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Résumé

La connaissance des guérisseurs traditionnels représente souvent une base pour la recherche
pharmacol ogique et phytochimique sur les médicaments naturels.

Cetravail sest concentré en premier lieu sur |’ é&ude comparative de Pistacia atlantica de deux
régions sud - algériennes (Laghouat et Ain Oussera) , a travers leur teneur en composes phénoliques
existants dans les feuilles et les fruits et la teneur de leur fruits en lipides. Puis |’ évaluation de leurs
activité antioxydante et antileishmanienne in vitro.

Les résultats obtenus reflétent une variabilité quantitative et qualitative du métabolisme des
composés phénoliques des feuilles et des fruits, et celui des composés lipidiques des fruits, que se soit
entre Pistacia atlantica des deux régions ou méme pour les échantillons de la méme région. Donc les

polyphénols et les lipides constituent des caractéres spécifiques pour chagque pied de Pistacia atlantica
étudie ce qui  Suggere que ce sont des bon marqueurs moléculaires pour I’ éude biogénétique de
Pistacia atlantica.

Le test d' activité antioxydante montre que ces extraits phénoliques et lipidiques présentent un
bon pouvoir antioxydant comparativement aux antioxydants pris comme référence. En outre il refléte
toujours la variabilité du métabolisme des antioxydants dont les pieds de Pistacia atlantica de Ain
Oussera sont les plus riches en antioxydants (polyphénals, flavonoides, stérols, tocophérols).

Un des résultats le plus important, ¢'est que les extraits phénoliques et lipidiques découvrent
des activités antileishmaniennes a différentes concentrations vis-a-vis des formes promastigotes de
deux especes responsables de leishmanioses recensées en Algéie et dans I'ancien monde (L.
Infantum: leishmaniose viscérde et L. major : leishmaniose cutanée) .

Mots clés. Pigacia atlantica, polyphénols, flavonoides, lipides, stérols, tocophérols, activité
antioxydante, activité antileishmanienne in vitro, promastigote, L. Infantum, L. major.



Abstract

The knowledge of traditional healers often represents a basis for the pharmacologica and
phytochemical investigation of naturals medicaments.

This work has focused first on the comparative study of Pistacia atlantica in two regions
south - Algeria (Laghouat and Ain Oussera), through their content of phenolic compounds existing in
the leaves and fruit and the content of their fruits fat on the one hand. Thus on the evauation of the
antioxidant activity and antileishmanienne activity in vitro the other.

The results reflect a quantitative and quditative variability in metabolism of phenolic
compounds and lipid in leaves and fruit, between Pistacia atlantica of the two regions and for the
same region. So polyphenols and lipids are specific individua characteristics for each Pistacia
atlantica studying what Suggests that these are good molecular markers for the biogenetic study of
Pistacia atlantica.

The antioxidant activity test shows that these phenolic and lipidic extracts have good
antioxidant compared with antioxidants used as a reference. In addition, it still reflects the variability
of antioxidant metabolism whose Pistacia atlantica of Ain Oussera are most rich in antioxidants
(polyphenoals, flavonoids, sterols, tocopherols).

One of the most important results is that the phenolic and lipidic extracts discover
antileishmaniennes activities at different concentrations against the forms promastigotes of two
species responsible for leishmaniasis identified in Algeria and the former World (L. Infantum: viscera
leishmaniasisand L. major: cutaneous leishmaniasis).

Key words: Pistacia atlantica, polyphenols, flavonoides, lipids, stérols, tocophérols antioxidant
activity, antileishmanienne activity in vitro, promastigot, L. Infantum, L. major.
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Liste des abréviations

AAPH un générateur de radicaux libres [ Dichlorate de 2,2’ -azobi's (8-tetramhéthylchromane-2-carboxylique -)]
Atemoin Absorbance témoin

A Echanillion Absorbance d'echantillon

ABTS : Radical cation 2,2-azinobis-ethylbenzothiazoline-6-sul phonatele
ADN: Acide désoxyribonucléique

AFNOR : Association Francaise de Normalisation

AG: Acide gras

ARN: Acide ribonucléique

BHA:Butylhydroxyanisole

BHT: Butylhydroxytoluene

CCM: Chromatographie sur couche mince

C4H : Cinnamate 4-hydroxylase

DMPD : Radical cation N, N’ - p-di-méthylique —phénylénediamine

DM SO :diméthyle sulfo-oxyde

DPPH leradical stable[2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl]

ECso : Laconcentration en extrait phénolique nécessaire pour |’inhibition de 50% des radicaux libres
F1:femelleN® 1

F2: femelleN° 2

GPI : glycosylphosphatidylinositol

GIPL : Phospholipide de glycosylinositol

gp63: Glycoprotéine (63 Dalton)

HPL C: Chromatographie en Phase Liquide a Haute Performance

H,0O5: Peroxyde d'hydrogéne

HOCI: Acide hypochloreux

L : lipides

L C: Leishmaniose Cutanée LIPA 114 MHOM /DZ/83/LIPA 114 : Genre Leishmania infantumtypée a Montpellier
LMC: leishmaniose cutaneo-muqueuse

LPG: Lipophosphoglycan

LV: leishmaniose viscérale

M: mae

NNN : Nicolle Mac Neal Novy

NO" Monoxyde d'azote

10,: Oxygene singul et

O,": Anion superoxyde

OH’: Radical hydroxyle

OMS: Organisation mondiale de la santé

ONOOH: Nitroperoxyde

ORAC : Capacité d'absorbance du radical de I'oxygéne

PAL: Phénylalanine-ammonia lyase
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pH :potentiel d'hydrogéne

Pl : Pouvoir d'inhibition

PIEGE: Paramétre total d'antioxydant de radical piégeage

PLC : Photochemiluminescence

PG: Gallate propylée

PPG: protéophosphoglycanes

P1: pied de Laghouat (régionl)

P 2: pied de Ain Oussera (région2)

P2F2-1 : fruits matures de P,F»

P2F2-2 : fruit immature de P,F,

Pf : polyphénols des feuilles

pg : polyphénols des fruits (graines)

P1F1pt. Polyphénols des feuilles du pied femelle N° 1 de Laghouat (régionl)
P1Fpt : Polyphénols desfeuilles du pied femelle N° 2 de Laghouat (régionl)
PoF1pt - Polyphénols des feuilles du pied femelle N° 1Ain Oussera (région2)
PoFopt - Polyphénols des feuilles du pied femelle N°2 Ain Oussera (région2)
P:M ;¢ : Polyphénols desfeuilles du pied male de Laghouat (régionl)

P>M . Polyphénols desfeuilles du pied male de Ain Oussera (région2)
P2F2-1 : Fruits matures de P,F,

P2F2-2 : Fruit immature de P,F,

P1F1pg: Polyphénols des fruits (graines) du pied femelle N° 1 de Laghouat (régionl)

P1Fopg: Polyphénols desfruits (graines) du pied femelle N° 2 de Laghouat (régionl)

P>F1pg: Polyphénols des fruits (graines) du pied femelle N° 1Ain Oussera (région2)

P>F».1p4: Polyphénols des fruits matures (graines) du pied femelle N° 2 Ain Oussera (région2)
P2F2.2ng:: Polyphénols des fruits immatures (graines) du pied femelle N° 2 Ain Oussera (région2)
P:1F, . Lipide des fruits du pied femelle N° 1 de Laghouat (régionl)

P1F,.. Lipide desfruits du pied femelle N° 2 de Laghouat (régionl)

P,Fy,.. Lipide des fruits du pied femelle N° 1Ain Oussera (région2)

P,F,.q . Lipide des fruits matures du pied femelle N° 2 Ain Oussera (région2)

P,F,. 5 . Lipide des fruitsimmatures du pied femelle N° 2 Ain Oussera (région2)

ROO': Radical de peroxyle

RPMI: Roswell Park Mémoria Park Institut.

TBA :Thiobarbiturique

TBA-MA : Thiobarbiturique- malonaldéhyde

TBHQ: Tetra-butylhydroquinone

Trolox: un analogue de vitamine E [Acide 6-hydroxy -2, 5, 7, (amidinopropane)]
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[troduction



A I'heure actuelle, les plantes médicinales restent encore le premier réservoir de
nouveaux medicaments. Elles sont considérées comme source de matiere premiere essentielle
pour la découverte de nouvelles molécules nécessaires a la mise au point de futurs
médicaments. (Maurice, 1997).

Par I é&endue des domaines de recherches impliqués actuellement, nous nous sommes
intéressés dans ce travail a la comparaison entre différents individus de Pistachier de I'Atlas:
Pistacia atlantica Desf (Anacardiacée), issus de deux populations de pistachier d'atlas de
deux régions du sud algérien (Laghouat et Ain Ouassera), selon deux marqueurs bio-
organiques (lipides et polyphénols) choisis d’ aprés I’ étude phytochimique déja réalisée dans
le laboratoire des sciences fondamentales de I'université de Laghouat (Yousfi et al., 2003 ;
Yousfi et al., 2008), suivie d’une éude de I’ activité antioxydante et antileishmanienne de ces
extraits.

Le choix de cetravail est basé sur :

Lefait que cet arbre est trés répondu dans toutes les régions steppiques et présahariennes de
I’ Algérie. Aingi, cette espéce est utilisée en Algérie comme antiseptique, antifongique, et
dans des maladies abdominales (Baba Aissa, 2000).

De méme, aucun travail n’a été consacré sur |’ activité antilieshmanienne de I’ arbre (feuilles,
fruit), en plus certaines classes de polyphénols et de lipides sont connues pour leur activité
antiparasitaire surtout antileishmanienne (Tasdemir et al., 2006 ; Shweta et al., 2006;
Hatimi et al., 2000).

Les leishmanioses représentent un probleme de santé majeur en santé publique. Bien que
des médicaments existent pour traiter ces maladies, ceux-ci ne sont pas toujours efficaces.
du fait de I'apparition de parasites résistants et de la toxicité des produits. De plus,
I’administration des traitements disponibles contre les leishmanioses S effectue
essentiellement par voie générale, ce qui nécessite une hospitalisation des patients. La
recherche de nouvelles molécules thérapeutiques s avere par conségquent nécessaire (Fournet
et Muioz, 2002).

Dans le cadre de cette étude, les capacités matérielles mises a notre disposition, nous
ont permis de mettre en place une stratégie de recherche pour I’ éude phytochimique de six
individus de I’espece étudiée et de tester I'activité antilieshmanienne in vitro des extraits
phénoliques et lipidiques de la plante.

A travers ce travail, nous s'intéressons dans un premier temps a donner quelgques

connaissances bibliographiques concernant I'intérét d étude des plantes médicinales;
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structure et propriétés des deux classes de molécules: polyphénols et lipides; I’ activité
antioxydante et un apercu scientifique sur laleishmaniose.

Par la suite, nous étudions la teneur de feuilles et de fruits en polyphénols totaux et en
flavonoides; la teneure de fruits en lipide, dosage de stérols totaux et de tocophérols totaux.

Troisiemement, nous S intéressons a |’ évaluation de |’ activité antioxydante par deux
tests, I'un chimique et I’autre biologique. Le choix des tests est finllement fixé sur une
analyse mesurant le pouvoir des extraits phénoliques de baayer le radical stable DPPH
comme test chimique, tandisque, le test biologique est basé sur la mesure du statut
antioxydant de ces extraits vis-avis de I’ dtération des érythrocytes induits par un générateur
des radicaux libres (AAPH).

Un autre objectif principal éant consacré a I’ éude de I’ activité antileishmanienne in

vitro des extraits phénoliques et lipidiques de la plante.
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| Etude des plantes médicinales

Au cours des dernieres décennies, |es recherches scientifiques les plus modernes n'ont fait
gue confirmer le bien-fondé des vertus thérapeutiques de la plupart des plantes médicinales
utilisées de facon empirique depuis des millénaires(Carillon, 2000.). Ce savoir traditionnel
ancestral transmis de génération en génération est devenu aujourd'hui une mine dinformations
extrémement précieuses pour tous les chercheurs de l'industrie pharmaceutique (Fouché et al.,
2000).

Les traitements a base de plantes reviennent au premier plan, car I'efficacité des
médicaments tels que les antibiotiques (considérés comme la solution quasi universelle aux
infections graves) décroit. Les bactéries et les virus se sont peu a peu adaptés aux médicaments
et leur résistent de plus en plus .C'est pourquoi on utilise a nouveau I’ Absinthe chinoise
(Artimisia Annua) et surtout son principe actif pour soigner la malaria lorsque les protozoaires

responsables de la maladie résistent aux médicaments (Iserin, 2001).

[.1Intérét del’étude des plantes médicinales

La plus part des espéces végétales qui poussent dans le monde possedent des vertus
thérapeutiques, car €elles contiennent des principes actifs qui agissent directement sur
I’organisme. On les utilise auss bien en médecine classique qu'en phytothérapie : elles

présentent en effet des avantages dont les médicaments sont souvent dépourvus (Iserin, 2001).

Les plantes médicinales sont importantes pour la recherche pharmacologique et
I'élaboration des médicaments, non seulement lorsgue les congtituants des plantes sont utilisés
directement comme agents thérapeutiques, mais auss comme matieres premiéres pour la
synthese de médicaments ou comme modéles pour les composés pharmacologiquement actifs
(Decaux, 2002). La tubocurarine, le relaxant musculaire le plus puissant, est dérivée du curare
(Chondrodendron tomentosum), la morphine, I'analgésique le plus puissant ,est tirée du pavot a
opium Papaver somniferum) et la cocaine utiliste comme anesthésiants, est tirée du coca
(Erythroxylum coca). (Fouché et al., 2000).

L'exploration des ressources naturelles, et notamment du monde végétal, est encore

capitale al'heure actuelle. Elle est réalisée par :

# Etude chimiotaxonomique qui consiste a rechercher des catégories de molécules dans

les plantes en fonction de leur appartenance botanique. Ainsi les Apocynaceae, les



Rutaceae, les Rubiaceae renferment souvent des alcaloides et c'est parmi ces familles que
I'on recherche d'abord les alcaloides.

# Etude ethnopharmacologique qui consiste a recueillir des renseignements sur
I'utilisation des plantes auprés des populations vivant encore prés de la nature en
Amérigque du Sud, dans lesTles du Pacifique, en Afrique ou dans le Sud- Est Asiatique.

# Etude phar macologique est caractérisée par |'observation du comportement des plantes
dans leur environnement naturel. Les interactions plantes-plantes (allelopathie), plantes
microorganismes, plantes-insectes, plantesanimaux sont associées a des signaux
chimiques. (Fouché et al., 2000).

|.2 Notions sur la plante éudiée

[.2.1 Caractéristiques botaniques du Pistacia atlantica Desf
Nom commun: Pistachier.
Nom latin : Pistacia atlantica Desf, proche Pistacia vera, Pistacia chinensis.
Famille : Anacardiaceae.
Catégorie: arbre dioique.
Port : arrondie aramification étalée, jeune le rameau est rougeétre.
Feuillage : caduc, composé, imparipenné; 3 a 5 folioles ovaes-acuminées, tomenteux puis
coriace a l'age adulte.
Floraison : en été en panicule de petites fleurs apétales (1 a3) et 1 a5 sépales.
Pollinisation effectuée par le vent. Fruits récoltés en septembre-octobre.
Couleur : vert brunétre.
Croissance: lente et ne produit qua partir de5 -7 ans.
Hauteur : 10412 m.
Plantation : al'automne ou au printemps.
Multiplication : par bouture.
Sol : tous mais bien drainé.
Emplacement : au solelil.
Paysd'origine: Méditerranée orientale (Crimée, Grece et Turquie).
Entretien : arroser pour augmenter la production, tailler pour faciliter la récolte.
Autres noms : Le pistachier de I'Atlas (Pistacia atlantica Desf.); elbetoum, botma,
betouma ou btouma en Arabe loca et Igth en berbere. Le nom commun de cette espece se

rapporte aux montagnes d'atlas ou cette espece se développe. Cet arbre est également



généralement connu comme pistachier sauvage, faux pistachier; fruits globuleux, petits rouge-
brun, renfermant une graine verte. Les fruits sont appelés EIKhodiri par les populations locales,
appellation due a la prédominance de la couleur verte foncée a maturite.

