 3 mm), monosperme, remplie par
nucléole de la méme forme ; d’abord rouge, il devient brunatre a sa maturité,

qui est complete I'automne.

> Mastic: Si l'on incise le tronc de ce végétal, il s'en écoule un suc résineux
nommé mastic qui, une fois distillé, fournit une essence employée en

parfumerie (voir figure 7) (belfadel ,2009).
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III.2. Classification taxonomique de Pistacia lentiscus (belfadel ,2009)

Regne Plantae
Embranchement Tracheobionta.
Super-division Spermatophyta.
Division Magnoliophyta.
Classe Magnolopsida.
Sous classe Rosidae.

Ordre Sapindales.
Famille Anacardiaceae.
Genre Pistacia

Espéce Pistacia lentiscus.

IIL.3. Répartition géographique
> Dans la bassine méditerranéenne

Pistacia lentiscus est un arbrisseau que l'on trouve couramment en sites
subhumide, semi-aride et arides sur le pourtour méditerranéen de 1’Europe,
d’Afrique et d’Asie, jusqu'aux Canaries et au Portugal (Verdt et Garcta-Fayos, 2002),

On le trouve en Corse, et en Charente maritime (Alyafi, 1979). (Voir figure 8).
> Dans l’Algérie

En Algérie, le Pistacia lentiscus occupe 1'étage thermo-méditerranéen. Sa limite
méridionale se situe aux environs de Saida, sa présence au sud de 1’Atlas saharien
n’est pas signalée. On le retrouve sur tout type de sol, dans I'Algérie subhumide et
semi-aride (Saadoun, 2002), plus précisément dans le bassin du Soummam en
association avec le pin d'Alep, le chéne vert et le chéne liége (Belhadj, 2000) (voir

tigure 9).
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II1.4. Etude chimique de 1'espéce Pistacia lentiscus

En raison de sa large utilisation en médecine traditionnelle, les différentes
parties de Pistacia lentiscus en fait 1'objet de plusieurs études phytochimiques a fin
d’identifier leurs principes actifs. Ces études ont montré la présence de flavonoides,
des huiles essentielles, ainsi que des triterpenoides (Marner et al, 1991 ;

Papageorgiou et al., 1997).
> Feuilles

La composition chimique des feuilles de Pistacia lentiscus est caractérisée par la
présence de glycosides de flavonoles comme la quercétine, myricetine, luteoline
ainsi que l'isoflavone genisteine. Elles contiennent 6 a 7% du gallotannins de faible
poids moléculaire, a savoir 1'acide gallique et les dérivés d’acide quinique 5-O-, 3,5-

O-di- et 3, 4,5-O-trigalloyl (Romani et al., 2002).

Fruits

Selon Luigia et al. (2007), les fruits de Pistacia lentiscus contiennent 54 mg/ml
d’anthocyanines, essentiellement: cyanidine 3-O-glucoside (70%), delphinidine 3-
Oglucoside (20%) et cyanidine 3-O-arabinoside (10%). De plus, des polyphénols ;
I'acide gallique, le pentagolloylylucose (Abdelwahed et al., 2006), et l'acide
digallique (Behouri et al., 2011) ont été isolés de I'extrait d’acétate d’éthyle des fruits
de Pistacia lentiscus. Les travaux réalisés par Hamad et al. (2011) ont montré aussi que
les protéines représentent 5% du poids des fruits de Pistacia lentiscus. La composition
minérale de ces fruits montre que la teneur en potassium est la plus élevée (2,67%),
alors que celles du sodium, calcium et phosphore sont de : 0,46, 0,37 et 0,004 %

respectivement.

Mastic

Mastic d’odeur forte, en forme jaune qui est obtenue par incision du tronc est
formée de 80 a 90% d’acide masticique et de 10 a 20% de masticine (Garnier et al.,
1961 ; Bayer al., 1987 ; Castola et al., 2000 ; Kordali et al., 2003). L'huile essentielle de

mastic est un liquide incolore, d’odeur balsamique trés prononcée, cette essence est
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formée principalement de a-pinéne, B-cyméne (Castola et al ., 2000; Dafrera et al.,

2002) et triterpenoides (Assimopoulou et al., 2005).

II1.5. L’huile essentielle

L’huile essentielle représente 0,14- 0,17% du poids des feuilles de Pistacia
lentiscus. Les études phytochimiques effectuées sur les huiles essentielles obtenues a
partir des feuilles de lentisque des régions d’Alger, de Tizi-Ouzou et d’Oran ont
montré la présence de longifolene, a-pinene, B-pinene, y-cadinene, trans-{3-terpinéol,

a-acomeol, y-muurolene, Sabinene et terpinén-4-ol.

L’huile essentielle représente 0,2% du poids des fruits, les monoterpenes a
savoir, a-pinene, [(-pinene, P-myrcene, limonene, et a-phellandréne sont les
composés caractéristiques de cette huile. Quelques sesquiterpenes, esters aliphatique,
kétones, et des composés phénoliques (thymol et carvacrol ont été aussi identifiés

(Grant et al., 1990 ; Congiu et al., 2002).

II1.6. L’huile fixe

L’huile de lentisque (dont les baies peuvent fournir 38,8 % du poids des fruits,
elle contient 53% d’acide gras monoinsaturé) est de couleur vert foncé ; elle n’est
entierement liquide qu’a la température de 32 et 34 C° ; au-dessous elle laisse
déposer
une matiere blanche, susceptible de cristallisation, qui bientdt envahit la totalité de

I'huile et la solidifie complétement (Leprieur, 1860).

Le principal acide gras est l'acide oléique (50-72%), suivie de l'acide
palmitique (23,2%) et I'acide linoléique (21,7%), les autres acides gras sont retrouvés
en faible quantités ; acide palmitoléique (1.3%), stéarique (1.1%), linolénique (0.8%),

gadoléique (0.2%) et arachidique (trace) ;

Quatre stérols ont été trouvés dans l'huile fixe, le P- sitostérol (90%), le

camestérol, les stérols et le stigmastérol (Trabelsi et al., 2011).

L’effet préventif de I’huile de Pistacia lentiscus sur I'inflammation induite par I'acide acétique 31
chez les rats de la souche Wistar.



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUF PISTACIA LENTISCUS

IIL.7. Les effets biologiques et thérapeutiques de Pistacia lentiscus

Pistacia lentiscus est connue pour ses propriétés médicinales depuis l'antiquité
(Palevitch et Yaniv, 2000). La décoction des racines séchées est efficace contre
I'inflammation intestinale et d’estomac ainsi que dans le traitement de l'ulcere
(Ouelmouhoub, 2005). La partie aérienne de Pistacia lentiscus. Est largement utilisée
en médecine traditionnelle dans le traitement de I'hypertension artérielle grace a ses

propriétés diurétiques (Scherrer et al ., 2005).

Les feuilles sont pourvues d'action anti-inflammatoire, antibactérienne,
antifongique, antipyrétique, astringente, hépato-protective, expectorante et
stimulante (Kordali et al ., 2003). Elles sont également utilisées dans le traitement
d’autres maladies telles que 1'eczéma, infections buccales, diarrhées, lithiases rénales,

jaunisse, maux de téte, ulceres, maux d'estomac, asthme et problemes respiratoires

(Said et al ., 2002).

La résine de Pistacia lentiscus a été traditionnellement considérée comme un
agent anticancéreux, en particulier contre les tumeurs du sein, du foie, de I'estomac,
de la rate, et de l'utérus (Assimopoulou et Papageorgiou, 2005). Ces croyances
traditionnelles sont en accord avec de récentes études montrant que mastic de Chios

induit I'apoptose et dispose d'action anti-proliférateur contre les cellules cancéreuses

du colon (Balan et al., 2007).
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I. Matériel et Méthodes
I.1. Matériel végétal

Les baies mures de P. lentiscus ont été récoltées pendant le mois de
novembre 2015 dans la région de Chétaibi (wilaya d’Annaba). Ces baies sont
servies a l'extraction d’huile de lentisque. Celleci a été réalisée par une

méthode traditionnelle par un artisan au niveau du village de Chétaibi.

I.2. Mode d’obtention de 'huile

L’huile de lentisque est extraite de fruits du Pistacia lentiscus selon une

méthode traditionnelle :

v" Récolte des baies de lentisque : Le choix des fruits a été porté sur des
arbustes dont le stade de pigmentation des baies était semi-noir ou noir
en évitant le stade vert ou rouge. Ce dernier stade de maturité dite
précoce pourrait influer le rendement de production de I'huile ainsi
que sa conservation ;

v' Effeuillage : Cette opération a été effectuée manuellement dans le but
de se débarrasser des rameaux et des feuilles récoltés avec les fruits ;

v' Lavage : les baies ont été lavées avec de 1'eau courante pour éviter
d’éventuelles contamination et en éliminant les baies moisies qui
flottent sur l'eau ;

v' Séchage : les baies lavées ont été égouttées et en suite séchées dans un
endroit aéré a 1’abri de la lumiére ;

v' Broyage et malaxage : les baies de lentisque ont été ensuite écrasées, y
comprises les enveloppes et les graines, et malaxées pour les
transformer en une pate. Un peu d’eau froide a été ajoutée en triturant
soigneusement le mélange ;

v Décantation : le mélange obtenu a été versé dans une jarre contenant
de l'eau froide. Dans cette étape 1'huile a été séparée de l'eau et des

déchets par décantation naturelle .L"huile remonte naturellement a la
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surface puisque sa densité est inférieure a celle de I’eau. Généralement
,30 a 36 heures sont nécessaires pour cette opération ;

v' Stockage : I'huile obtenu a été stockée dans des bouteilles en verre bien
remplies (95% de leur capacité), hermétiquement fermées et gardaient

au frais a I'abri de la lumiere jusqu'a 'utilisation.

I.3. Matériel biologique et conditions d’élevage

Pour cette étude nous avons utilisé 20 rats femelles de la souche Wistar
revenant de 'animalerie de 1'Université des fréres Mentouri Constantine-1,
d’un poids vif moyen de 140 g. Ces rattes ont été soumis a une période
d’adaptation d’'un mois environ, aux conditions de l’animalerie ; a une

température de 20 °C et une photopériode naturelle.

Les rattes sont placées dans des cages en polyéthylene ou elles ont
acces libre a I'eau et alimentation concentré énergétiquement équilibré (voir
tableau 5). Les cages ont été nettoyées et la litiere changée tous les jours

jusqu’a la fin de I'expérimentation.

Tableau 5. Composition de I’alimentation pour 1 kilogramme d’aliment (ONAB).

Matiere alimentaire Quantité en g/kg d'aliment | Pourcentage (%)

Mais 620 62

Soja 260 26
Phosphate 16 1.6
Calcaire 9 0.9
Cellulose 10 1.0
Minéraux 10 1.0
Vitamines 10 1.0
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I.4. Traitement des rats
Le traitement des rattes a été réalisé en deux étapes :
v' La 1% étape

Les rattes ont été divisés premierement en deux groupes de 10 rattes

chacun, ot ;

e Groupe 1: rattes recoivent un régime standard
e Groupe 2 : rattes recoivent chaque jour par gavage 2 ml/Kg de poids

corporel (PC) d’huile de lentisque.
Ce traitement a été poursuivi selon les lots pendant 7 jours.
v La 2éme étape

Apres 7 jours de prétraitement, chacun des groupes 1 et 2 a été séparé en deux

sous-groupes de 5 rats chacun, il s’agit de :

+ Groupel
» Groupe T : rattes témoins, recoivent toujours un régime
standard.
> Groupe AA : rattes traitées par 2ml/kg PC d’acide acétique (8%)

administré aux rattes par voie rectale (voir figure 11).