Espéce nord-africaine, endémique, relativement commune dans toute I’ Algérie (avec une
prédilection pour les lieux arides), mais moins répandue dans le Sahara : Hoggar, Tassili. Le
betoum est considéré comme un puisant astringent, cela est du a sa forte teneur en tanins. En
outre, son ecorce exsude une oléo-résine trés odorante (Baba Aissa, 2000; Belhadij,
2003).Pistacia atlantica ainsi que ses sous-especes : Calibula, Mutica, Kurdica et Atlantica,
occupent une aire trés vaste englobant le Maroc, I'Algérie, la Tunisie, la Libye, la Syrie, la
Jordanie, Palestine, I'lran et I’Afghanistan (Kaska et al., 1996 ; Khaldi et Khouja, 1996 ;
Sheibani, 1996).

[.2.2 Propriéésdel’arbre

Lebétoum ?t ?est un bel arbre, qui existe a létat disseminé dans la région de Djelfa
(Senalba, Ain Oussera, Messaad), Laghouat (partie sud) et Ghardaia (dans |'oued m'zab)
(Monjauze ,1980 ; Hadj-Hassan et Kardouch ,1995). Il présente un intérét tout particulier, parce
gu’ avec arganier, c'est le seul arbre qui s accommode de I’ étage climatique aride et peut vivre
dans les conditions écologiques les plus séveres. En raison de sa rudticité, de la caducité de ces
feuilles qui produisent de bons sols forestiers, de sa résistance a la sécheresse et de ses faibles
exigences pluviométriques. Il est tres utile pour recevoir la greffe de Pistacia vera. Les arbres
greffés sont d’ une grande vigueur, trés rustiques et d’ une longévité remarquable (Monastra et al.,
2000). Il peut y étre cultivé et supporter les vents forts et les longues périodes de sécheresse. Les
principaux facteurs qui contribuent a sa dégradation sont |’ exploitation forestiere, les incendies
de forét et I'action des animaux. En Algérie, Pistacia atlantica est trouvée en association avec
Ziziphus lotus qui protege ces nouveaux plants contre les animaux et les vents violents.
L’ utilisation de la culture reste faible malgré son potentiel d'adaptation aux conditions arides du
milieu. Les conditions climatiques de la plupart des régions agricoles montagneuses et semi-

arides de notre pays sont favorables a son extension (Belhadj, 2003).

|.2.3 Utilisationsde |’arbre

Cet arbre peut présenter plusieurs Utilisation:
-Utilisations M édicinales

Tres utile comme Antiseptique, antifongique, et dans des maladies abdominales Baba
Aissa 2000).
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-Utilisations Comestibles

Le fruit donne une excellente huile de table est obtenue a partir des graines qui
contiennent environ 55% d'huile (Daneshard et al., 1980).
-Utilisationslocales

Les fruits de cet arbre (EI Khodiri) sont des drupes comestibles de la grosseur d'un pois,
Iégérement ovales et aplaties, utilisées a des fins culinaires et médicinales. I1s sont riches en huile
dense trés énergétique. L'huile est souvent mélangée aux dattes écrasees et peut étre consommee
atoute heure de la journée avec du petit lait. L'huile a un godt trés proche de celui du beurre, elle
est tres appréciée dans la région. Les graines sont sechées, écrasées ou moulues et ramassees
avec de l'eau sucrée et consommeées en boulettes ou bien séchées et croquées telles quelles
comme des cacahuetes. L'écorce produit une résine-mastic qui exsude naturellement de fagon
abondante par temps chaud. Les populations locales sen servent pour usage medical. Le
suintement du tronc donne * |’ encre rouge des tolbas’, il est utilisé, également, pour la tannerie
des peaux. Jadis, |’ arbre était abondant. L'arbre fournit un bois d'artisanat et toutes les espéces du
pistachier constituent un apport en fourrage considérable pour |'alimentation du bétail surtout en
automne. Cette essence peut entrer dans le cadre de la lutte contre la désertification utilisée pour
lafixation des dunes, comme brisevents (Belhadj, 2003).

De plusils existe d’ autre utilisation tels que : Colorant, Gomme, Encre, Résine, Rhizome;

Tannin, Bois.

|.2.4 Travaux antérieurs sur Pistacia Atlantica Desf

L’ analyse phytochimique des différentes parties de I’ arbre de Pistachier de I’ Atlas a été
I’objet de quelques études via la composition du fruit en acides gras, en acides amines, en
éléments minéraux et le dosage quantitatif des protéines, des fibres et de I’amidon (Daneshard et
al., 1980 ; Yousfi et al., 2003).

En outre une éude plus récente sur les extraits phénoliques de cing différentes parties de
I'arbre de Pistachier de I'Atlas a savair: les feuilles, les écorces, les gales, les fruits et la partie
dégradée de I'arbre (champignon). Les résultats ont montré que les différents extraits sont riches
en composés phénoliques a l'exception des extraits des écorces. L’'andyse de I’activité
antioxydante de ces derniers et |’ application des techniques spectrale ont permis de mettre en
évidence de deux produits a structure phénolique responsable de cette activité ( Yousfi et al.,
2008).
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Peu de travaux ont été consacrés a I’ étude comparative des populations des Pistacia
atlantica, on trouve |’é&ude comparative de la micro-morphologie de I’ &iderme des feuilles
dans huit populations de Pistacia atlantica Desf issues de différentes régions agériennes
(Belhadj et al., 2007) qui montre |’ existence d’ une variabilité qui pourrait étre due au conditions
écologiques.

Par ailleurs, aucune référence bibliographique concernant la comparaison des populations
du Pistachier de I’ Atlas a travers leur métabolites n’a été trouvée: la teneure de fruit en I huile
ains ces fractions minoritaires (Tocophérols et stérols) et en polyphénols ; de méme pour la
teneure des feuilles en polyphénols. Ainsi, aucune référence bibliographique ne montre que

|’ activité antileishmanienne de I’ arbre est étudiée.
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Il Lesdifférentes classes de composés phénoliques

Les composes phénoliques sont une vaste classe de substances organiques cycliques trés
variées, d’ origine secondaire qui dérivent du phénol CsHsOH qui  est un monohydroxybenzene.
Les composés phénoliques sont fort répandus dans le régne végétal ; on les rencontre dans les
racines, les feuilles, les fruits et I’écorce. La couleur et I’arome, ou |’astringence des plantes
dépendent de la concentration et des transformations des phénols. Les composés phénoliques
représentent de2 a3 % de la matiére organique des plantes et dans certains cas jusqu’a 10 % et
méme d avantage. Tous les phénols, a de tres rares exceptions (exemple : la lignine) sont des
meétabolites énergétiques des échanges @llulaires et interviennent activement dans différents
processus : photosynthese, respiration, croissance, résistance aux maladies infectieuses (Rakipov,
1987). Dans la nature, ces composés sont genéralement dans un état lié sous forme d’ esters ou
plus géréralement d hétérosides. Ils existent également sous forme de polymeres naturels
(tanins).

Le groupe le plus vaste et plus répandu des phénols est celui des flavonoides (Oka et al.,
1972 ; Kooter et al., 2002). Le terme "flavonoide”, est utilisé pour la premiére fois par Geissman
et Hinreiner (Harborn, 1975).

1.1 Lesflavonoides

[1.1.1 Structure chimique et classification

Structuralement les flavonoides ont un squelette de base commun constitué de 15 atomes
de carbone assemblés en trois cycles nommés A, C et B. Selon la structure du cycle
intermédiaire (cycle C), les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules dont les
plus importantes sont les flavones, les flavonols, les flavanones, les dihydroflavonols, les flavan
3-ols et les flavan-3,4-diols (Graham, 1998).

Leur biosynthese se fait a partir dun précurseur commun, la 4,24 ,6'—
tétrahydroxychalcone (voire figuren°01). A I'éat naturel, on trouve tres souvent les flavonoides
sous forme de glycosides. Une ou plusieurs de leurs fonctions hydroxyles sont alors glycosylés.

La partie du flavonoide autre que le sucre est appel ée aglycone.
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Figure n°01: Labiosynthese des flavonoides (Bruneton, 1999).

[1.1.2 Distribution et localisation
Les flavonoides sont largement abondants dans les |égumes feuilles (salade, choux,

épinards, etc.), ains que dans les téguments externes des fruits. Présents dans tous les organes




agriens, ils ont une teneur maximale dans les organes jeunes (feuilles et boutons floraux) (Paris
et al., 1991). Sur le plan tissulaire, les flavonoides sont rencontrés plus précisément dans les
vacuoles des cellules ainsi que dans les chloroplastes (Bruneton1987).

Récemment, de nombreux travaux ont montré que certains fruits et légumes sont trés
riches en flavonaols, flavones et flavanones (Guignard, 1996; Bronner et al. ,1995; Hollman et al .,

1996; Crozier et al., 1997). Le tableau | regroupe la distribution nutritionnelle de certains

flavonoides.
Tableau I: Distribution nutritionnelle de certains flavonoides (Richter, 1993)
Flavonoides Aliments
Flavonones
naringénine Fruits de genre citrus
Flavones
chrysine Peau des fruits
apigénine Persil, thym, romarin, céleri
lutéonile Persil, céleri
Flavonols
kaampférol Radis, brocoli, thé noir
quercétine Oignon, pomme, olive, vin rouge, tomate
myricitine Canneberge, vin rouge
Flavan-3-ols
épicatéchine Thé vert, thé noir
catéchine Thé vert, thé noir
épigallocatéchine Vin rouge
Anthocyanidols
cyanidol Cassis, myrtilles
malvidol Raisins, fraises, casss
apigenidol Framboises, fraises

Le monde animal est lui aussi concerné par les flavonoides. On trouve par exemple de la
chrysine, de la quercétine, et de la galangine dans la propolis des abeilles. Ces insectes les
synthétisent a partir des sécrétions de bourgeons de nombreux arbres comme le bouleau, I’ aulne,

le sapin et les modifient gréce a leurs enzymes salivaires.
11.1.3 Propriétés des flavonoides

Les flavonoides présentent un intérét thérapeutique qui date de la découverte de la
vitamine C par Szent Gyorgyi (Prix Nobel, 1937), chercheur de I'Université de Szeged
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(Hongrie), qui a constaté que les symptébmes hémorragiques du scorbut, liés a la fragilité ou

I” hyperperméabilité des vaisseaux, étaient guéris par des extraits de paprika ou de jus de citron,

riches en vitamine C et flavonoides. Cette action a été appel ée propriété vitaminique P (P étant la
premiere lettre du mot perméabilité) (Scalbert, 2004).

11.1.3.1 L es flavonoides comme antioxydants

Les flavonoides (FFOH) sont thermodynamiquement capables de réduire les radicaux
libres oxydants comme le superoxyde, le peroxyle, |'alkoxyle et I'hydroxyle par transfert
d hydrogéne (Figure n°02) (Van Acker et al., 1996).

SESACE o

quinone

Figure n°02: Piégeage des radicaux libres (Re) par les flavonoides (Van Acker et al., 1996).

D’ autres études ont montré que les flavonoides sont aussi des bons inhibiteurs d'enzymes
responsables de la production des radicaux libres comme la xanthine oxydase, la cyclooxygénase

et lalipooxygénase (Cos et al ., 1998 ; Landolfi et al., 1984).
11.1.3. 2 Propriétés biologiques et phar macologiques des flavonoides

-Effets Antiallergiques

Ces effets sont attribués a I’influence des flavonoides sur la production de I’ histamine. En
effet, les flavonoides inhibent les enzymes, telles que I'AMP cyclique phosphodiesterase et
ATPase Ca2+-dépendante, responsables de la libération de |” histamine a partir des mastocytes et
des basophiles (Di Carlo et al., 1999).

-Effets Anti-I nflammatoir es

Sous I'action de la cyclo-oxygénase et la lipo-oxygénase, I'acide arachidonique se
métabolise respectivement en prostaglandines et leucotriénes induisant ainsi des phénomenes
inflammatoires. Landolfi et son groupe ont montré que certains flavonoides tels la quercétine et
la myricétine, I’ apigénine et lachrysine que sont capables de modifier le métabolisme de I’ acide
arachidonique dans les plaguettes en inhibant ces enzymes (Landolfiet al., 1984).
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-Effets Anti-Ulcer eux

Dans des expériences réalisées sur des rats, il a éé démontré que la quercétine et la
naringénine jouent un rdle important dans la réduction de I’ulcére et la protection des cellules
gastriques. |1l a été suggéré que la quercétine exerce son activité via un mécanisme complexe
impliguant la production du mucus, le piégeage des radicaux libres, et également I’ inhibition de
la production de leucotrienes (Di Carloet al., 1999).

D’autres études ont permis d’ établir une relation étroite entre les propriétés antiul céreuses
de la quercétine, naringénine, rutine et kaempférol, et la production du PAF (Platelet Activating
Factor) qui est un agent ulcérogene potentiel (1zzo, 1996). En effet, il S est avéré que la réduction
des dommages gastro-intestinaux est due probablement a I'inhibition du PAF par ces

flavonoides.

-Effets Anticancer eux

Présente pratiguement dans tous les types de thé et en particulier dans le thé vert, la
catéchine a montré une activité anti-tumorale (Bracke et al., 1991). Une telle activité est
attribuée a la capacité de ce flavonoide d’inactiver le t-PA (tissue-type plasminogen activator) en
greffant a celui-ci la laminine, une molécule de la matrice extracellulaire qui joue un role
important durant la mort cellulaire. La quercétine inhibe la croissance cellulaire en empéchant
certaines phases du cycle cellulaire et en bloquant les sites récepteurs des hormones (Larocca et
al., 1994).

La croissance cellulaire peut étre inhibée également par d’ autres mécanismes, a savoir : la
stabilisation du collagéene, I’ atération de I'expression des genes, et la réduction des radicaux
libres (Di Carlo et al., 1999). En effet, la catéchine augmente la résistance du collagéne (Scutt et
al., 1987) et inhibe I activité de la collagénase (Makimura et al., 1993).

-Autres Effets Biologiques

Les flavonoides peuvent aussi empécher le diabéte ou du moins le réduire en inhibant
I”’enzyme aldose réductase (Chaudhry et al., 1983). Ong et Khoo ont reporté que la myricétine
possede un effet hypoglycémiant chez des animaux diabétiques (Ong et al., 1997 ; Ong et al.,
2000).

Certains flavonoides peuvent entraver |’ athérosclérose et par conséquent réduisent le risque
des maladies cardiovasculaires (Hertog et al., 1993).

L es effets anti- viraux des flavonoides ont été également démontrés (Chu et al., 1992).
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[1.2 LesTanins

Composés phénoliques de haut poids moléculaire utilisés dans l'industrie du cuir,

également responsables de I'astringence de certains aliments (Haslam 1989).

[1.2.1 Structure chimique
On distingue les tanins hydrolysables ou tannoides (Figure n°03) qui sont des polymeres
de I’acide gallique et lestannins vrais non hydrolysables (condensés) (Figure n°04), qui sont des

polymeéres de certains flavanols, les catéchines ou catéchols et de proanthocyanidols.

L'astringence des fruits et des boissons provient souvent de l'interaction des polyphénols
présents avec les protéines salivaires. Donc Les tanins ont la propriétés de coaguler les protéines
du derme, d’ou leur utilisation dans le tannage des peaux ; ils précipitent également les protéines
de la salive ce qui correspond & leur action astringente. Cette propriété rend les tissus riches en
tannins peu consommables par les herbivores. L’ importante quantité de tannin rencontrée chez

les plantes parasitées correspond a une réaction de défense.

La dispersion des tannins chez de nombreux fruits lors de leur maturation indique gu’ils
peuvent, comme de nombreux autres composes phénoliques, étre réutilisés par la plante
(Guignard et al., 1985).

COOH COOH COOH
HO : OH HO -I :OH H: -I
OH OH OH HO

ac. gdlique a. dgalique
ac. ellagique
0,
/ \ i OH
¢} C—O0—CH,
— H © o—C OH

o Il

o n/A ©

polyméred'acide gal lique

Figure n°03: Exemples de Tannoides.
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Figure n°04 : Structure des tannins condensés (R = H, OH).