+ Groupe 2
» Groupe PL : rattes recoivent toujours par gavage 2 ml/Kg PC
d’huile de lentisque.
> Groupe PL+AA : rattes recoivent par gavage 2 ml/Kg PC
d’huile de lentisque, et aprées 1 heur de temps les rattes recoivent

2 ml d’acide acétique par voie rectale.

Ce traitement a été poursuivi pendant 3 jours.
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La Figure 12 schématise les différentes étapes des protocoles réalisés dans

notre I'expérimentation.
I.5. Sacrifices et prélévements des organes
I.5.1. Prélevement sanguin

A la fin de période de traitement (10 jours) les rattes de chaque groupe
sont sacrifiées, le sang est immédiatement recueilli dans des tubes
polyéthylenes étiquetés, contient 1’anticoagulant EDTA, pour déterminer la

formule de numération sanguine (FNS) et la vitesse de sédimentation (VS).

1.5.2 Prélévement des organes

Certains organes ; les intestins, foie, reins, estomac, coeur et les poumons,
ont été prélevé et pesés pour déterminer le poids relatif puis stockés au
congélateur, concernant l'intestins une partie de cet organe a été fixé dans

formole afin de réaliser des coupes histologiques.

Le pH d’estomac a été déterminé a I'aide des bandelettes de pH.

I.6. Etude histologique

Les coupes histologiques ont été réalisées a laboratoire d’anatomie et de
cytologie pathologique d’Annaba par DR N. BEHAR-BENOSMANE. La
technique utilisée est celle décrite par (Houlod, 1984) qui comporte les étapes

suivantes :
> Fixation

La fixation des échantillons a été faite dans formol Les prélevements
réalisés sont alors mis dans des cassettes spéciales a parois tournées afin de

permettre le passage des liquides.
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» Déshydratation des échantillons

Au début, il faut déshydrater les échantillons a l'aide d'un appareil
automatique qui permet le passage automatiques et progressif des

échantillons dans des bains d’éthanol de concentration croissante (70, 95 et

100%).

» L’inclusion et réalisation des blocs

Les piéces sont alors plongées dans des bains de paraffine liquide. Les
tissus étant maintenu et imbibés de paraffine, viennent alors l'étape de
I'enrobage qui consiste a inclure le tissu imprégné dans un bloc de paraffine
qui, en se solidifiant, va permettre sa coupe. Cette opération fait appel a des
appareils « dits a inclusion » refermant un réservoir de paraffine maintenue a
'état liquide par un systeme de chauffage, un petit robinet et une plaque
métallique réfrigérée pour obtenir la solidification rapide du bloc de paraffine
contenant le tissu. La réalisation des coupes minces de quelques microns (5
pm en moyenne) est possible grace a des appareils spéciaux appelés «
Microtomes ». Ces coupes sont étalées sur des lames porte-objet, déplissées et

fixés sur la lame par I'utilisation d’une eau gélatineuse chauffée.

> La coloration

Pour la coloration, on a utilisé la technique a I'Hématoxyline-Eosine ou
(Hématéine-Eosine) ; qui nécessite la présence de l'alcool acide (100 ml
d’alcool éthylique a 70% + 50 ml d’acide HCl), eau ammoniacale (100 ml d’eau
distillée + 2 ml Ammoniaque) et solution d’Eosine (100 ml Eosine solution
aqueuse a 3%, 125 ml alcool éthylique a 95%, 375 ml d’eau distillée et 2

gouttes d’acide acétique). La coloration suive les étapes suivantes :

v' Déparaffiner et hydrater les lames a I'eau du robinet puis rincer a 'eau

distillée.
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v' Immerger dans un bain d'Hématoxyline de Harris (15 minutes) qui
colore en bleu violacée les structures basophiles (noyaux).

v' Différencier les coupes dans l'alcool acide (1 a 2 plongées) ; déposer
ensuite les lames dans un bain d’eau du robinet et vérifier la
différenciation au microscope.

v" Bleuir dans un bain d’eau ammoniacale.

v Immerger dans un bain d"Eosine (15 secondes a 2 minutes) qui colore en
rose les structures acidophiles (cytoplasme). Tous ces bains sont séparés

par des lavages a I’eau du robinet.

Les préparations ensuite ont été séchées puis observées au microscope

optique et photographiées a I'aide d"un appareil photo.

I.7. Traitement statistique des résultats

Les résultats ont été représentés sous forme de moyenne plus ou moins
I’écart type moyen (Moy [J SEM), la comparaison entre les différents groupes
est effectuée apres une analyse de la variance (ANOVA), les moyennes sont

comparées deux a deux par un test de Student.

L’analyse statistique des données a été réalisée grace au logiciel MINITAB

(Version 13.31).
Les différences sont considérées comme :

> Significatives lorsque (P < 0,05).
» Hautement significative comparant au témoin (P < 0,01).

> Tres hautement significative comparant au témoin (P < 0,001).
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II. Résultats d’expérimentation
II.1. Etude pondérale
I1.1.1. Action sur la croissance corporelle

Nos résultats montrent une légere baisse du gain de poids corporel chez le lot
traité par acide acétique par rapport au groupe témoin, tandis que, on n’enregistre
aucune différence significative du poids corporel chez les lots traités par 'huile de
lentisque et par la combinaison (PL/AA) comparant aux rats témoins (voir tab.6,

tig13)

II.1.2. Action sur le poids relatif de certains organes

Nous avons suivi la variation des poids absolu (PA) et relatif (PR) des organes
suivants ; le foie, les reins, le coeur, poumon, estomac et intestin chez les rattes
témoins et traité par acide acétique, I'huile de lentisque et combinaison (PL /AA).

Les résultats obtenus montrent qu'il y a une augmentation hautement
significative (P < 0,01) de poids relatif de foie chez le groupe traité par l'acide
acétique comparativement au groupe témoin. Par ailleurs, on note une diminution
significative (P < 0,05) chez le groupe traité par combinaison (PL/AA) par rapport au

groupe traité par I'acide acétique.

Concernant le poids relatif des intestins il y a une augmentation significative (P <
0,05) chez le groupe traité par 1'acide acétique comparativement au groupe témoin.
Par contre, la comparaison entre le groupe traité par la combinaison (PL/AA) et

traité par AA seul a révélé une diminution hautement significative (P < 0,01).

Par ailleurs, aucune variation significative des poids relatif des organes (cceurs,
reins, poumons et estomac) chez tous les groupes traités, que ce soit par rapport au
groupe témoin, ou bien par rapport au groupe traité par l'acide acétique.(Voir tab. 6,

et fig. 14).
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Tableau 6. Variation de poids corporel PC (g) et de poids relatif PR (g/100 g de

poids corporel) des organes (Foie, reins, coeur, poumons, et intestin) chez les rattes

témoins et traités par 'huile de lentisque et la combinaison (PL /AA).

Parametres Lots expérimentaux

T AA PL PL/AA
Poids initiales (g) 159,6+22,96 142,2+41,69 142,8+ 35,96 140,4+35,80
Poids finales (g) 168,4+15,27 147,4+39,67 157,6+33,82 158,6+26,10
Gain de poids (g) +8,8 +5,2 +14,8 +18,2
PR du foie 3,82+0,31 4,46+0,31 ** 3,50£0,30 4,04+0,27 #
PR des riens 0,716+0,11 0,728+0,10 0,708+0,11 0,75+0,11
PR d’estomac 0,76+0,14 0,878+0,15 0,704+0,15 0,68+0,15
PR du coeur 0, 392+0,06 0,368+0,06 0,378+0,04 0,35+0,07
PR de poumons 1,074+0,16 1,186+0,19 1,322+0,21 1,34+0,19
PR intestins 8,426+0,43 9,298+0,70 * 7,468+1,00 7,63£0,91 ##

Différence significative comparant au groupe témoin : *P <0,05 ; ** P <0,01 ; *** P < 0,001.

Différence significative comparant au groupe traité par 'acide acétique : #P < 0,05 ; ##P < 0,01 ; ### P

<0,001.

I1.1.3. Action sur le pH d’estomac et longueur d’intestin

Le traitement statistique des résultats a montré une diminution significative (P <

0,05) de pH d’estomac chez les rattes traité par 'acide acétique et aucune différence

significative chez les rattes traitées uniquement par huile de lentisque et par la

combinaison (PL /AA) comparativement au groupe témoin.

Cependant, la comparaison entre le groupe traité par la combinaison (PL/AA) et

traité par AA seul a révélé une augmentation significative (P < 0,05) chez les rattes

traitées par (PL/AA).

Concernant la longueur de l'intestin il y a une diminution significative (P < 0,05)

chez le groupe traité par 'acide acétique comparant au groupe témoin. Par ailleurs,
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le prétraitement par I'huile de lentisque a augmenté significativement (P < 0,05) la

longueur des intestins comparativement aux rattes traitées par 1'acide acétique seul

(voir tab 7 et fig 15).

Tableau 7. Variation de pH d’estomac, longueur d’intestin chez les rattes témoins

et traités par 1'huile de lentisque et la combinaison (PL /AA).

Parametres Lots expérimentaux

T AA PL PL/AA
Longueur des intestins | 109,6+5,68 101+5,74 * 113,6+5,59 108,8+5,44 #
pH estomac 6,4+0,54 5,6+0,54 * 6,2+0,27 6,4+0,54 #

Différence significative comparant au groupe témoin : *P <0,05 ; ** P <0,01 ; *** P < 0,001.

Différence significative comparant au groupe traité par 'acide acétique : #P < 0,05 ; ##P < 0,01 ; ### P
<0,001.

I1.2. Etude de quelques parameétres hématologiques
I1.2.1. Globules blancs, lymphocytes, MID et neutrophiles

Le traitement statistique de nos résultats révele une augmentation hautement
significative (p < 0.01) des globules blancs, des lymphocytes, tres hautement
significative (p<0.001) de MID et significative (p<0.05) des neutrophiles chez les rats

traités par l'acide acétique comparativement au groupe témoin.

En revanche, aucune différence significative de globules blancs, des lymphocytes,
des MID et des neutrophiles chez les rats traités uniquement par huile de lentisque et

par combinaison (PL/AA) en comparant au lot témoin.

Par contre, I'huile de lentisque administrée avant et pendant le traitement par
I'acide acétique a significativement amélioré certains parametres hématologiques
(Globules blancs, lymphocytes, MID et neutrophiles) qui ont été perturbés en
présence de 1'acide acétique en comparant le groupe traité par (PL/AA) et traité par

'acide acétique seul (voir tab8, et figl6).