I1.2.2 Activité biologique destanins

La plupart des propriétés biologiques des tanins sont liées au pouvoir qu’ils ont de former
des complexes avec des macromolécules en particulier avec les protéines. Cette propriété semble
étre essentielle dans leurs activités & I’encontre des virus. Ainsi, leur association avec les
protéines de surface des virus ou des cellules hotes serait a I’origine de la diminution de la
charge virale. De telles activités ont été trouvées al’ encontre de I’ herpes (Takechi et al., 1985) et
en particulier contre le HIV ou SIDA (Vlietinck et al., 1997). L’acide chébulagique extrait de
terminalia chebula, par exemple, utilise ce mode d' action contre le HIV. Egalement, il apparait
que les tanins agissent en inhibant des enzymes essentielles a la réplication du virus, comme
I’acide ellagique inhibiteur de la ‘VHI transcriptase reverse’ ou I'acide chébulagique et la
corilagine, extraits de deux espéces de phyllantus, inhibiteurs de la ADN polymérase du virus
Epstein-Barr (Chen Lui et al., 1999) .

De facon plus générae, les tanins sont des inhibiteurs enzymatiques de I’ élastase, de

I” histidine décarboxylase et de I’ enzyme de conversion de I’ angiotensine (Bruneton, 1993).

L’ acide chébulagique est réputé comme inhibiteur de la topoisomérase | et surtout 11 de
I’ADN humain. Ce dernier posséde également la propriété, qu’ ont de nombreux autres tanins
ellagiques, d étre cytotoxique a I’encontre de lignées cellulaires cancéreuses. Plus récemment,
des propriétés antiplasmodiales ont pu étre trouvées. L’extrait méthanolique d écorces de
tristianopsis calobuxus de Nouvelle Calédonie, contenant de nombreux tanins, a donné des
résultas prometteurs (Quideauet al., 1996).
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L’acide elagique est I'un des composés actifs. Plusieurs drogues a tanins existent mais
leurs applications restent restreintes. Elles sont utilisées par voie interne pour leur effet anti-
diarrhéique et par voie externe pour imperméabiliser les couches les plus externes de la peau et
des muqueuses, protégeant ains les couches sous-jacentes. Elles ont égaement un effet
vasoconstricteur sur les petits vaisseaux superficiels. En limitant la perte en fluides et en
empéchant les agressions extérieures, les tanins favorisent la régénération des tissus en cas de
blessure superficielle ou de brllure. Quelle que soit la voie d’administration, I’ effet antiseptique
(antibactérien et antifongique) clairement démontré de ces molécules est intéressant (diarrhées
infectieuses, dermatose,...) (Bruneton,1993 ; Veroffa, et al., 2001).

D’autres tanins sont aussi connus pour leurs propriétés antimicrobiennes. En effet, |’ acide
chébulagique ou la corilagine extraits de terminalia citrina (plante utilisée dans la médecine
traditionnelle Thailandaise) présentent de nombreuses activités a |’encontre de souches
pathogénes de |I'homme, comme Staphylococcus aureus, Esherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsielle pneumoniae, Candida albicans ou encore Enterococcus SPP (Mazza et
al., 1993).

Enfin, les potentialités des tannins dans I'inhibition de la peroxydation des lipides ont mis
en évidence leurs propriétés de piégeurs de radicaux libres et d’inhibiteurs de la formation de

I’ion super oxyde (inhibiteurs de la xanthine oxydase).
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Chapitre 111
Généralité sur les lipides



1l Généralitéssur leslipides
[11.1 Définition

Les lipides sont un ensemble tres hétérogéne de composés faisant partie de la constitution
des étres vivants et ayant la propriété commune d'étre insolubles dans |’ eau (lipos) et solubles
dans les solvants organiques apolaires comme I'hexane, le benzene, le chloroforme et léther (El
Atyqy, 2007).

Dans I’ organisme, les lipides ont 4 fonctions principales :

-Réserve d'énergie : stockés sous forme de triglycérides dans les tissus adipeux, les lipides

constituent ainsi une réserve énergétique mobilisable (1 g de lipides donne environ 9,3 Kcal).

-Un rdle structural : les acides gras servent a la synthese d'autres lipides, notamment les
phospholipides qui forment les membranes autour des cellules et des organelles. La composition
en acides gras de ces phospholipides donne aux membranes des propriétés physiques

particulieres (élasticité, viscosité).

-Un réle de messager : les acides gras sont les précurseurs de plusieurs messagers intra et extra:
cellulaires. Par exemple, I'acide arachidonique est le précurseur des eicosanoides, hormones

intervenant dans I'inflammation, la coagulation sanguine, etc.

-Un rodle de transport de vitamines : les corps gras alimentaires véhiculent quatre vitamines
liposolubles: A, D, E et K (Fahy et al., 2005).

[11.2 Classification deslipides

On classe les lipides en deux grandes catégories : les lipides a base d’ acides gras et les

lipides a base d'isoprene (lipides polyisopréniques) (Figure r°05).
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Lipides

lipides & hase d’acides gras lipides polyisopréniques
i sl o b r e kil s i a
Acides gras Lipides simples| Lipides complexes Terpénoides
LAG Saturéds — Glycérides Glycéropho- Caroténoides
spholipides ad
e inones & chaina
Cérides %Juprénique
—AG insaturés Stérides Sphingo- —  Stéroides
lipides
—  Tocophérols

Figure n°05: Classification des lipides (El Atyqy, 2007).

Les lipides a base d'acides gras sont également appelés «lipides saponifiables » (lipides
qui, traités avec NaOH ou KOH, donnent du savon). En revanche, les lipides n’ aboutissant pas a
la formation du savon par traitement alcalin sont appelés «lipides insaponifiables » (El Atyqy,
2007; Fahy et al., 2005).

[11.2.1 Lesacidesgras

Les acides gras sont des acides carboxyliques aliphatiques a chaine carbonée plus ou
moins longue dérivant de/ou contenu dans les graisses animales et végétales (Figure n°06). Par
extension, le terme est parfois utilisé pour désigner tous les acides carboxyliques a chaine
carbonée non cyclique (Fahy et al., 2005).

/0 Fonction carboxylique
/\/\/\/\ C

R OH R= Chaine carbonée aliphatique

Figure n°06: Acide gras (El Atyqy, 2007).

Les acides gras ont généralement un golt aigre et une odeur prononceée. lls sont
insolubles dans I’ eau, mais solubles entre eux et dans les solvants organiques comme |’ éther. Ils
se different entre eux par la longueur de la chaine carbonée (de 4 a 18 atomes de carbone pour

les acides gras les plus connus, généralement un nombre paire) et par le type de liaisons qui
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réunissent leurs atomes de carbone : on dit qu'ils sont saturés lorsgu’ils ne contiennent que de

simples liaisons, et insaturés lorsgu’ils comptent au moins une double liaison (Blond, 1993).

On connait une quarantaine d’ acides gras naturels, dont les plus importants sont I’ acide
butyrique (ou butanoique), que I’on trouve dans le beurre, |’ acide palmitique (huile de pame),
lacide <téarique (suif), I'acide linoléique (huile d'arachide) duquel est dérivé I'acide
arachidonique, et I'acide linolénique (huile de bourrache). Les acides linolénique et linoléque
sont des acides gras dits essentiels : les animaux sont incapables de les synthétiser et doivent
donc obligatoirement les trouver dans leur alimentation. Les deux acides constituent ensemble ce

gu'on appelait autrefois la vitamine F (Dymock, 2000).
[11.2.2 Lipidessimples

Les lipides simples ou homolipides sont les lipides qui ne contiennent que le carbone,
I'hydrogene et I'oxygene. Ils sont souvent des esters d'un alcool et d'acides gras. Les lipides
simples sont classés en trois groupes : les glycérides, les Cérides et les stérides (Fahy et al.,
2005).

[11.2.2.1 Glycérides

Les glycérides sont des lipides smples aussi appelés graisses. Ce sont des esters du
glycérol et d'acides gras (un, deux ou trois acides gras). Selon le nombre d'acides gras combinés
au glycérol, on distingue les monoglycérides, les diglycérides et les triglycérides (Figure n°07).
Les triglycérides sont les constituants principaux des graisses animales et des huiles végétales
(plus de 95%). Les monoglycérides et les diglycérides sont beaucoup moins abondants que les
triglycérides (Naudet, 1992).

CH,—OH CH,—O—C—R, CH,—O—C—R, CH,—O—C—R,
O O
CH—0OH CH—OH CH—O—E—R2 CH—O—E—R2
O
CH,—OH CH, —OH CH, —OH CHZ—O—H—R:;
Glycérol Monoglycéride Diglycéride Triglycéride

Figure n°07: Les glycérides.
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111.2.2.2 Cérides

Les cérides sont également appelés cires. Ce sont des esters d'un alcool aiphatique
primaire de longue chaine, appelé alcool gras, et d'acides gras supérieurs al'acide palmitique (16
atomes de carbones). I1s se trouvent aussi bien chez les végétaux que chez les animaux. Chez les
végétaux, ils sont représentés par une cuticule plus au moins imperméable a la surface des

feuilles et des fruits et jouent un réle protecteur (EI Atyqy, 2007).
[11.2.2.3 Stérides

Les stérides sont des esters d'acides gras et de stérols. Les stérols sont des alcools

tetracycliques rattachés au groupe des stéroides.

Suivant l'origine des stérides, on distingue 3 groupes : les fungistérols (qui sont
spécifiques aux champignons), les phytostérols (constituants de la partie insaponifiable des
végétaux) et les zoostérols (présents dans les tissus animaux). Le représentant principal des
zoostérols est le cholestérol (ElI Atyqy, 2007).

[11.2.3 Lipides complexes

Les lipides complexes sont des lipides qui contiennent en plus du carbone, hydrogene et
oxygene un ou plusieurs hétéroatomes (azote, phosphore, soufre). Suivant la nature de
I'hétéroatome, on distingue : les lipides phosphorés, les lipides azotés et les lipides soufrés (Fahy
et al., 2005).

[11.2.4 Lipides polyisopréniques

Les lipides polyisopréniques sont des lipides a base disoprene. Ce groupe est aussi
appelés lipides insaponifiables et jouent un réle biologique fondamental (hormones et
vitamines). Ils sont divisés en quatre catégories : les terpénoides, les caroténoides, les quinones a
chaine isoprénique et les stéroides. Les caroténes (pigment rouge-orangé), les xanthophylles
(pigment jaune) et la vitamine A font partie des caroténoides. Les tocophérals, la vitamine K, les
ubiquinones et les plastoquinones font partie des quinones a chaine isoprénique. Les stéroides
regroupent les stérols, les acides hiliaires, les hormones stéroides et la vitamine D Ces trois

derniers sont des dérivés des stérols (Karleskind, 1992).
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Les huiles essentielles des végétaux (géraniol, limonene, menthol, pinene, camphre) qui
contribuent a I’ odeur et a la saveur de certaines especes sont aussi des lipides polyisopréniques
(Fahy et al., 2005).

[11.2.4.1 Lesstérols

[11.2.4.1.1 Structure chimique

Ce sont des composes tétra cycliques comportant le plus souvent 27, ou 28 et méme
parfois 29 atomes de carbone, ils différent de leurs précurseurs biosynthétiques.

Le noyau tétra cyclique possede le plus souvent une double liaison localisée fréquemment
en position 5, mais que I'on peut rencontrer en 7 (Figure n°08).

La chaine latérale possede huit a neuf ou dix atomes de carbone; elle peut étre saturée ou
comporter en 22,24(25), 24(28) ou 25 (27) une ou deux doubles liaisons qui ne sont jamais
conjugueées.

Les stérols constituent une fraction importante de linsaponifiable (Naudet, 1992). Le
stérol le plus abondant dans le régne végétal et sans conteste les sitostérol, suivi du campestérol,
du stigmastérol, de I'isofucostérol et dans regne animal en trouve le cholestérol (Polnoveski et
al., 1997).

R
cH
/12\‘3 1|7
H.C 11 137 TN\
S TR N T L
/1\' /%\'/1;4\15

Figure n°08: structure de base des Stérols (Naudet, 1992).

111.2.4.1.2 Réle biologique des phytostérols

Les phytostérols ains que les stérols en générale sont étudies en raison de leur diversité
structurale e de leur une gamme éendue deffets thérapeutiques telles que
anticholestérolémique, antitumorale, artidiabitique, et anti-inflammatoire et également en raison
de leur faible toxicité (Nait Said, 2007).
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Les sitostérols et les stigmastérols constituent les précurseurs biogénétique et constituent
la matiere premiére pour I’hémisynthése des hormones stéroidiennes (hormone génitale ou
corticosurrénal) (Smadi, 2007 ; Frénot et Vierling, 2001). Autre phytostérols qui contient un
groupe éthylene possedent des propriétés antioxydantes et anti- polymériques (Smadi, 2007).

Les stérols favoriseraient la sensibilisation des micro-organismes aux antibiotiques (Nait
Sad, 2007).

[11.2.4.2 Lestocophérols

[11.2.4.2.1 Structure chimique

Ces composeés sont de 8 - methylchroman 6 ols substitués en position 1 par un groupe
méthyle une chaine de polyisoprénique de seize atomes de carbone saturés tocophérol T ou tri
insaturés tocotriénol Tz (Figure n°09). Cette famille comprend quatre substances a -tocophéral, 13
-tocophérol, ? -tocophérol et d- tocophérol (Karleskind, 1992). L’apha tocophérol est le plus
fréguent et le plus actif biologiquement et le béta et gamma tocophérol représente une activité
vitaminique réduite (respectivement 30et15% environ de lactivité de apha tocophérol)
(Vander, 1964).

Structure R1 R>
a tocophérol CHs CHs
a tocotreinol CHs CHs
[3 tocophérol CHs; H

(3 tocotreinol CHs H

? tocophérol H CHs
?tocotreinol H CHs
d tocophérol H H

d tocotreinol H H

Figure n°09: Structure des tocophérols [R chaine latéral (A tocophérol et B tocotrienal)].
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[11.2.4.2.2 Role biologique de la vitamine E

La vitamine E est reconnue comme antioxydant, gréce a sa capacité a inhiber les
peroxydations lipidiques (Polnoveski et al., 1977). A cet égard, elle participe avec nombreuses
autres substances, a la lutte contre les formes réactives de I'oxygene, c'est-a-dire la lutte contre
les radicaux libres et les éléments non radicalaires produits lors de la formation des radicaux
libres (Cuvelier et al., 2003). Elle stabilise les membranes cellulaires parce qu’ elle participe a la
formation a des phospholipides membranaires. La vitamine E a une action sur I'agrégation
plaguettaire. Les plaguettes sont riche en vitamine E et le déficit en ce dernier induit des
microthromboses. En plus la vitamine E diminue I'activité de la lipoxygénase des plaquettes.
Egaement, elle a une action sur le métabolisme des globules rouges. La vitamine E protege les
membranes érythrocytaires contre |'action de la peroxydase de I'némoglobine sur les AG
désaturés. Elle Exerce un effet régulateur sur la synthese de I'néme et des enzymes héminiques

comme le cytochrome et la catalase (Frénot et Vierling, 2001).
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Chapitre [V
Oxydation et radscan: libres



IV Oxydation et radicaux libres

L’ oxygéne est un élément essentiel pour les organismes multicellulaires parce qu'il
permet de produire de I'énergie en oxydant de la matiere organique. Mais nos cellules
convertissent une partie de cet oxygene en métabolites toxiques : les radicaux libres organiques
(Lesgards, 2000). Il existe plusieurs types de radicaux libres, mais tous sont constitués de
molécules comprenant un éectron impair dans leur orbite extréme. Chacune de ces molécules
dotées d'une charge négative cherche une autre molécule avec laquelle elle peut se combiner.
Particulierement instables et actives, ces molécules sont en collision constante avec d'autres
particules et les tissus. Les radicaux libres ne sont pas toujours néfastes; en fait, ils permettent au
corps de controler la tonicité des muscles lisses, de combattre les inflammations et de lutter
contre les bactéries. Cependant, I'opération bénéfique des radicaux libres dépend d'un équilibre
délicat qui peut étre détruit par de nombreux facteurs, notamment les polluants présents dans I'air
gue nous respirons et I'eau et les adiments que nous consommons. Les rayons ultraviolets du
soleil, d'autres radiations, la fumée de tabac, I'exercice excessif et le stress sont également des
facteurs qui augmentent considérablement la présence des radicaux libres dans notre systeme
(Favier, 2003).

V.1 Lesradicaux libres dansles systemes biologiques

Parmi toutes les espéces radicalaires susceptibles de se produire dans les cellules, il
convient de distinguer un ensemble restreint de ces composés qui jouent un réle particulier en
physiologie et que nous appellerons radicaux primaires. Les autres radicaux libres, dits radicaux
secondaires, se forment par réaction de ces radicaux primaires sur les composés biochimiques de
la cellule. Les radicaux primaires dérivent de I'oxygene par des réductions a un électron tel
I'anion superoxyde Oye et le radical hydroxyle OHe, ou de I'azote tel le monoxyde d'azote NOes.
D'autres especes dérivées de I'oxygene tel que I’ oxygene singulet 10, le peroxyde d'hydrogéne
(H202) ou le nitroperoxyde (ONOOH) peuvent étre des précurseurs de radicaux libres.
L'ensemble des radicaux libres et de leurs précurseurs est souvent appelé especes réactives de
I'oxygene (Figure n°10) (Favier, 2003).

Les radicaux libres sont principalement produits par des sources endogénes, telles que les
chaines de transport d électron, les peroxysomes et le systéme de cytochrome P-450. Ces
radicaux sont responsables de I'adtération de I'ADN, du vieillissement cellulaire qui est ala base
de certaines maladies comme |'athérosclérose, le cancer, Maladie d'Alzheimer ou la Maladie de
Parkinson (Favier, 2003).
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Figure n°10: Origine des différents radicaux libres oxygénés et espéces réactives de |’ oxygene
impliqué en biologie (Favier, 2003).

V.2 Activité antioxydante

Les cellules utilisent de nombreuses stratégies antioxydantes et consomment beaucoup
d'énergie pour contréler leur niveau d'espéces réactives de I'oxygene. Elles disposent de moyens
de défense, les ns sont d'origine endogene, comme des enzymes, et d'autres sont apportés par

I'aimentation.
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La vitamine E (tocophéral), C (ascorbate), Q (ubiquinone), ou les caroténoides qui sont
apportés par les aiments, agissent en piégeant les radicaux et en captant I'électron célibataire, les
transformant en molécules ou ions stables . La vitamine piégeuse va devenir un radical, puis sera
soit détruite, soit régénérée par un autre systéme. Ce type d'antioxydant est appelé piégeur ou
éboueur (« scavenger » pour les Anglo-saxons). De trés nombreux composés alimentaires
peuvent aussi avoir ce comportement : polyphénols, alcaloides, phytates (Favier, 2003).

Les systemes enzymatiques intervenant selon ce mécanisme présentent un
fonctionnement en chaine. Les enzymes impliquées sont la superoxyde dismutase, une enzyme
cupro-dépendante qui éimine le radical superoxyde en le transformant en peroxyde d'hydrogéne,
la glutathion peroxydase et la catalase, qui éiminent le peroxyde d'hydrogéne, la glutathion
réductase, qui régénere le glutathion réduit, et la glucose-6-phosphatase qui fournit les liaisons

riches en énergie nécessaires au fonctionnement de la chaine de réactions (Amstad et al., 1991).

IV.2.1 Lesantioxydants

L es antioxydants sont des substances endogenes ou exogenes capables de neutraliser ou
de réduire les dommages causés par les radicaux libres dans I'organisme. Le corps produit des
antioxydants, et on en trouve également dans plusieurs aliments. Les principaux antioxydants
sont les vitamines C et E, les caroténoides et le sélénium. Les antioxydants permettent,
également de faire en sorte que les produits alimentaires conservent leur go(t et leur couleur et
demeurent longtemps comestibles. Leur utilisation est particulierement importante si |’on veut

eviter I’ oxydation des lipides et des produits contenant des lipides.

IV.2.1.1 Les antioxydants synthétiques

Dans |'industrie alimentaire, |es antioxydants synthétiques, tel que le butylhydroxyanisole
(BHA), butylhydroxytoluene (BHT), gallate propylée (PG) et le tetra-butylhydroquinone
(TBHQ), sont largement utilisés parce qu'ils sont efficaces et moins chers que les antioxydants
naturels. Cependant, leur sécurité est tres discutée car ils génerent un besoin de recherche comme
matieres de substitution d apres des sources naturelles comme antioxydants de la nourriture
(LisuWang et al., 2003).

IV.2.1.2 Les antioxydants naturels

Tous les étres vivants ont un métabolisme primaire qui fournit les molécules de base :

acides nucléiqgues (ARN, ADN), lipides, protéines, acides aminés, carbohydrates. Les
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meétabolites primaires sont produits en quantité éevée par les plantes et sont " a faible prix de
revient .

Chez les plantes, il existe aussi un métabolisme secondaire, c'est une exclusivité du monde
végétal. Ces produits, a structure chimique souvent complexe, sont trés dispersés et tres
différents selon les espéces. Les métabolites secondaires sont produits en trés faible quantité , il
existe plus de 200 000 métabolites secondaires classés selon leur appartenance chimique en
I’occurrence, les terpénes, les acaloides, les composes acétyléniques, les cires, les acides aminés
et les composés phénoliques (Cuendet, 1999).

Les métabolites secondaires font I’ objet de nombreuses recherches basées sur les cultures
de tissus végétaux in vivo et in vitro. Ceci est notamment le cas des polyphénols végétaux qui
sont largement utilisés en thérapeutique comme vasculoprotecteurs, anti-inflammatoires,
inhibiteurs enzymatiques, antioxydants et antiradicalaires, en particulier les flavonoides
(Bahorun, 1996).

IV.2.2 Lesméthodes d’ évaluation del’ activité antioxydante

Les méthodes d'évaluation du caractére antioxydant peuvent étre qualitatives ou
guantitatives. Les méthodes qualitatives, utilisées pour repérer |’ activité antioxydante de
composés, sont relativement peu nombreuses et font intervenir en général, la coloration ou la
décoloration d'un réactif spécifique en présence d’ agents antioxydants. Une des méthodes les
plus utilisées pour la détection d’ antioxydants est la chromatographie sur couche mince (CCM),
qui donne naissance a des réactions colorées en présence de tels composes (Li Peiwu et al.,
1999). D’autre méthodes, moins pratiques, nécessitent la pulvérisation successive de deux
solutions différentes. Une méthode a phase reversée de la chromatographie (chromatographie sur
couche mince), a été proposee par Glavind et Holmer (Glavind et Holmer, 1967) combinée avec
la détection visuelle pour I'évaluation de I'activité de balayage de radical libre des fractions
antioxydantes en employant 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH).

En ce qui concerne I'évaluation quantitative de |’ activité antioxydante, beaucoup de
méthodes peuvent étre appliquées pour estimer directement |'activité antioxydante. La
génération de radical libre est directement reliée avec I'oxydation dans les nourritures et les

systémes biologiques. Les méthodes principales comportent le balayage des radicaux de
superoxyde (O,); le balayage de peroxyde dhydrogene (H:0,); le balayage dacide

hypochloreux (HOCI) (Sanchez moreno , 2002) le balayage du radical d'hydroxyle (OHY) ou le
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balayage du radica de peroxyle (ROO). Parmi ces méthodes,nous citons ceux qui emploient I’

azo-composant pour produire des radicaux de peroxyles, tels que la méthode de PIEGE
(Parameétre total d'antioxydant de radical piégeage) (Brasseur et al. ,1995) ; la méhode dORAC
(capacité d'absorbance du radical de I'oxygene) Cao et al., 1993) ; la méhode d'ABTS (le
balayage du radical cation 2,2-azinobis-ethylbenzothiazoline-6-sulphonate)) (Duthie et al.,
1991); le balayage du radical stable 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (la méthode du radical DPPH)
(Blois, 1958; Uchiyama et al., 1968, Molyneux, 2004), la mé&hode de DMPD (le baayage du
radical cation N, N'- p-di-méthyliqgue —phénylenediamine)(Li et al., 1994) ou la méthode de
Photochemiluminescence (PLC) (Magin et al., 2000).

Actuellement, une des méthodes analytiques les plus communes pour déterminer
I'oxydation de lipides est I'analyse de TBA (Ernster et al., 1967), qui mesure un complexe
thiobarbiturique- malonaldéhyde (TBA-MA) avec un maximum d'absorbance a 530 nm. La
méthode de TBA a certaines limitations dans des systemes de nourriture. Le TBA réagit non
spécifiquement avec des composés tels que les sucres, I'acide ascorbique, et les produits non

enzymatiques de brunissement souvent actuels en nourritures.

28



Clapitre

Ceemeraintes sur s Jshmantoses



V Généralités sur lesleishmanioses

V.1 Définition : C'est un ensemble hétérogene d' affection toutes dues a I’infection de I’ hote
par un parasite protozoaire Leishmania et transmises par la piqire d' un insecte vecteur le
phlébotome (Bachi, 2006).

V.2 Epidémiologie

V.2.1 Leparasite

V.2.1.1 Taxonomie
Le parasite Leishmania d’' apres I’OMS (1990) appartient au :

Regne : Protista

Sousregne : Protozoa

Phylum : Sarcomastigophora
Sous-Phylum : Mastigophora

Classe: Zoomastigophorea

Ordre: Promastigitida/Kinitoplastidae
Sous-Ordre : Trypanosomatina

Famille : Trypanosomatidae

Genre : Leishmania

Le genre Leishmania est compose de plusieurs especes qui, bien qu’ elles soient toutes de
morphologie identique, causent une panoplie de manifestations cliniques alant de la forme
cutanée qui se résorbe d’ elle-méme alaforme viscérale qui est fatale en absence de traitement et
a la forme cutaneo- muqueuse causant de graves défigurations. On regroupe habituellement les
especes de Leishmania en complexes selon leurs profils isoenzymatiques (Roberts et Janovy,
2000).

V.2.1.2 Morphologie

Les leishmanies sont des protozoaires (unicellulaires), de I’ ordre des Kinetoplastidea se
caractérisent par la présence d’'une organelle unique; le kinétoplaste qui est situé a la position
basale adjacente au flagelle (prés de la poche flagellaire) et qui représente de I’ADN
mitochondrial (fragment d’ ADN extranucléaire) (Pimentaet al., 1991).

Le parasite est dimorphique, amastigotes intramacrophagiques chez les hotes vertébrés
dont I’'homme et promastigotes libres dans I’intestin du phlébotome et dans le milieu de culture
(ANOFEL, 2005).
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-L esamastigotes

Ovoides, elles mesurent 2 a 5 um de diamétre et ont un flagelle trés court qui ne dépasse
pas le corps cellulaire, présentent en microscopie optique aprés coloration panoptique de routine
deux inclusions pourpres juxtaposées caractéristiques : le noyau, arrondi, et le kinétoplaste en
béatonnet plus sombre. Elles se multiplient par scissiparité dans la ou les vacuoles parasitophores
dans le cytoplasme des macrophages. Libérées aprés éclatement du macrophage, elles parasitent

d’ autres macrophages sains (Sacks et Kamhawi, 2001).

-L es promastigotes

Présentent un corps plus ou moins fuselé de 5 a20um de long et de 1 a4 um de large, qui
est prolongé par un flagelle qui émerge du pole antérieur et peut attendre jusgu’a 20um de
longueur. Le kinétoplaste de cette forme est situé entre le noyau et la base du flagelle. Elles se

multiplient par scissiparité longitudinale (Sacks et Kamhawi, 2001).

V.2.2Vecteurs

Les vecteurs de la leishmaniose appartiennent a |’ordre Diptera, de la famille des
Psychodidae et de la sous-famille des Phlebotominae. Les genres prédominants dans la
transmission connue du parasite Leishmania aux humains sont : Lutzomyia dans le Nouveau
Monde, et Phlebotomus dans I’Ancien Monde (Killick-Kendrick, 1990). Seule la femelle
transmet la maladie en prenant un repas sanguin chez I’héte qui servira au développement des
caufs (Pinto et al., 2001).

V.2.3 Réservoirs
L es leishmanioses se divise en deux types, anthroponotique et zoonotique.
-L es leishmanioses anthroponotique : Elle touche uniquement I’ &re humain.
- Lesleishmanioses zoonotiques : Elle touche I’ é&re humain et d’ autre mammiféres.

Dans le cas des leishmanioses zoonotiques les réservoirs présents dans le nouveau
monde sont entre autres les paresseux, les lapins, les primates et les chauves-souris (Pinto et al.,
2001). Dans I'ancien monde, ce sont surtout les petits rongeurs et les chiens (Handman, 2001).
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En Algérie les leishmanioses sont zoonotiques, ains les réservoirs sont présentés par les
rongeurs et les chiens (Bachi, 2006).

V.2.4 Cycle évolutif

Le parasite Leishmania a un cycle de vie dimorphique qui nécessite deux hétes, le
Diptére hématophage et un mammifere (Handman 2001). (Figure rf11). Lorsgque le Diptére
hématophage femelle infectée prend un repas sanguin chez un héte mammifére, elle salive au
site de piqlre et régurgite par la méme occasion le parasite sous sa forme promastigote
metacyclique infestante. 1l est alors alongé et tres mobile grace a un flagelle situé en position
antérieure. Leishmania infecte ensuite un phagocyte (principalement les monocytes) du systeme
réticulo-endothélial et se transforme en amastigote. Elle devient ovoide ou sphérique et n’est
plus mobile. S'en suit une multiplication du parasite par fisson binaire dans les vacuoles
parasitophores dans le cytoplasme du phagocyte. Les parasites ainsi libérés aprés éclatement du
phagocyte infecté sont phagocytés par des cellules avoisinantes ou le processus se poursuit
(Sacks et Kamhawi, 2001).

Le cycle est complété lorsque le diptére hématophage prend un repas sanguin au site
d’infection et aspire des phagocytes contenant Leishmania. De retour dans le tube digestif de
I’ arthropode, les parasites se différencient a nouveau en promastigotes apres 12 a 18 heures. Ils
sont d'abord au stade procyclique ou ils se divisent activement mais ne sont pas infectieux. Des
promastigotes plus allongés et mobiles, appel és nectomonades, commencent a apparaitre apres 4
jours et s attachent aux microvillosités des cellules épithéliales de I'intestin médian par leur
flagelle. A partir de 7 jours, les parasites migrent vers la partie antérieure de I’intestin médian
jusqu’a la valve du stomodaeum qui sépare I'intestin médian de I’avant du systeme digestif. Les
nectomonades se transforment alors en haptomonades qui sont plus petits et plus arrondis et en
promastigotes métacycliques qui eux, ne se divisent plus, sont plus minces avec un long flagelle
et hautement mobiles. C'est cette forme qui est infectieuse pour les mammiféres. La valve du
stomodaeum se dégrade et permet la migration des métacycliques vers I’ ossophage, le pharynx et
le proboscis (Sacks et Kamhawi, 2001).
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Figure n°11 : Cycle parasitaire des Leishmanioses (Chappuis, 2006).

Les différents stades du parasite Leishmania peuvent étre identifiés selon leur
morphologie ou leur emplacement dans le tube digestif du vecteur mais également selon les
molécules qui composent leur surface. Les promastigotes sont recouverts d un glycocayx
variant entre 7nm chez les procycliques et 17nm pour les métacycliques alors que les
amastigotes en sont presque compléetement dépourvus (Pimenta et al., 1991). Ce manteau est
constitué de composés glycosylés et de protéines ayant tous une ancre de

glycosylphosphatidylinositol (GPI).