L’effet préventif de I’huile de Pistacia lentiscus sur I'inflammation induite par I'acide acétique 41
chez les rats de la souche Wistar.




PARTIE PRATIQUF RESULTATS

I1.2.2. Globules rouges, hématocrite, HGB et plaquettes

Nos résultats révelent que le traitement par l'acide acétique provoque; une
augmentation tres hautement significative (p<0.001) d’hématocrite, HGB et
hautement significative (p<0.01) des globules rouges et une diminution significative
(p=0.05) des plaquettes comparativement au groupe témoin, et on a noté aussi une
augmentation significative (p<0.05) des globules rouges, d’hématocrite, HGB chez les

rattes traitées par la combinaison (PL/AA) comparativement au groupe témoin.

Par ailleurs, Concernant la comparaison entre le groupe traité par la combinaison
(PL/AA) et traité par AA seul a révélé une diminution significative (p<0.05) des
globules rouges, d’hématocrite, HGB et augmentation significative (p<0.05) des

plaquettes (voir tab 8 et fig 16).
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Tableau 8. Variation de quelques parametres hématologiques chez les rattes témoins

et les traités ; par l'huile de lentisque, 1'acide acétique et a la combinaison (PL/ AA)

apres 10 jours de traitement.

RESULTATS

Parametres Les lots expérimentaux
T AA PL PL+AA
Globules blanc | 14.03+4.04 23.16+4.01 ** 14.92+5.35 13.82+2.28 ###
Lymphocytes 8.06+1.67 13.2+2.01 ** 9.24+0.76 8.32+2.06 ##
MID 1.30+0.32 2.53+0.41 *** 1.25+0.20 1.06+0.18 ###
Neutrophiles 4.6611.56 7.55+1.62 * 4.05+£2.21 4.02+1.18 ###
Plaquettes 516+8.63 501.33+7.82 * 518.65+9.21 513.6+8.5 #
Globules rouge 5.57+1.02 7.55+0.58 ** 6.68+0.27 6.91+0.19 *#
Hématocrite 38.63+1.93 | 51.86+3.84 *** 46.82+1.98 47.30+0.56 *,*
HGB 11.43+0.89 16.5+1.92 *** 14.47+0.38 14.45+0.53% %
VGM 68.6+2.80 68.76+1.32 68.76+2.27 68.60+2.75

Différence significative comparant au groupe témoin : *P 0,05 ; ** P <0,01 ; *** P <0,001.

Différence significative comparant au groupe traité par 'acide acétique : #P < 0,05 ; ##P < 0,01 ; ### P

<0,001.
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I1.3. Etude de La vitesse de sédimentation

Le traitement statistique des résultats de la premiere heure a montré une
augmentation significative (P < 0,05) chez les rattes traitées par 1'acide acétique et par

la combinaison (PL /AA) comparativement au groupe témoin.

Concernant la deuxiéme heure nos résultats révelent une augmentation
hautement significative (p < 0.01) chez les rattes traitées par l'acide acétique
comparativement au groupe témoin. Par contre, il y a une diminution significative (P
< 0,05) chez les rattes traitées par (PL/AA) comparativement aux rattes traitées par
'acide acétique seul (Voir tab 9., et fig 17).

Tableau9. Variation de la vitesse de sédimentation chez les rattes témoins et les

traitées ; par 1'huile de lentisque, I'acide acétique et a la combinaison (PL/ AA) apres
10 jours de traitement.

VS Les lots expérimentaux
T AA PL PL+AA
lereheure 1,5+0,14 52,5+0,22* 2 1,580,28 2,42+0.24*
2eme heure 1,5+0,42 51,5£0,56**2 1,580,70 1,5+0,42#

Différence significative comparant au groupe témoin : *P <0,05 ; ** P <0,01 ; *** P < 0,001.

Différence significative comparant au groupe traité par l'acide acétique : #P < 0,05 ; ##P < 0,01 ; ### P
<0,001.

IT .4.L’étude histologique

L’observation microscopique des intestins (colon) des rattes traitées par 'acide
acétique a montré de profonds changement histo-pathologique ; une rupture de
I'épithélium intestinal avec ablation des cryptes, la présence d’ulcération, et une
infiltration de cellules inflammatoires dans la muqueuse (voir figure 18.C).

Par ailleurs, ces altérations histologiques ont été visiblement réduites par le
prétraitement par huile de lentisque avant et pendant I’administration de 1’acide

acétique (voir Figure 18.D).
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Figure 18. Coupes histologiques des intestins (colon) colorées a Hématéine-Eosine : (A) rat
témoin, (B) traité par I'huile de Pistacia lentiscus, (C) traité par l'acide acétique (D) traité par la
combinaison PL/AA (H & E 10 X).

) (e rupture de I'épithélium intestinal avec ablation des cryptes, X 1
présence d’ulcération,) une infiltration de cellules inflammatoires dans la

muqueuse
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Discussion

Notre étude est réalisée avec une dose de 2ml/Kg de l'huile de Pistacia
lentiscus et de dose de 2ml/ kg d’acide acétique en se référant respectivement aux
travaux effectués par (Djerrou, 2014 ; Klibet et al., 2015 ; Maameri et al., 2015) et
(Kolgazi et al., 2013).

Un des modeéles généralement utilisés pour étudier l'inflammation colique
estla colite d'acide acétique chez le rat (MacPherson et Pfeiffer, 1976 ;1978).
Cette colite expérimentale est semblable a celle induite chez I'étre
humain dans certains aspects (par  exemple inflammation aigué avec infiltration de
neutrophile) (Krawisz et al.,, 1984 ; Pfeiffer, 1985). En plus, la grande formation de

métabolites d'acide arachidonique (Sharon et Stenson, 1985).