Chez les promastigotes, la molécule de surface la plus abondante est le
lipophosphoglycan (LPG). Sa structure varie d’ une espece de Leishmania a |’ autre mais elle est
principalement composée d’ unités répétées d'un disaccharide et d’ un phosphate suivant I’ ancre
GPI. Les especes se différentient par |a présence de chaines latérales de glycanes, ainsi que par la
composition et la situation de celles-ci sur la structure de base du LPG. Le LPG de L. major, par

exemple, est tres ramifié alors que celui de L. donovani ne I’ est pas (McConville et al., 1995).
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Cette molécule de surface est trés importante dans I’ infection des vecteurs hématophages et joue

un réle dans I interaction avec les macrophages de |’ héte mammiféere (Puentes et al., 1990).

La deuxiéme molécule en importance chez le promastigote est la glycoprotéine gp63.
C'est une métaloprotéinase qui requiert la présence de zinc et qui a une grande variété de
substrats tels la caséine, la gdatine, I’abumine, I’ hémoglobine et le fibrinogene (McMaster et
al., 1994). Elle est environ 10 fois moins abondante que le LPG mais tou comme lui, €elle
recouvre la surface du parasite. Etant plus petite, la gp63 semble ensevelie sous le LPG
(McConville et al., 1995).

Une autre classe de glycolipides ayant une ancre GPl est le phospholipide de
glycosylinositol (GIPL). Ces molécules sont 10 fois plus abondantes que le LPG (environ 107) et
de petit poids moléculaire (McConville et Ralton 1997). Ayant une longue demi-vie, elles
joueraient un role de protection de la surface du promastigote puisque le LPG est édiminé
continuellement (Proudfoot et al., 1995).

Il existe également d’ autres protéines de surface du parasite comme celles du complexe
gp46/PSA-2 qui possedent une ancre GPI.

Enfin, certaines molécules peuvent étre sécrétées par le parasite telles les phosphatases
acides et les protéophosphoglycanes (PPG). Les phosphatases acides sont des enzymes
hydrolytiques qui semblent jouer un réle dans la résistance du parasite a son héte de méme que
dans sa pathogénicité et sa nutrition (Lovelace et al., 1986). Par contre, on ne les retrouve pas
chez L. major (Lovelace et Gottlieb, 1986).

Pour ce qui est des molécules retrouvées a la surface des amastigotes, on observe deux
différences majeures : une diminution marquée de I’ expression du LPG (McConville et Ralton,
1997) et une diminution (moindre que celle du LPG) de la gp63 (Schneider et al., 1992).

Les molécules de surface, leLPG, lagp63 et GIPL ont été impliquées dans la virulence

et lasurvie du parasite.

Le parasite Leishmania évite la réponse immunitaire innée dirigée contre lui en se
reproduisant a I’'intérieur des macrophages mais également en inhibant plusieurs fonctions de
celui-ci qui pourraient lui ére néfastes. Buates et Matlashewski ont montré qu’en fait, 37% de

245 geénes du macrophages infectés par Leishmania avaient une expression diminuée d’ au moins
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deux fois en comparaison a |'expression retrouvée chez les macrophages non infectés.
L’inhibition des fonctions du macrophage peut s effectuer par des changements au niveau de
I’ expression des genes mais également au niveau post-transcriptionnel et post-traductionnel. On
peut séparer ces fonctions en trois grands groupes : les fonctions microbicides, la production de
cytokines et la présentation d’antigéne et I'activation de cellules effectrices. (Puentes et al.,
1990).

V.2.5 Distri bution géographique

Les différentes formes de leishmanioses sont retrouvées dans les régions tropicales et
sub-tropicales du globe. On distingue deux grandes situations géographiques, I’ Ancien monde
(sud de I’ Europe, Afrique, Proche-orient et Asie) et le Nouveau monde (Amériques du Nord, du
Sud et Centrale). Les différentes manifestations cliniques sont observées dans les deux mondes
mais elles ne sont pas causees par les mémes espéces de Leishmania. Par contre, le sous-genre
Viannia ne se retrouve qu’ en Amérique (Handman, 2001) (Tableau I1).

Tableau I1: Distribution géographique des différentes espéces de Leishmania (Handman, 2001)

Espéce Distribution géographique
leishmaniose cutanée

L. aethiopica Ethiopie, Kenya

L. major Afrique, Moyer-Orient, Asie soviétique

L. mexicana Amérique centrale et du sud

L. tropica Europe, Asie et Afrique du Nord

leishmaniose cutanec-muqueuse

L. braziliensis Amérique centrale et du sud

L. peruviana Amérique du sud
leishmaniose viscéerale

L. chagas Amérique du sud

L. donovani Afrique et Asie

L. infanturr Bassin méditeranée

V.2.6 Les Leishmaniosesen Algérie

Deux formes de leishmanioses sévissent en Algérie, laleishmaniose viscérale et la
leishmaniose cutanée. Leishmania infantum zymodéme MON-1 est I’ agent pathogéne le plus
frégquement isolé a partir des LV humaines et de cas canins (Figure n°12).

Des souches appartenant au méme complexe, Leishmania infantum MON-24 et MON-80

ont été également signalées. Des cas plus rare de LV infantile causés par Leishmania infantum
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MON-24, principal agent de la leishmaniose cutanée sporadique du nord du pays ont été
observeées (Figure n°12).

La leishmaniose cutanée du nord est causée par Leishmania infantum MON-24 ¢ MON-
80. Dans les régions arides et présahariennes, elle est causée par Leishmania major, MON-25
(Figure n°12) (Bachi, 2006).
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Figure n°12: Répartition géographique de L.infuntumet de L.major en Algérie et localisation des
différents zymodémes (Bachi, 2006).
V.3 Manifestationscliniques

Il existe quatre formes cliniques de leishmaniose a travers le monde:

La leishmaniose viscérale —appel ée égaement kala azar. C'est la forme la plus grave de la
maladie, avec une mortalité de presque 100% en |’ absence de traitement. Elle se caractérise

par des poussees de fiévre irréguliéres, une perte de poids importante, une

hépatosplénomeégalie (augmentation du volume de larate et du foi€) et de I’anémie.
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La leishmaniose cutanée - la forme la plus répandue qui s exprime par des lésions ulcero-
crouteuse sur le corps et qui guérissent en quelques mois laissant les cicatrices
particuliérement inesthétiques.

La leishmaniose cutanée diffuse - cette forme produit des Iésions cutanées étendues qui
ressemblent a celles de laléepre et sont particulierement difficiles a traiter.

Laleishmaniose cutaneo-muqueuse - débute avec des ulcérations cutanées qui S étendent et

endommagent certains tissus (en particulier le nez et la bouche) (Sacks et Kamhawi, 2001).
V.4 Diagnostic

La confirmation du diagnostic passe par |’ identification microscopique des amastigotes a
I"intérieur des phagocytes de patients observées sur des frottis cutané (LC, LMC), et de frottis de
la moelle osseuse (LV). La culture des échantillons sur milieux appropriés ou I’inoculation a I’
hamster doré, permet d augmenter le nombre des parasites présents car I'identification
microscopique n'est pas toujours facile. La sé&ologie (I'utilisation des arguments
immunologiques) est tres sensible dans les formes viscérales. Les techniques d amplification
génique prennent une place de plus en plus importante (ANOFEL, 2005).

V.5 Traitements

Dans la mgjorité des cas, les différentes formes de leishmanioses sont traitées a I’ aide de
deux molécules couramment utilisées les dérives de I’ antimoine : I’ antimoniate de méglumine
(Glucantime®; Aventis Pasteur) et I’antimoine pentavalent tel le stibogluconate de sodium
(Pentostam®; Burroughs Wellcome). Ceux-ci sont administrés par injections intramusculaires ou
intraveineuses. Ces traitements ont plusieurs inconvénients. I1s nécessitent une hospitalisation de
plusieurs semaines et ont des effets secondaires marqués (Guerin et al., 2002). Mais le probleme
majeur de ces médicaments est |’ émergence grandissante de souches de parasites résistants. En
effet, dans la province de Bihar en Inde, ou la leishmaniose viscérale est endémique, 65% des
nouveaux cas d'infection sont dus a ces souches résistantes (Sundar, 2001). Dans le Nouveau
Monde, on dénote également des résistances pour les leishmanioses cutanées et mucocutanées
(Grogl et al., 1992).

Pour pallier aux échecs de traitement de la leishmaniose cutané au Pérou, un groupe
d éude a testé un immunomodulateur, I'lmiquimod utiliseé actuellement contre les verrues

génitales causees par des papillomavirus. Il est appliqué sous forme de creme sur I'ulcere
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accompagné d'injections d’antimoine. Il semble que cette combinaison de traitements soit
efficace chez les patients qui n’avaient pas répondu a un premier traitement a |’ antimoine seul
(Arevalo et al., 2001). Dans laforme viscérale et en cas de résistance, on a généralement recours
a I’Amphotéricine B comme traitement. Elle est trés efficace (97% de guérison) et aucune
résistance n’ a encore été rapportée (Thakur et al., 1996). Elle est par contre plus colteuse que les
traitements a I’ antimoine et les effets secondaires sont importants. Pour diminuer cette toxicité,
certaines formulations lipidiques d’ Amphotéricine B ont é&é éaborées, soit les liposomes,
dispersions colloidales ou complexes lipidiques. Les liposomes sont les plus efficaces et les
moins toxiques mais les colts extrémement éleveés de I’ ensemble de ces produits ne permet pas

leur usage dans les pays en voie de développement (Guerin et al., 2002).

Enfin, la Miltefosine (Impavido®), un nouveau médicament pour traiter la leishmaniose
viscérale et cutanée. Elle a é&é produite ala base comme traitement anti-cancéreux, et présente le
grand avantage d’ étre administrée oralement. On a observé des taux de guérison de 98% avec
des effets secondaires négligeables (Ganguly, 2002). La Paromomycine, un antibiotique avec des
effets anti- Leishmania (Thakur et al., 2000), semble efficace et bien tolérée mais doit étre
administrée de fagon parentérale. Il est concéderai comme médicament orphelin en octobre 2006
(Chappuis et al., 2006).

V.6 Vaccins et prophylaxie

Le fait que la guérison de la leishmaniose cutanée induit une immunité avie chez les individus
touchés incite au développement d’un vaccin prophylactique. malgré plusieurs éudes a ce sujet,
il n’existe toujours pas de vaccin contre la leishmaniose (Greenblatt, 1980; Kellina,

1981 ;Modabber, 1995; Serebryakov et al ., 1972 ; Handman, 2001 ; Handman et al., 1983;
Rivier etal., 1993 ;Titus et al., 1995 ; Rivier et al., 1999. ;Russo et al., 1991 ; Belkaid et al.,
1998; Kamhawi et al., 2000). Par ailleurs un vaccin contre la leishmaniose canine est en cour
d’ évaluation (Loup, 2006).
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Partte I1:
Partie Experimentale



Chaputre |
Matersel et methodes



| Matériel et méthodes
Notre travail de recherche a été réaisé au sein du laboratoire des sciences fondamentales
de l'université de Laghouat et du service biologie parasitaire, unité leishmaniose de I'institut

pasteur d’ Algérie.

.1 Matériel
I.1.1 Matériel et équipements
Laliste de verrerie, équipement et autres est donnée dans I’ annexe.

[.1.2 Matériel végétal

Le présent travail concernera le Pistachier d’ Atlas (Anacardiaceae) de I’ Algérie. L'arbre
existe al'état disséming, il est associé au Jujubier (Ziziphus lotus ; cedra en arabe local), famille
des Rhamnacées, qui forme une brousse dégradée sous le pistachier de I'Atlas (Belhadj, 2003).

Le Pistachier d’'Atlas est un arbuste de 3 a5 m (voir figure n°13), a rameaux rougeétres et
a odeur résineuse, ses feuilles sont composées imparipennées, de 7 a 11 folioles ovales
lancéol ées, glabres, arachis finement ailé (figure n°14), il présente des inflorescences en grappes
l&ches. Le fruits de Pistachier d' atlas est globuleux, petits rouge-brun et renferme une graine
verte. Les fruits sont appelés EIKhodiri par les populations locales, appellation due a la

prédominance de la couleur verte foncée a maturité (figure n°15).




Figure n°13: Arbre du Pistachier d’ Atlas.

N “ > B

Figure n°14: Feuilles du Pistachier de I'Atlas. Figure n°15: Fruits du Pistachier de I'Atlas.

1.1.2.1 Lieu et climat derégions de la collecte des échantillons

Larécolte du matériel végéta aété effectuée au coursdu mois d’ aot 2006 (le matin) au
niveau de deux régions:

1- larégion de Telghimt de lawilaya de Laghouat (100Km au sud de Laghouat) qui est
caractérisée par un climat aride.

2- larégion de Ain Oussera de la wilaya de Djelfa (L00OKm au nord de Djelfa) qui est
caractérisée par un climat semi- aride.

Il faut noter que les populations de pistachier d’ Atlas a Ain Oussera sont naines par

rapport a celle de Laghouat, et leurs feuilles ont une couleur verte plus foncée.

[.1.2.2 Echantillonnage

Nous avons pris trois individus de chague région dont deux sont des pieds femelles et le
troisieme est un pied male.

Nous s’ intéressons dans notre étude a deux parties de I’ arbre : les fedilles et les fruits. Le
tableau 111 regroupe les caractéristiques de distinction entre les individus ainsi la description de

leurs échantillons de feuilles et de fruits.
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Tableau I11: Caractéristiques de distinction les échantillons de Pistacia atlantica Desf &udies

Individu Agel’arbre Description des échantillons étudiés
Echantillons de feuilles Echantillonsde graines
Ovales acuminés glabres, Fruit globuleux, mature noire prune (& : 0,6mm)
PiFy Moyen épaisses.
Couleur verte (vert marin)
Ovales acuminés glabres, Fruit globuleux mature vert (@ : 0,5mm)
PiF; Moyen épaisses. & -~
Couleur verte (vert marin) ' 9
_ oee
T =
Ovales acuminés glabres, Fruit globuleux, mature vert (& : 0,5mm)
PoF; Moyen larges ‘ ‘
couleur verte (vert foncé)
( ) ¢ ®© L
®
\ )
Ovales acuminés glabres, Fruit globuleux, mature (1) vert (& : 0,5mm)
P,F> Jeune larges ’
couleur verte (vert foncé) ‘ t -
‘] Fruit globuleux, immature (2) Jaune (& : 0,5mm)
e
_» v
. 5
ovales acuminés glabres
P,M Moyen larges
couleur verte (vert foncé) /
P,M ovales acuminés glabres
Moyen larges

couleur verte (vert foncé)

/
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P 1: pied de Laghouat (régionl)

P 2: pied de Ain Oussera (régior2)

F1: femelleN° 1

F2: femelleN° 2

M : mie
Le code attribué aux fruits matures de PoF, est P2F2-1 ; et P2F2-2 pour le fruit immature.
On a codé les polyphénols des feuilles par Pf ainsi ceux des fruits (graines) par pg et les

lipides par L (uniguement pour les graines).

[.1.3 Matériel Biologique
-Sang humain : prélevé sur anticoagulant EDTA (pour le test d’ hémolyse).
-Parasites: Les souches faisant I’objet de notre éude nous ont été fournies par I'unité
leishmaniose, du service biologie parasitaire de I'institut Pasteur d’ Algérie. Nous avons utilisé
deux souches.
1) LaLIPA114 :(MHOM/DZ/83/L1PA114), souche de référence du genre Leishmania infantum
typée aMontpellier.
2) une souche de genre Leishmania major (souche non typée), isolée a partir d’un prélevement
positif de leishmaniose cutanée, par |” unité leishmaniose de I’ institut Pasteur d’ Algérie.
- Milieux de cultures: Pour notre étude deux milieux de culture ont été utilisés
-Milieu NNN (Nicolle Mac Neal Novy, 1904).
- Milieu RPM1 (Roswell Park Mémorial Park Institut).

.2 Méthodes
Notre étude a été surtout guidée par deux idées majeures.
1-La comparaison entre les différents échantillons de Pistacia atlantica (de deux régions

différentes) selon deux parametres :

- Teneur en: composés phénoliques (phénols totaux, flavonoides), et en lipides

(tocophérols totaux ; stérols totaux).
- Activité antioxydante des différents extraits

2- Etudie les propriétés biologiques des extraits, dans I’ optique de découvrir de nouvelles

molécules possédant une activité antileishmanienne.



Notre démarche expérimentale est résumeée a travers le diagramme comme suit (figure
n°16).

Matiere Veégétale

Séchage:
al’abri de lalumiére du soleil et atempérature ambiante

Broyage mécanique:
Obtention d' une poudre fine

Tamisage:
@= 250 pm

Pesée

Extraction des - s
. . ) : = Extraction deslipides
polyphénols a partir des —— Extraction —I-‘ a partir desfruits

feuilles et desfruits #

I Extraits phénoliques Extraits lipidiques !

1 1-Dosage des polyphénols I-Estimation delateneur en | 1
totaux ||I0|d<'f‘

3-Dosage destocophérols
totaux

1-Evaluation de pouvoir antioxydant
2- Essais d’ activité Antileishmanienne

Figure n°16: Représentation schématique des étapes de I’ étude réalisée.



|.2 Extraction et analyse quantitative
| .2.1Extraction
1.2.1.1 M éthode d’ extraction des composés phénoliques

La méthode d' extraction utilisée pour les composés phénoliques est celle de Amiot
(Hertog et al. ,1992) modifiée (Djeridane et al., 2006). L’ objectif de I’ éape de I’ extraction est
de séparer les substances phénoliques de la poudre solide et de les faire passer en solution. Elle
est réalisée en trois étapes:

1/Extraction des composés phénoliques

Les échantillons déa séchés a I’abri de la lumiere et a température ambiante, sont
finement broyées et tamisée (@= 250 um). 5g de la poudre ainsi obtenue est ensuite macérée
dans 100 ml d'un mélange hydro-alcoolique (méthanol/eau) (80/20 : V/V) pendant 48 heures a
température ambiante. L’extrait est filtré, et le résidu obtenu est repris pour une deuxieme fois
avec un volume de 50 ml du méme méange hydro-alcoolique pendant 24 heures a température

ambiante. On obtient donc I’ extrait hydro-alcoolique brut.

2/Dépigmentation

On évapore le méthanol sous pression réduite a 40°C. La phase aqueuse est lavée

plusieurs fois avec demi volume d’ éher de pétrole jusgu’ al’ épuisement des pigments.
3/Purification des composés phénoliques

La phase aqueuse est ensuite extraite trois fois a |’ acétate d’ éthyle, aprés adjonction des
solutions agqueuses de 20 % de sulfate d’ammonium et 2% d'acide ortho-phosphorique qui
facilitent le passage des composés phénoliques dans la phase organique. Les extraits organiques
sont regroupés et séchés en goutant une quantité suffisante du sulfate de sodium anhydre.
L’extrait est aors évaporé sous pression réduite a 40°C. Le résidu est repris par 5 ml de
méthanol et filtrer atravers un filtre de 0,22um donnant ainsi I’ extrait phénolique purifié qui est
conservé a une température de 6°C jusqu’ a utilisation

N B : Il faut noter que pour les fruits I’ opération est réalisée apres I’ extraction des lipides,

sur les tourteaux delipidé.



1.2.1.2 M éthode d’ extraction des lipides

Afin d’'extraire et de déterminer la teneur en matiéres grasses de nos échantillons, nous
avons choisie la méthode tourteaux (NF ISO 734-1 NF ISO 734-2) (AFNOR, 1984) Cette
méthode est basee sur |’ extraction solide liquide par Soxhlet. En utilisant I’ hexane comme phase
liquide, pendant 8 heures.

L’extracteur de Soxhlet permet le traitement de solides (matériel végétal) avec des
solvants en phase liquide ou partiellement vaporisés. Le corps de |’ extracteur, contient une
cartouche en cellulose remplie de matériel végétal. Cette cartouche est fixée sur un réservoir de
solvant (ballon) et est surmonté d’un réfrigérant. Le solvant est vaporisé puis condensé tout en
restant en contact avec le matériel végétal. La solution collectée dans le ballon s enrichit de plus
en plus en soluté a chaque cycle d'extraction et |le matériel végétal est toujours en contact avec du
solvant fraichement distillé. L’ extraction est terminée lorsque le solvant d’ extraction devient de

plus en plus clair ¢’ est-adire sans une proportion significative de soluté (Figure r°17).

Réfrigérant ——| Sa=—a

1 T
Cartauche -L
Matériel | - |
wigétal L by
l -r_'--:-...‘-'- - | T
P
,.-"’J T Ballon e récupération
C Q ) _
\ e am = Extrait
S ——— Calotte chauffante

Figure n°17 Systeme d extraction au Soxhlet.

Les extraits sont desséchés par une quantité suffisante de sulfate de sodium anhydre.
Apreés, filtration Le solvant est évaporé sous pression réduite a 40°C. L’extrait obtenu est un
extrait lipidique brut (huile).
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Chaqgue extrait est pesé et nous avons calculé la teneur en huile de chaque échantillon a
I’aide delarelation (1).

Masse de I’ extrait x 100

Teneur en huiles =

Masse de la prise dessai (matiere végétale)

[.2.2 Analyse Quantitative
[.2.2.1 Analyse Quantitative des composés phénoliques

1.2.2.1.1 Dosage des phénols totaux

L e dosage des polyphénols totaux a été effectué par une méthode adaptée par Singleton et
Ross (en 1965) avec le réactif de folin —Ciocalteu (Marian et al., 2004). Le réactif est formé
d’ acide phosphotungestique H3zPW1,04 et d acide phosphomolybdique HzPMo0:,04 , qui sont
réduits lors de I’ oxydation des phénols en oxydes bleus de tungstene (WsO-3) et de molybdene
(MosO3), ce qui rous aide a doser les phénols dans le visible a une longueur d’ onde de I’ ordre
760 nm.
-Procédur e expérimentale

Une courbe d’ étalonnage standard a été obtenue a partir des solutions d’ acide gallique de
différentes concentrations. 100 pl de chaque solution ont éé introduits a I'aide dune
micropipette dans des tubes a essai, suivis de I’ addition de 500ul du réactif de Folin-Ciocalteu
(10 fois dilué dans I’ eau distillée). Aprés incubation pendant 2 minutes, 2 ml de carbonates de
sodium a 20% ont été goutés, puis les solutions ont été secouées immédiatement et sont
maintenues a |’ obscurité pendant 30 minutes a température ambiante. L’ absorbance de chague
solution a été déterminée a 760 nm contre un blanc (méme Solution précédente a I’ exception de
I’ extrait phénolique : acide gallique) sur un spectrophotométre.

Les lectures de la densité optique a 760 nm, des solutions ainsi préparées ont permis de
tracer la courbe d’' éaonnage de I’ acide gallique. L’ analyse quantitative des phénols totaux des

extraits phénoliques a été réalisée par la méme procédure.

1.2.2.1.2 Dosage de flavonoides
La quantification des flavonoides a été effectuée par une méthode adaptée par Zhishen et
a (Ki Won et al., 1996) basée sur la complexation des flavonoides par I’ Aliminium en utilisant

le trichlorure d’ aluminium comme réactif dans cette méthode.
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-Procédur e expérimentale

Larutine a été utilisée comme étalon. Pour tracer la courbe d’ étalonnage, des solutions de
larutine a différentes concentrations ont été préparées. 1 ml de chaque solution ainsi préparée est
mis dans une fiole de 10 ml qui contient 4ml d'H,O .A un temps 0 on goute 0, 3 ml de NaNO»
(5%) ; aprés’5 min on gjoute 0,3 ml de AICk (10%) en suite 2 mL de NaOH (1 M) est gjouté. al
fin on compléte le volume jusgu'a 10ml et on mélange. Le mélange donne une couleur rose
déterminé a une longueur d’onde égale a 510 nm.

En utilisant les valeurs de | absorbance ainsi obtenues, on trace la courbe d’ étalonnage de
larutine. La quantification des flavonoides dans nos extraits a été déterminée en suivant le méme

protocole décrit I’ ors de la préparation de la courbe d’ étalonnage de la rutine.

[.2.2.2 Analyse Quantitative desfractionsminoritairesdeslipides
|.2.2.2.1 Dosage des stérols totaux

Il sSagit d'un dosage spectrophotométrique suivant le test de Liebermann-Burchard
(Sonntag, 1979 ; Barreto et Carmo, 2005) basé sur une réaction colorée spécifique des 3 13-
hydroxystéroides possédant une double liaison en position 5-6. Les stérols forment un complexe
stable avec I’anhydride acétique en milieu acide qui absorbe dans le visible a une longueur
d onde de 550 nm.

-Procédur e expérimentale

A partir des solutions choloroformiques de cholestérol a différentes concentrations, nous
avons tracé une courbe d éalonnage du cholestérol. On prend 4ml de chagque solution et on
ajoute 2 ml du réactif de Liebermann puis on laisse la coloration se développe et se stabilise
pendant 25 minutes a fobscurité. En mesurant fabsorbance a 550 nm de chaque solution nous
obtenons la courbe liant la densité optique en fonction de la concentration.

Nous avons effectué le dosage sur I"huile brute. Les échantillons d' huiles sont traités de

la méme maniere.
1.2.2.2 Dosage des tocophérols totaux

Nous avons employé le dosage colorimétrique dEmmerie-Enge (Emmerie-Engel
,1939). On utilise les propriétés réductrices des tocophérol qui, en solution alcoolique, réduisent
le fer ferrique en fer ferreux; ces derniers sont complexé par I’ onthrophénantroline, on donnent

un complexe rouge -orangé stable dont e coefficient d'extinction molaire 2 510nm est éléevé.



-Procédur e expérimentale

Une droite étalon tracée a partir d’ a-tocophérol commercial (vitamine E), permet de relier
la densité optique et la concentration en tocophérols. A partir d'une solution commerciale de la
vitamine E, nous avons préparé dans le benzéne des solutions ayant des concentrations bien
déterminées, 2 ml de chague solution filles plus 1ml de réactif (phenantroline) et 0.5ml F.Cl; Le
mélange est complété a 10 ml par de I’ éthanol. Aprés 3min on mesure |’ absorbance a 510nm.
Nous obtenons la courbe suivante.

Nous avons effectué le dosage sur I'huile brute. Les échantillons d' huiles sont traités de
la méme maniere.

|.3 Evaluation de pouvoir antioxydant des extraits de Pistacia atlantica

Lamise en évidence du pouvoir antioxydant de nos extraits phénoliques, a été réalise par
deux testsin vitro, un test chimique et I’ autre biologique. Dans le test chimique, on S'intéresse a
mesurer |'activité de balayage d'un radical libre par les fractions antioxydantes en employant le
1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH). Tandis que, dars le test biologique, nous avons adopté
une technique d'évaluation de I'état de défense des substances phénoliques vis-avis de

I"intégrité des cellules sanguines induit par un générateur des radicaux libres (AAPH).
N B : Dans le cas des lipides nous avors employé le test DPPH uniguement.

1.3.1 Application du test chimique (Test du DPPHe)

-Principe
La réduction du radical libre DPPH- par un antioxydant peut étre suivie par
spectrophotométrie UV-visible, en mesurant la diminution de I’ absorbance a 517 nm provoquée

par la présence des extraits phénoliques (Figure r18).
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Figure n°18: Courbes représentant |a variation de la de densité optique en fonction du temps dans le test
du DPPH (Maamri et Djireb, 2005).

Le DPPH est initillement violet, se décolore lorsque I'éectron célibataire s apparie
(Figure r?19).Cette décoloration est représentative de la capacité des composés phénoliques a
piéger ces radicaux libres indépendamment de toutes activités enzymatiques. Ce test permet alors
d’ obtenir des informations sur le pouvoir antiradicalaire direct de différentes substances
phénoliques de nos extraits (Molyneux, 2004).

AN f"‘\

\:\‘f{n—: }_\B Ant u:-x:-dﬂl"t 0 N—, 427 b

MO 2

e

Figure n®19: Réduction du radical libre DPPH' (Molyneux, 2004).

-Procédur e expérimentale

Iml de chague extrait phénolique dilué dans le ampon Tris (100 mM, pH=7.4) est
additionné a 1ml d'une solution de DPPHe (250uM) préparé dans le méthanol. Le mélange
réactionnel a été secoué immeédiatement, puis il est maintenu a I’ obscurité pendant 30 minutes a
une température ambiante pour gue la réaction accomplisse. L’ absorbance du milieu réactionnel
a été mesurée a 517 nm contre un blanc.

Les mesures de la diminution de |’ absorbance du DPPH provoquées par la présence des

extraits aprés 30 minutes ont permis de déterminer le pouvoir antioxydant de différents extraits.
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Le pouvoir d'inhibition (Pl) a été exprimé en présence de différentes dilutions (Pl% en fonction
de la concentration apres 30min d’incubation a température ambiante a |’ obscurité). Les dilutions
ont été effectuées de sorte que le coefficient de corrélation (R%) de ces tracés soit supérieur 40,9.
Le pouvoir d'inhibition est déterminé en appliquant la formule suivante :

Pl (%) = [1— (A extrais /A témain)] *100

Pl (%) : pouvoir d’inhibition en %.

A exirais - @bsorbance de la solution de DPPH en présence de |’ extrait.

A temoin : @bsorbance dela solution de DPPH en absence de |’ extrait.

N B : Dans le cas des extraits lipidiques, les dilutions d huiles ont éé effectuées dans le
DMSO.

1.3.1 Application du Test biologique (test d’hémolyse)
Principe

Ce test permet de suivre I’ évolution positive ou négative d’ une prescription, sur I’ éat de
défense de I’individu vis-a-vis des radicaux libres. Le principe de ce test consiste a soumettre a
une agression oxydante (production contrdlée des radicaux libres) un échantillon de sang ou une
suspension d’hématies. Ains les érythrocytes mettent en jeu tout leur équipement enzymatique
et moléculaire pour résister a cette agression jusqu’a ce que la membrane soit modifiée et que la
cellule laisse échapper son contenu (Lesgard, 2000). Les cellules utilisées sont d'origine
humaine.

La lyse des cdlules sanguines est induite par un générateur des radicaux libres le
dichlorate de 2,2’ azobis (2-amidinopropane) (AAPH). Le AAPH se décompose thermiquement
et unimoléculairement puis réagit rapidement avec I'oxygene pour emporter les radicaux

peroxydes capables d'enlever I'nydrogéne des lipides de membrane plasmique (Frei et al., 1990).

Les lectures spectrophotométriques successives permettent de mesurer les variations de

turbidité du milieu réactionnel au cour du temps (Figure n°20).
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Figure n°20: Variation de la densité optique du milieu réactionnel en fonction du temps (Test
d hémolyse) (Lesgard, 2000).

-Procédure expérimentale

Pour réaliser ce test, le sang est récupéré sur anticoagulant EDTA. Le sang est dilué 50
fois dans |’ eau physiologique. Laréaction alieu dans des tubes a hémolyse ou 1ml de la solution
de sang a été mélangé avec 0,85 ml d’une solution d AAPH (20mg/ml), et 0,85 ml de I’ extrait
phénolique de concertration finale de 10° et 10° mol/l. Aprés homogénéisation, le milieu
réactionnel est placé dans un bain marie a une température de 37°C permettant au générateur de
produire les radicaux libres a un temps precis. Aprés 3 heures d’incubation on évalue la variation
de la densité optique due a I’hémoglobine relarguée dans le milieu. La longueur d’onde du
spectrophotomeétre est fixée a 450 nm. L’ acide ascorbique a été utilisé comme contréle.

Le test d' hémolyse a été réalisé pour les extraits phénoliques et pou |’ acide ascorbique
choisi comme antioxydant de référence.