Dans un premier temps, d’apres les résultats obtenus dans notre
expérimentation, I’administration de 2 ml/kg d’acide acétique par voie rectale chez

les rattes de la souche Wistar a provoquée ;

> Une diminution de la croissance corporelle par rapport a celle des
témoins. Le changement du poids corporel est utilisé comme un indicateur des
effets indésirables des composés chimiques (Hilaly et al., 2004). La perte du poids
est corrélée a I'état physiologique de I'animal. Cette réduction du poids peut étre
expliquée aussi par une réduction de la consommation des aliments, et les
possibilités d’interactions dose/absorption et par la diminution de la quantité de
nourriture absorbée.

> Augmentation du poids relatif des organes (foie, intestin). En effet, cette
augmentation du poids relatif de foie peut étre liée a une congestion par
réservation du sang dans le foie (Rasekh et al., 2008). La perméabilité vasculaire
induite par l'acide acétique induit une augmentation en contenu péritonéal de
prostaglandine (PGE2a et PGF2a), sérotonine et histamine (Chen-Xiao et al.,
2011). Ceci conduit a une dilatation des artérioles et des veinules et une
augmentation de la perméabilité vasculaire (Vogel et Vogel, 1997), une

contraction et une séparation des cellules endothéliales en exposant la membrane
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basale, et par conséquent, l'extravasation des protéines plasmatiques vers la

cavité péritonéale (Choi et al., 2006 ; Okoli et al., 2007).

> L’inflammation colique se caractérise par une rétraction du colon (jurjus
et al., 2004 ; solomon et al., 2010). Dans notre expérimentation on a observé cette
réduction de la longueur des intestins au cours du traitement par 1'acide acétique
pendant 3 jours a 8%, ce qui confirme les données bibliographiques

précédemment publiées

L’analyse de nos résultats a montré aussi que le traitement des rattes par
I'acide acétique a provoqué une augmentation importante des GB, Lym, MID, Neut,

GR, HCT et HGB et une diminution significative des PLT par rapport aux témoins.

L'augmentation des érythrocytes et des leucocytes chez les rattes traitées par
'acide acétique on peut la corréler a la surproduction des éléments de régulation de
I'hématopoiese tels que ; les Colonystimulating factor (CSF), I'Erythropoietin (EPO),
la Thrombopoietin (TPO) par les macrophages et les cellules stromales de la moelle
osseuse et fournissant ainsi un environnement local favorable pour 1'hématopoiese
(Chang-Gue et al., 2003 ; Udut et al., 2005). Cette augmentation est associée a une
élévation du taux d'hémoglobine et d’hématocrite chez les rattes, indiquant ainsi une
hyperchromie (I'augmentation de la concentration d'hémoglobine dans les globules

rouges) (Bain, 2006).

En ce qui concerne, la diminution du taux des plaquettes chez les rattes
traitées par 'acide acétique indique que ce dernier a un effet sur la production des
plaquettes, ou il a induit la thrombopénie (réduction du nombre de plaquettes dans
le sang). En outre, avec cette thrombopénie, il y a un risque accru de saignements
(Slichter, 2004 ; James et al., 2010). Cet effet est parmi les preuves d'effets toxiques sur

I'hématopoiese.
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L’augmentation de la VS traduit habituellement la présence d"un état inflammatoire
ou Infectieux (Weill et al., 2003). Ce qui explique d’ailleurs I'augmentation de la VS

dans notre expérimentation apres I’administration de ’acide acétique chez les rattes.

L’observation microscopique des intestins (colon) des rattes traitées par 'acide
acétique a montré de profonds changement histo-pathologique; une rupture de
I'épithélium intestinal avec ablation des cryptes, la présence d’ulcération, et une
infiltration de cellules inflammatoires dans la muqueuse, ce qui concorde les travaux
réalisés par (Simkin et al., 2000 ; Kolgazi et al., 2013 ; Ashry et al., 2016). Par ailleurs,
ces altérations histologiques ont été visiblement réduites par le prétraitement par
huile Pistacia lentiscus avant 1'acide acétique, et il a assuré une muqueuse presque

totalement saine (voir Figure 18).

Dans un second temps, d’apres les résultats obtenus dans notre
expérimentation, on peut dire aussi que le prétraitement par 1"huile Pistacia lentiscus
avant l'exposition a l'acide acétique a fourni une protection significative aux
parametres étudies (poids corporel, les poids relatifs de certains organes cibles, VS,
quelques parametres hématologiques et méme au niveau des coupes histologiques)
qui ont été altérés en présence d’acide acétique seul.

L'effet protecteur de 1'huile de Pistacia lentiscus est probablement d@ a sa
richesse en composés bénéfiques qui ont un pouvoir antioxydant puissant, ces
composés jouent certainement un role important in vivo, en particulier ; les acides
gras saturés et mono-insaturés (Djerrou, 2014), les polyphénols compris les
flavonoides, anthocyanines, et les tanins (Bhouri et al., 2010), a-tocoperol (Kivcak et

Akay, 2005 ; Dhifi et al., 2013), les stérols et les terpenes (Gardeli et al., 2008).