Les résultats du test d’hémolyse sont exprimeés en pourcentage d’inhibition de la lyse des
globules rouge aprés 3 heures. Le pouvoir d'inhibition a été calculé a partir de la relation
suivante :

Pl (%) =[1— (A extait/Aaapn)] *100

Pl (%) : pouvoir d’inhibition en %
A extrait - @bsorbance de milieu réactionnelle en présence de I’ extrait

A aapn  a@bsorbance de milieu réactionnelle en absence de I’ extrait
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|.4 Etude de I’ activité antileishmanienne des extraits de Pistacia atlantica
|.4.1 Préparation des milieux de cultures
1.4.1.1 Milieu NNN

Lemilieu NNN est composé de 6g de NaCl et de 10 g de bacto-agar dissous dans 1000ml
d eau distillée. Le mélange et porté a ébullition jusgu'a dissolution, la gélose préparé est répartie
dans des tubes stériles araison de 7ml par tube. Aprés stérilisation al’autoclave a 1,1 bar , 120°C
pendant 20 minutes , le sang de lapin préalablement chauffé a 56°C pendant 30 minutes et
additionnée d’ antibiotique (la pénicilline 1000 UL/ml et la streptomycine 100ug/ml) est mélange
avec la gélose a raison de 1ml / tube. Les tubes sont laissés en position inclinée pendant 24

heures a température ambiante. Apres formation d’ exsudat, les tubes sont conserves a 4°C.

1.4.1.2 Milieu RPMI

Nous avons dissous 26,8g de milieu de base lyophilisée RPM1 1640 dans |’ eau distillé
stérile (800ml) auquel, on gjoute le sérum de veau foetal a raison de 10% dans le volume totae
est 1litre et la L-glutamine (200mM) araison de 1 %, en suite les antibiotiques (Ia pénicilline
1000 UI/ml et la streptomycine 100pg/ml). Le volume final est complété a 1 litre On guste le
pH de milieu & 7,2 (pH ou la croissance de leishmanie et optimale), la stérilisation de milieu se

fait par filtration sur un filtre de porosité 0,22um.

[.4.2 Culture parasitaire
[.4.2.1 Culture sur milieu NNN

La culture des leishmanies in vitro sur milieu NNN sert a |’ entretien des souches étudies,
Le parasite se multiplie sous la forme flagellée promastigote. La prolifération sur NNN nécessite
de 5 a7 jours d’incubation a 25°C d'ou la nécessité de les repiqués a nouveau sur NNN  neuf

apres vérification des cultures chague semaine.

|.4.2.2 Evaluation de |’ activité antileishmaniennein vitro (culture sur milieu RPMI)

Elle sefait sur des leishmanies en culture sur milieu RPMI 1640.

On sest limité aux extraits des échantillons de trois individus de I’ensemble de Pistacia
atlantica, qui sont choisis en fonction du sexe et de la couleur du fruit pour les femelles. Nous
avons testé |’ activité antileishmanienne de 9 extraits dont 6 sont des extraits phénoliques et 3

sont des extraits lipidiques (Tableau 1V):
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Tableau | V: Les extraits testés sur les leishmanies

Individu Extraits polyphénols extraits lipides
Echantillons | Echantillons| Echantillons
defeuilles defruit defruits
PiF. P. Flpf PlFlpg P.Fu
P.F, P, F2pf P, F2—lpg PaFoa
P, Fz-ng PaF220
P.M Y™

L’inoculum primaire des deux souches est préparé dans des tubes Falcon a partir des
souches conservées sur NNN. On gjuste I’inoculum & une concentration finale de] 10°a2,5 10°
[leishmanie/ ml. L’inoculum est repartie dans les puits des plagues de cultures cellulaires (24
puits par plaque) araison de 1ml par puit, ou on a dg§a introduit différentes concentrations des
extraits phénoliques 2ug, 4pg, 10pg, 20pg et50ug puis 100ug, 150ug et 200ug pour L.
infantum; 2ug, 4ug, 10pg, 20ug e 50ug puis 75ug 100pg pour L. major, et les extraits
lipidiques aux concentrations de 50ug, 75ug, 100ug et 150ug pour les deux souches.

Les dilutions des extraits polyphénoliques ont été préparées dans I’ eau distillée et celle
des lipides dans le DM SO.

La culture des leishmanies est tres sensible surtout dans le cas de contamination, pour
cela les préparations du matériels, outils de culture, milieux de culture, et les dilutions des
extraits, s operent dans des conditions aseptiques, dans une héte chimique propre désinfecté par
rayon UV, dans une chambre fermée spéciale.

Les tests ont été réalisés en double pour chague concentration et pour chague souche, et
refaits 3 fois pour évaluer lareproductibilité

Les numérations des promastigotes ont été effectuées quotidiennement sur cellule de

mal assez apreés fixation des formes promastigotes par le formol.
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Résultats et discussion



Il Résultats et discussion

1.1 Résultats de I’ analyse quantitative
[1.1.1 Analyse quantitative des composes phénoliques

Les extraits phénoliques ainsi obtenus présentent géréralement un aspect d’une poudre
de couleur verte pour les extraits des feuilles, et un aspect pateux de couleur miel pour les fruits

al’exception de I’ extrait de fruits mature PoF,.1 qui a une couleur rouge brique.

[1.1.1.1 Taux des phénolstotaux
La teneur en composes phénoliques de chaque extrait a été aors calculée a partir de la
courbe d’ étalonnage d’ acide gallique (annexe 1), et exprimée en milligrammes par gramme de la

matiére séche équivalent en acide gallique. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau V.

Tableau V: Teneur en phénols totaux des différents échantillons

Extrait des échantillons desfeuilles | Extrait des échantillons des Fruits
échantillon Teneur en phénols | échantillon Teneur en phénols

totaux mg/g totaux mg/g
P1F1pf 48,92 + 0.04 P1F1pg 5,93 + 0.08
P1Fop 54,27 + 0.01 P1Fopg 5,42 + 0.02
PoF1pf 104,46 + 0.02 P2F1pg 5,89 + 0.04
PoFopt 44,12 + 0.03 PoF2.1pg 20,73 + 0.02
P1M pf 71,74 + 0.05 P2F2-2p 13,92 + 0.03
PoM ot 92,50 + 0.05

On remarque d'apres les résultats du tableau ci dessus que la quantité des composés
phénoliques dans les extraits des feuilles est importante par rapport a celle des extraits des fruits.
Comparativement a d’ autre travaux sur des plantes médicinales locales déja étudiées, tel que la
Sauge vervienne (7,2 = 0.04 mg/qg) et I’ Astéroide (2,77 £ 0.03) (Maamri et Djireb, 2005 ; Y ousfi
et al., 2006), on peut dire que les extraits des feuilles de Pistacia atlantica constituent une
source prometteuse en composes phénoliques.

Du point de vu comparative, les pieds de Pistacia atlantica de Ain Oussera sont plus
riche en composés phénoliques que ceux de Laghouat surtout les feuilles a I’exception de
I’ échantillon P.Fy qui contient une quantité minimale de I’ ordre de 44.12mg/g devant les deux
autres échantillons de la méme région. Cette différence importante est peut-étre due al’ &ge de ce

pied qui est le plus jeune de la population.
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D’autre part, lavariation de la teneur en polyphénols totaux entre les différents individus
est importante. Pour les extraits des feuilles des femelles cette variation présente un étendu de
60.34 mg/g (on remarque que la valeur maximale et la valeur minimale représentent deux
individus de la méme région2, mais |I’éendu réel d’'individus de la région 1 est 5.35 mg/g).
Cependant cette derniére est moins importante pour les fruits, avec un éendu de 15 .31 mg/g,
mais on remargue que trois individus (femelles) présentent des valeurs trés proches 5,.. mg/g a
I’ exception de la quatrieme femelle PoF,, qui est représentée par deux types de fruits, matures et

immatures dont les teneurs sont respectivement 20.73mg/g e 13.92mg/g.

Par ailleurs, en ce qui concerne les extraits des feuilles des pieds males, la variation est
importante |’ étendu est de 20.76 mg/g. En plus, la quantité de polyphénols est supérieure a celle

des extraits des feuilles des pieds femelles a |’ exception de celui de PoFyy.

Davantage, s on compare nos résultats par rapport aux travaux antérieurs (Yousfi et al.
,2008), on remarque que les teneurs d extrait hydro-alcoolique (méthanol-eau; 80/20) sont de
méme ordre de grandeur, notamment dans le cas des extraits des fruits (33 mg/g pour feuilles et

5,84 mg/g pour les fruits pour un pied récolté de Laghouat).

[1.1.1.2 Taux desflavonoides

La quantité des flavonoides dans nos extraits a été déterminée & partir de la courbe
d’ étalonnage de la rutine (annexe 1). Les résultats obtenus exprimés en milligrammes par
gramme de la matiere seche en équivalent de la ruting, ains que le taux en flavonoides par

apport aux teneurs en phénols totaux, sont regroupés dans le tableau V1.

Tableau VI: Teneur en flavonoides totaux de différents échantillons

Extrait des échantillons des Feuilles Extrait des échantillons des Fruits

échantillon| Teneur en Taux des échantillon| Teneur en Taux des
flavonoides | flavonoides % flavonoides flavonoides %

mg/g mg/g

P1F1pf 33,38 + 0.01 68,22 P1F1pg 4,85 +0.06 81,86

P1Fopf 26,50 + 0.04 48,83 P1Fapg 2,94 + 0.01 54,19

PoF 1t 41,72 + 0.02 39,94 P.F 15 5,57 + 0.04 94,48

P,y 42,05+ 0.02 95,30 P2F.1pg 14,57 + 0.05 70,25

PiM ¢ 38,29 + 0.07 53,37 P2F .20 10,02 + 0.02 72,00

P.M s 36,49 + 0.04 39,44
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Les pieds de Pistacia atlantica de Ain Oussera sont plus riches en flavonoides pour les
deux parties de la plante (feuilles, fruits) que ceux de Laghouat dans le cas des femelles. Les
feuilles des pieds males sont moins riches en flavonoides pour les deux régions et sont ala méme
concentration.

Dans un souci de simplifier, les différents individus ont été classés par ordre décroissant
en teneur des composés phénoliques. Nous présentons alors, dans les histogrammes ci-dessous
les différentes valeurs du contenu en phénols totaux, en flavonoides pour chaque individu.
(Figure n°21, Figure n°22).
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Figure n°21: Comparaison de la teneur en polyphénols et en flavonoides des feuilles de

I’ensemble éudie de Pistacia atlantica.
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Figure n°22: Comparaison de lateneur en polyphénols et en flavonoides des fruits de I’ ensemble
étudie de Pistacia atlantica.



A lalumiere de ces résultats, on déduit que la variation de la teneur en flavonoides d’'un
individu a I'autre que se soit femelle ou méle est moins importante par rapport a celle des
phénols totaux pour les feuilles et présente un éendu de 15.55 mg/g. D’ autre part, on rote que
I” étendu pour les feuilles des femelles de la région de Laghouat est de 6.88 mg/g, alors gu’ils
est de 0.33 mg/g pour les feuilles des femelles de larégion de Ain Oussera. Quant au pieds
male cette valeur et de 1.8 mg/g.

Par ailleurs, pour les extrais des fruits, la variation de taux de flavonoides a comme
étendu, 11.63 mg/g pour la série d échantillons, 1.51 mg/g pour les échantillons de Laghouat et 9
mg/g pour les échantillons de Ain Oussera. La teneur maximale est toujours présentée par

I’extrait du fruit P.F2pg (fruits matures du pied femelle PoF, de Ain Ousserg).

Les extrais des feuilles sont riches en flavonoides par comparaison au fruits. En revanche,
s on parle de taux de flavonoides par apport aux teneurs en phénols totaux, la composition des
extrais phénolique de fruits est flavonoidique (presque la quasi-totalité de phénols totaux avec un
taux compris entre 54,19 % a 94,48 %. Par contre pour les extrais phénoliques des feuilles ce
taux présente une variation d'un individu a un autre. L’ étendu est de : 55.38 % pour les pieds
femelles (on remarque que la valeur maximale et la valeur minimale représentent deux individus
de la région2, mais I’éendu rédl d'individus de la région 1 est 19.39 %) et 13.93 % pour les
pieds males. Alors que cette variation dans les extraits de fruits a un éendu de 27.67 % pour
I”’ensemble d’'individu (on remarque que la valeur maximale et la valeur minimale représentent
deux individus de larégion 1 tandisque |’ étendu réel d’individus de larégion 2 est de 24.23 %).

Nos résultats sont en concordance avec les travaux phytochimiques décrits par Y ousfi et
al.2008. Concernant les fruits, par contre pour les feuilles, la différence est notée pour le taux des
flavonoides et plus précisément cette partie de la plante est plus riche en tanins. L’ explication de
cette différence concernant les tanins, réside dans le faite qu'ils sont synthétisés en abondance
chez certaines plantes parasitées ou encore par |’ attaque d’'une plante voisine (Goffart ,2002).
D’ aprés les donnés des travaux antérieurs |’ échantillon (individu) de Pistacia atlantica présente
au niveau de tronc un genre de champignon symbiotique, et les feuilles sont atteinte de gale.
Ainsi des études sur Pistacia lentiscus montre que les gales provoquent des mutations de
I"information génétique au niveau des feuilles qui influent directement sur e métabolisme de la
plante (Fabre, 1903).

D’ apres la synthése des différents résultats de dosage des composés phénoliques, on peut

constater que le classement décroissant de la quantité en polyphénols des échantillons
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d’individus éudiés est différent a celui de la quantité en flavonoides surtout si on parle en
pourcentage. Par conségquent, on peut conclure que la quantité de différents composés

phénoliques est un caractére spécifique pour chague individu.

[1.1.2 Analyse quantitative deslipides
[1.1.2.1 Teneur en lipides

Les huiles obtenues ont une couleur jaune-orange a |’ exception de celui de fruit immature
gui a une couleur jaune- verte. Ces huiles ont une odeur agréable et se solidifient partiellement a
température ambiante et cela est due a la composition des huiles en acides gras saturés. Ces
huiles contiennent une quantité importante en acides gras saturés (Yousfi et al., 2003 ;Y ousfi et
al., 2005).

Tableau VII: Lateneur des échantillons des graines de Pistacia atlantica en huile

Poids Echantillon
I:>1|:1L I:)lFZL I:>2|:1L I:>2|:2—1L I:>2|:2—2L

Masse dela prise d'essai (Q)

4919 | 52.82 | 51.84 | 4563 50.90

Masse de I'extrait (g) 16.41 | 16.64 | 18.83 | 12,55 12.72
0,

Teneur (%) 33.36 | 31.50 | 36.30 | 27.52 25.00

L’analyse de I’ensemble des résultats obtenus (Tableau VII) montre clairement que les
teneurs en huiles dans les échantillons étudies de Pistacia atlantica présente une moyenne de
32.17 % et un étendu de 8.78 % pour |’ensemble des deux régions (on remargue que la valeur
maximale et la valeur minimale représentent deux individus de la méme région Ain Oussera
cependant I’ é&endu des échantillons de la région de Laghouat est de 1.86 %). En parallele dans
les travaux antérieur de Yousfi et al. , 2003, on remarque que cette valeur atteint 52 % mais
pour un temps double d’ extraction et une récolte effectuée durant le mois d’ octobre donc un
fruit plus mature. En effet, c’'est claire que les graines sont relativement riches en matiéres
grasses, et sont bien classées parmi les graines oléagineuses, comme les graines de tournesol, de
sojaet dolive (20-42%) (Karleskind, 1992).
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I1.1.2.2 Analyse Quantitative desfractionsminoritairesdeslipides

[1.1.2.2.1 Taux des stérols totaux

La teneur en stérols totaux dans les échantillons d’ huiles a été déterminée a partir de la
courbe d’ étalonnage de cholestérol (annexe I), et exprimée en milligrammes par gramme d’ huile

en équivaent de cholestéral.

Tableau VIII : Quantité des stérols totaux dans les huiles de Pistacia atlantica

Echantillon | Concentration
(mg/g)

P;FiL 1,64 +0.07

P1FaoL 21,10 + 0.05

PoFy 12,01 + 0.03

PoFs.q 46,65 + 0.06

PoFsoL 27,20 + 0.05

Les résultats de cette analyse ci dessus (Tableau VIII) montrent que les huiles étudiées
contiennent des quantités importantes en stérols a I’ exception de fruits noirs de Laghouat (P1F1).
La teneur en stérols est trés variable et a un éendu de, 45.01 mg/g pour I’ensemble des
échantillons, 19.46 mg/g pour |’ échantillons de la région de Laghouat et de 34.64 mg/g pour

I’ échantillons de la région de Ain Oussera.