La présence de tanins, anthocyanines, et flavonoides dans les fruits de Pistacia
lentiscus participe a cet effet anti-inflammatoire, ces composés ont le pouvoir
d’inhiber la production de médiateurs pro-inflammatoires tel que les leucotrienes, et

les prostaglandines (PGI2, PGD2 et PGE2). Les tanins contribuent probablement a cet
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effet en inhibant la voie MAPK, ainsi que 'expression et la fixation du NF-«xB, d’ou
I'inhibition de I'expression des genes pro-inflammatoires et la production des 50
médiateurs inflammatoires comme le NO (Glaser et al., 1995 ; Chandra et al., 2007 ;
da Silva et al, 2008). La présence des anthocyanidines permet d’expliquer la
diminution de la perméabilité vasculaire, en effet, les anthocyanines réduisent la
fragilité et perméabilité capillaire deux fois plus que la rutine, dans l'intensité et la
durée. Aussi, les anthocyanines empéchent la libération et la synthese de composés
pro-inflammatoires tels que; histamines, sérines, protéases, prostaglandines, et

leucotriénes.

Wang et ses collaborateurs. (1999) ont montré que la cyanine inhibe les deux
isoformes COX-1 et COX-2. Ces travaux ne montrent pas seulement un effet anti-
inflammatoire excellent comparé au AINS (supérieur a l'aspirine), mais une
meilleure inhibition de la COX-2. Finalement, plusieurs acides gras tel que 1'acide
linoléique, acide myristique, acide palmitique, et acide steatique, tous présents dans
les fruits de Pistacia lentiscus, sont capables d’inhiber 'activité de la COX-1 et COX-2
(Calixto et al., 2003).

En plus de leurs inhibitions de la production des médiateurs pro-
inflammatoire, les métabolites secondaires des fruits de Pistacia lentiscus inhibent le
recrutement des neutrophiles vers la cavité pleurale par I'inhibition de 1'expression
des molécules d’adhésions sur la paroi des cellules endothéliales des veines (Anné et
al., 1994). Les flavonoides inhibent la migration des leucocytes en bloquant leur
adhésion a la paroi vasculaire (Manthey, 2000 ; Middleton et al., 2000). Cet effet serait
da a l'inhibition de la synthese de I'IL-1 et le TNF-a, principaux inducteurs de
’expression des molécules adhésives sur la paroi vasculaire (Cho et al., 2000). Il a été
rapporté en effet, que la quercétine bloque l'adhésion des leucocytes a la paroi
endothéliale des veines ombilicale par I'inhibition de I'expression des ICAM-1 (Anné

etal., 1994).

Les fruits de Pistacia lentiscus se caractérisent par la présence d’acide gallique

et l'acide digalliques (Bhouri et al., 2010). L’acide gallique a son tour inhibe la
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migration des leucocytes en inhibant les molécules d’adhésion VCAM-1, ICAM-1, et

E-selectin dans les cellules endothéliales vasculaires, cette inhibition est da a

I'inhibition I'IL-1, TNFa et le NF-xB (Takatoshi et al., 1999).

Prenant ces données ensemble, 1'huile de Pistacia lentiscus exerceraient leur

effet anti-inflammatoire par :

v" La réduction de la production des médiateurs inflammatoires impliqués dans le
déroulement des étapes de la réaction inflammatoire aigué.
v La diminution de la perméabilité vasculaire.

v L’augmentation de la capacité antioxydante des cellules.
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En conclusion, nos résultats montrent dans un premier temps que

I"administration de I’acide acétique a 2 ml/kg de poids corporel par voie rectale chez
les rattes pendant 3 jours, a provoqué des perturbations dans la plupart des parametres
étudiés.

v Une diminution du poids corporel durant la période de traitement ;

v Une augmentation de poids relatif des organes étudiés (Foie, intestin) ;

v" Diminution de pH d’estomac et la langueur d’intestin ;

v Une augmentation de vitesse de la sédimentation.

A propos de I'étude des parameétres hématologiques, I'administration de 'acide

acétique, a provoqué :

v Une augmentation du nombre de Globules blancs, lymphocytes, MID
et neutrophiles ;

v" Une augmentation Globules rouges, hématocrite, HGB et plaquettes.

L’étude histologique des intestins, montre que les effets néfastes de l'acide
acétique s’est manifeste par des atteintes tissulaires. En effet, les observations
microscopiques illustrent I’apparition d’une rupture de 1'épithélium intestinal et une

infiltration de cellules inflammatoires dans la muqueuse.

Par ailleurs, Le prétraitement des rattes par 2 ml/kg de poids corporel d’huile
Pistacia lentiscus avant et pendant I’administration de 1'acide acétique a améliorée la
plupart des parametres étudiés et a atténué I'inflammation colique. Cette amélioration
est due aux propriétés thérapeutiques de 1'huile Pistacia lentiscus qui contienne
plusieurs composés bénéfiques et qui ont un pouvoir antioxydant et anti-
inflammatoire puissant, ce qui supporte son usage traditionnel pour le soulagement
de diverse affections inflammatoires. Ces composés agissent par différents

mécanismes :
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v' La réduction de la production des médiateurs inflammatoires impliqués dans le
déroulement des étapes de la réaction inflammatoire aigué :
v La diminution de la perméabilité vasculaire ;

v L’augmentation de la capacité anti-oxydante des cellules.

Les résultats de notre travail ouvrent d’autres nouvelles voies de recherche
notamment, le dosage de certains parametres du stress oxydatif (GSH, GPx, SOD...)
et del’ inflammatoire (CRP). Parallelement il pourrait étre aussi intéressant d’extraire
et de déterminer toutes les molécules bioactives de 1'huile Pistacia lentiscus pour mieux

caractériser ces effets protectrices.
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Figure 1. La réaction inflammatoire (Prin et al., 2009).
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Figure 2. Etape de I'inflammation (Gérard abadjin, 2012).



Figure 3. Structure en trois dimensions du pentamere de la CRP (Baudy

Charlotte., 2008).
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Figure 6. Cibles biologiques et endommagement oxydatifs induits par les ROS

( Kohen et Nyska, 2002).



Fruits

Fleurs (A : fleurs males ; B: fleurs femelles)

Figure 7. Description botanique de Pistacia lentiscus (Ferradji ,2011., Dahmani, 2015).
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Figure 8. Aire de répartition du Pistacia lentiscus dans le bassin méditerranéenne

(Alyafi, 1979).
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Figure 9. Aire de répartition du Pistacia lentiscus en Algérie (Quezel et Santa., 1963).
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Figure 10. Composition en métabolite secondaire de différentes parties de
Pistacia lentiscus (Belfadel, 2009).




Figure 11. Administration de I’acide acétique par voie rectale (originale).
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Figure.12 Schéma récapitulatif de notre expérimentation.
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Figure 13. Variation de poids corporel en (g) des rattes témoins et les traitées ; par
I'acide acétique, 'huile de lentisque et la combinaison (AA/PL) apres 10 jours de
traitement.
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Figure 14. Variation du poids relatif de certains organes (estomac, Foie, poumon, reins,
cceur et intestin) en g/100 g Pc chez les rattes témoins et les traitées ; par 1'acide
acétique, I'huile de lentisque et la combinaison (AA/PL) apres 10 jours de traitement.
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Figure 15. Variation du pH estomac et la longueur intestin chez les rattes témoins et
les traitées ; par 'acide acétique, 'huile de lentisque et la combinaison (AA/PL) apres
10 jours de traitement.
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Figure 16. Variation des globules rouges (x10°/pl), Taux d’hémoglobine (g/dl), Taux
d’hématocrite (%), VGM (f 1), des globules blancs (x103/pl), neutrophiles (x103/ul), lymphocytes
(x103/ul), MID (%), Les plaquettes (x103/ul) chez les rattes témoins et les traitées; par 1'acide acétique,
I'huile de lentisque et la combinaison (AA/PL) apres 10 jours de traitement.
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Figure 17. Variation de la vitesse de sédimentation (mm) de la premiere heure et la
deuxieme heure chez les rattes témoins et les traitées ; par 'acide acétique, I'huile de
lentisque et la combinaison (PL/AA) apres 10 jours de traitement.



ABSTRACT

ABSTRACT

This work consists in studying the preventive effect, and the anti-
inflammatory drug activity of Pistacia lentiscus on the ignition colic induced
by the acetic acid in the rat.

Our results showed that the treatment of the fingerling potatoes by 2
ml/kg PC of acetic acid with 8% per rectal way during 3 days is the origin of
several disturbances which result in; an increase in relative weight of certain
bodies (liver and intestine) and sedimentation test, a reduction length of
intestine and pH of stomach and an almost total deterioration of the
hematologic function (increase in the white globule, neutrophil, red
globule...). It even induced serious changes histopathology’s on the level of
the colonist.

However, the preventive consumption of 2 ml/kg PC of oil Pistacia
lentiscus before and during the treatment of the fingerling potatoes by the
acetic acid improved certain blood parameters and decreased the effects
inflammatory, oxidizing acetic acid. This clearly highlights the preventive role
of this oil with respect to the ignition and oxidative stress generated during
the treatment by the acetic acid.

The whole of these results shows well that the disturbances recorded
with the acetic acid are attenuated in the presence of oil Pistacia lentiscus, this
is due to the wealth of this oil in tannins, flavonoids, phytostéroles and
anthocyanins having a whole an anti-inflammatory activity and antioxidant
considerable.

Keywords: Acetic acid; Antioxidant; Anti- inflammatory; Preventive
effect; Oil of Pistacia lentiscus; The ignition; Rats.

L’effet préventif de I’huile de Pistacia lentiscus sur I'inflammation induite par I'acide
acétique chez les rats de la souche Wistar.



RESUME

Résumé

Le présent travail consiste a étudier l'effet préventif, et l'activité anti-
inflammatoire de 1'huile de Pistacia lentiscus sur I'inflammation colique induite par

'acide acétique chez le rat.

Nos résultats ont montré que le traitement des rattes par 2 ml/kg PC d’acide
acétique a 8% par voie rectale pendant 3 jours est 1'origine de plusieurs perturbations
qui se traduisent par ; une augmentation de poids relatif de certains organes (foie et
intestin) et la vitesse de sédimentation, une diminution de la longueur d’intestin et
pH d’estomac et une altération presque totale de la fonction hématologique
(I'augmentation du globule blanc, neutrophile, globule rouge ...). Il a méme induit

des changements histopathologies graves au niveau du colon.

Cependant, la consommation préventive de 2 ml/kg PC d'huile Pistacia
lentiscus avant et pendant le traitement des rattes par l'acide acétique a amélioré
certaine parameétres sanguins et ont diminué les effets inflammatoire, oxydant de
'acide acétique. Ceci met nettement en évidence le role préventif de cette 1'huile vis-
a-vis de I'inflammation et stress oxydatif générée au cours du traitement par I'acide

acétique.

L’ensemble de ces résultats montre bien que les perturbations enregistrées
avec l'acide acétique sont atténuées en présence d'huile Pistacia lentiscus, ceci est dt a
la richesse de cette huile en tanins, flavonoides, phytostéroles et anthocyanines ayant

tous une activité antiinflammatoire et antioxydante considérable.

Mots-clés : Acide acétique ; Antioxydant ; Antiinflammatoire ; Effet préventif ; Huile

de Pistacia lentiscus ; L' inflammation ; Rats.

L’effet préventif de I’huile de Pistacia lentiscus sur I'inflammation induite par I’acide acétique
chez les rats de la souche Wistar.
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L’effet préventif de I’huile de Pistacia lentiscus sur I'inflammation induite par I’acide acétique
chez les rats de la souche Wistar.
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