11.1.2.2.2 Taux des tocophérols totaux
Lateneur en tocophérols totaux dans les échantillons d  huiles a été déterminée a partir de
la courbe d'éaonnage de la vitamine E (annexe I), et exprimée en milligrammes par 100

gramme d' huile en équivaent de vitamine E.

Tableau I X : Quantité des tocophérols totaux dans les huiles étudiées de Pistacia atlantica

Echantillon| Concentration
(mg/100g)
=N 185,73+ 0.05
== 181,34 + 0.02
P,FyL 144,07 + 0.03
PoFoq 221,43 + 0.07
PoFoo 248,99 + 0.03
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Les résultats obtenus ci dessus (Tableau 1 X) montrent que lateneur de L’ huile du fruit du
Pistachier de I’Atlas en tocophérols totaux est importante (la moyenne= 183.146 mg/1000)
surtout i en compare cette teneur par rapport aux teneurs d autre huiles végétales alimentaires
tels que I’ huile de tournesol (67 mg/1009), et | huile d’ olive (20 mg/100g) (Karleskind, 1992).

La série d'échantillon étudiée présente un étendu de 104.92 mg/100g (on remarque que
la valeur maximale et la valeur minimale représentent deux individus de la méme régioncelle de
Ain Ousseramais |’ étendudes échantillons de la région de Laghouat est de 4 .385 mg/100g).

Il faux noté que le fruit immature de I’individu P,F, est plus riche en tocophérols totaux

que le fruit mature.

La synthése des différents résultats pour le dosage des lipides montre nettement que la
teneur en lipides et celle des fractions insaponifiables (stérols et tocophérols) est un caractére
spécifique pour chaque individu (Figure r°23).

C—teneur en hule %

40 300
a5 1] tocopharals totaux
0 I _ T 250 mgd 00g
& T stérols totau mg
= 2e ] ] -+ 200 e
2
g 20 -+ 140
15 +
E 100
=10 1+
1 -+ 50
1]

1 “1L .| .|| ]

P2F1 P1F1 PI1F2 P2F2-1P2F2-2

Figure n°23: Comparaison du contenu en lipide, en stérolstotaux et en tocophérols totaux des fruits de
I’ensemble éudie de Pistacia atlantica.

I1.2 Résultats de |’ é&tude du pouvoir antioxydant
[1.2.1 Test chimique DPPH

L es graphes ci-dessous représentent la variations du pouvoir antioxydant (Pl) en fonction
de la concentration de chaque extrait phénolique ou lipidique. (Figure 24 ; Figure n°25 ; Figure
n°26).
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Figure n°24: Courbes représentants | activité antioxydante des extraits phénoliques des feuilles par le

test du DPPH.
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Figure n°25: Courbes représentants I’ activité antioxydante des extraits phénoliques des fruits par le test

du DPPH.
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Figure n®°26 : Courbes représentants I’ activité antioxydante des extraits lipidiques des fruits par le test du
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Figure n°27 : Courbes représentants |’ activité antioxydante des antioxydants de référence par le test du
DPPH.

Les figures représentent la variations du pouvoir antioxydant (Pl) en fonction de la
concentration de chague extrait phénolique, nous aident a calculer le parametre ECsp (ECso «
efficient concentration » représente la concentration de I’inhibiteur nécessaire pour diminuer
50% des radicaux libres dans le milieu réactionnel) des  antioxydants présents dans les extraits
phénoliques exprimés en mg (en considérant une masse molaire moyenne des polyphénols de
500g). De méme, nous avons calculé le ECsp du Trolox (Figure r727/a), afin de le comparer
avec celui des extraits phénoliques et de la vitamine E (Figure rf27/b), pour le comparer avec
celui des lipides exprimés en mg/ml Les résultats obtenus a partir de ce test sont regroupés dans
le tableau X.
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Tableau X: Le pouvoir d'inhibition ECs, d’ échantillons éudiés

Polyphénols Lipides
Extraits EC50 mg Extraits | EC50 mg Extraits EC50mg
desfeuilles desfruits desfruits

P1F 1t 4,83+ 0.04 P1F1pg 7,37 £ 0.05 P.F. 11,65 +0.07
P1Fopt 8,13+0.07 P1Fapg 11,73 + 0.04 P.Fa 9,20 + 0.10
PoF 11 2,94+ 0.05 P2F1pg 6,40 + 0.07 P,F. 12,90 + 0.06
PaFopt 2,48+ 0.04 P2F2-1pg 3,09 + 0.05 P,Foq 5,48 + 0.07
PiM 10,8+ 0.04 P2F2.2pg 5,845+ 0.04 PoFoo 6,83 + 0.07
PM 8,44+ 0.05 | Trolox 46,74 + 0.07 Vit E 15,22 + 0.05
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Figure n°28: Classement croissant des extraits phénoliques selon leurs ECs,.
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Figure n°29: Classement croissant des extraits lipidiques selon leurs ECs,.
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Puisque les valeurs d'ECsp présentent les concentrations d’ inhibiteurs nécessaires pour
balayer 50 % des radicaux libres et qui sont inversement proportionnelle a |’ activité
antioxydante, d’apres le classement croissant schématisé de la figure n°28, on remarque que
I’ensembl e des extraits phénoliques ont un pouvoir antioxydant supérieur au Trolox, de méme
les extraits lipides sont aussi caractérisés par un pouvoir antioxydant imporatnt
comparativement la vitamine E (Figure n°29). En se basant sur les résultats obtenus, on peut
conclure que la variation de la capacité antioxydante de ces extraits comparativement a celle du
Trolox et la vitamine E pourrait principalement due a la présence de certaines molécules
potentiellement actives.

D’ apres les résultats du classement croissant des extraits phenoliques des femelles selon
leurs ECsp. on remarque que ce classement varie dans le méme sens dans les deux cas (extraits
de feuilles, extraits de fruits) dont les extraits des feuilles sont toujours les plus puissants. Ce
résultat peut étre expliqué ala présence de composés ayant les mémes structures chimiques dans
les deux parties de chaque échantillon mais a forte abondance dans les feuilles. En outre, les
feuilles des pieds femelles sont plus riches en espéces chimiques antioxydantes par rapport aux
feuilles des pieds males. Pareillement les extrait des pieds de Ain Oussera sont classes premier
c'est-a-dire les plus riches en antioxydants dans I’ ensembl e éudié de Pistacia atlantica.

Nous avons essayé de trouver une corrélation linéaire entre les valeurs d’ECso et les
teneurs en polyphénals, flavonoides et |e taux des flavonoides, mais on a trouvé un coefficient de
corrélation trés faible (R< 0.25) al’exception d ECsodes d extraits de fruits en fonction de la
teneur en flavonoides (R? = 0.7774) plus la pente chute rapidement plus I’ activité de ces extraits

est trés importante (Figure n°30).
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Figure n°30: Corrélation entre le pouvoir d’inhibition (ECs,) d’ extraits de fruits et lateneur en
flavonoides.
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La seule explication de I’indépendance de I’ activité antioxydante des extraits de feuilles
peut étre interprété par |’ existence de certaines molécules individuelles responsables de cette
activité.

Pour attester cette hypothese nous avons effectué le balayage de spectre UV —visible des
différents extraits phénoliques dans les mémes conditions. Les composés majoritaires ont été
obtenus a faible concentration de la solution mére (extraits) par contre les fractions minoritaires
ont été obtenues a une concentration plus éevée par rapport ala derniére (les dilutions sont
préparées dans le méthanol)

Les résultats trouvés sont groupés ci dessous dans les tableaux : X1, et XII.

Tableau Xl : Balayage de spectre de différents extraits phénoliques de feuilles de Pistacia atlantica

Echantillons | ? Langueur d’onde existantes nm (A : absorption)
COMpPOSES majoritaires Composés minoritaires
P1F1pt
218.3 (1.882 A) 355.3 (2.008 A)
276.0 (0.789 A) 356.0 (2.006 A)
657.0 (0.072 A)
PiF
17 2pf 218.3 (1.107 A) 271.0 (3.00 A)
276.0 (0.443 A) 358.5 (1.609 A)
659.7 (0.082 A)
PoF1pf
218.7 (2.0411A) 435.0 (0.580 A).
221.7 (2.801A) 608.8 ( 0.857 A)
225.0 (2.811A) 658.0 ( 0.194 A)
226.7 (2.823 A) 729.3 (0.829 A)
276.0 (0.896 A)
PaFop
218.0 (2.507 A) 354.0 (2.592 A)
276.0 ( 1.355 A) 657.0 (0.078 A)
727.0 (0.02 A
PiM
LV pf 218.2 (1.664A) 357.9 (2.5481A)
276.0 (0.777 A) 658.8 (0.838 A)
P.M
2P 281.0 (1.162 A)
218.0 (1.844 A) 312.0 (1.547 A)
276.0 (0.690 A) 438.5 (0.390A)
359.2 (1.520A)
608.8 0.847 A)
659.3 (0.181A)
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Tableau XI1: Baayage de spectre de différents extraits phénoliques de fruits de Pistacia atlantica

Echantillons | ? Langueur d’onde existantes nm (A : absorbance)
COMPOSES majoritaires | cComposés minoritaires
P1Fipg 2204 (2.721A)
223.7 (2.710 A) /
231.6 (2.000 A)
275.6 (0.017 A)
P1Fapg 309.8 (1.711A)
213.0 (2.416 A) 420.7 (0.410 A)
268.6 (0.692 A) 444.7 (0.144 A)
353.0 (0.281A) 472.7 (0.110 A)
626.0 (0.078 A)
667.0 (0.013 A)
P2F1pg 282.0 (2.107A)
2136 (2.107 A) 307.5 (0.710A)
218.0 (2.120A) 423.0 (0.143A)
269.6 (0.953 A) 444.7 (0.136A)
352.8 (0.402 A)
PaF2-1pg 217.8  (3.000 A) 311.8 (1.3594A)
218.8 (2.007 A) 421.7 (0.159A)
2275 (3.000 A) 445.0 (0.152A)
270.7 (2.782A) 4725 (0.114A)
353.0 (1.004 A) 626.0 (0.078A)
667.0 (0.013A)
PaF2-20q 412.0 (0.373A)
217.0 (2.792A) 442.8 (0.301A)
218.7 (2.623A) 472.2 (0.235A)
2225 (2.794A) 532.0 (0.049A)
273.8 (2.082A) 667.8 (0.090A)
356.3 (0.223A) 281.7 (1.961A)
307.2 (2.278A)

L’ analyse spectrale UV reflete la teneur en phénols totaux, en flavonoides ainsi que les

fréquences de chague fraction on peut prédire les techniques de dosages utilisés pour ces
composés sont fiables.

D’ apres cette analyse on peu conclure que le classement des extraits phénoliques selon
leur ECso dépend principalement de leur fractions majoritaires communes (?= 218nm; ?=
276nm) dans le cas des extraits des feuilles. Nous renseigne sur le statut antioxydant de Chague
extraits : plus I'extrait est riche en ces composés plus leur ECso diminue, sans oublier les

fractions minoritaires aussi.



Par contre pour les extraits de fruits leurs spectre d absorption est largement varies de
I’'un a I’ autre presgue absence de spectres communs a I’ exception de pic (?=218 nm) pour les
échantillons de la région de Ain Oussera. Une explication ssmple de cette variation, c’est que

I"activité des flavonoides a piéger les radicaux dépend essentiellement de leur structure

individuelle et de leur taux dans |’ extrait.

La position de la double liaison dans le cycle C ains que le nombre et/ou la position des
groupements hydroxyles (OH), sont les éléments les plus importants pour expliquer
I’augmentation ou la diminution de |’ activité antiradicalaire de nos extraits phénoliques (Figure

n°31) (Marfak, 2003).

Figure n°31: Eléments essentiels pour | activité antioxydante des flavonoides (Marfak, 2003).
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Figure n°32: Corrélation entre le pouvoir d'inhibition (ECsy) des lipides et la teneur en stérols totaux (a)

et en tocophérols totaux (b).

Dans le cas des lipides, nous avons trowé une corréation linéaire entre les valeur d’
ECso et lateneur en stérols totaux (R?=0.80) et en tocophérols totaux (R°=0.75) (Figure n°32).

L’ activité antioxydante des lipides dépend principalement de ces composes antioxydants et de
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leurs concentrations, plus I’extrait lipidique est riche en ces dernier plus ECso diminue plus

I’ extrait est antioxydant.

11.3.2 Test biologique (test d’hémolyse)

L es pourcentages d’ inhibition du test d’hémolyse déduits de ces différentes mesures pour

des concentrations de 10°M et 10°M sont présentés dans |e tableau XII1.

Tableau XII1: Le pourcentage d'inhibition des extraits phénoliques dans le test d’ hémolyse

Extraits Inhibition d”hémolyse (%) Extraits | Inhibition d’hémolyse (%)

desfeuilles 10°M 10°M desfruits 10°M 10°M
P1Fipe 57,02+ 0.05 | 17,93+ 0.07 P1F1pg 80,55 + 0.06 13,70 + 0.05
P, Fopr 4411+ 0.08 | 16,15+ 0.05 P:Fopg 62,00 £ 0.04 17,93 + 0.06
PoF1pt 79,13+ 0.04 | 17,02+ 0.10 P2F 1pg 68,42 + 0.07 15,29 + 0.10
P2Fop 66,84 + 0.05 | 18,93+ 0.07 P2F.1pg 78,30 = 0.10 15,29 + 0.05
PiM 41,93+ 0.10 | 17,93+ 0.06 P2F 2200 82,70 + 0.05 17,02 + 0.07
P.M 36,70+ 0.07 | 13,70+ 0.04 vit C 28,70 + 0.05 51,39 + 0.07

Dans ce test biologique les hématies sont soumises a une agression oxydante (production
controlée de radicaux libres). L’ oxydation radicalaire des acides gras des membranes lipidiques
(peroxydation lipidique) des globules rouges conduite finalement a I’ hémolyse et a la libération
d’ hémoglobine dont I’ absorbance est mesurée a 405 nm. Les composés possédants une activité
antioxydante retardent |I’hémolyse par rapport au témoin. Les interactions entre les especes
réactives et les antioxydants putatifs dépendent de plusieurs paramétres biologiques, physiques et
chimiques tel que la structure, lataille, la solubilité et le potentiel oxydo-réducteur.

A fin d'étudier I'activité antioxydante des extraits phénoligues vis-avis de |’ agression
radicalaire, nous avons suivis I'influence de la concentration des extraits phénoliques sur le
pouvoir d'inhibition. Généralement, un bon inhibiteur est un agent ayant une activité
antioxydante qui varie proportionnellement avec sa concentration. Dans le cas ou I’inhibition
diminue avec I’augmentation de la concentration de I’ extrait phénolique, I'inhibiteur joue le réle

d’ un pro-oxydant.
Selon I’ensemble des résultats obtenus (Tableau XIlII), la magorité de nos extraits ne

reflétent pas une relation proportionnelle entre le pourcentage d'inhibition et la concentration de

ces derniers par ce que |’extrait est trés concentré & 10°M ce qui a provoqué une action pro-
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oxydante. On peut déduire alors, que tous |es agents antioxydants présentant dans nos extraits se

sont des bons inhibiteurs a faible concentration 10°°M.

Dans les conditions de ce test, les radicaux libres sont générés dans le milieu aqueux et
réagissent avec les lipides membranaires des érythrocytes durant I’hémolyse. Néanmoins, les
antioxydants lipophiles sont les plus efficaces, en effet les antioxydants hydrophiles agissent de
facon significative mais ils ne peuvent pas protéger directement la membrane des hématies. En
outre, les composeés hydrophobes qui s insérent dans la double couche lipidique ou indirectement
régénérent autres antioxydants et/ou entrent dans divers processus enzymatiques (Lesgards,
2000).

L’ acide ascorbique Sest avéré |'antioxydant primaire dans le plasma (Frei, 1990) il est
classe parmi les antioxydants les plus puissants connus, or si I’on se base sur la concentration
utilisée (10°M), on constate que tous les extraits sont plus efficace contre |’ oxydation des lipides
dans la membrane d'érythrocyte que la vitamine C. Cette différence d’ activité pourra étre due a
I’ effet de la solubilité des composés dans le milieu réactionnel.

Puisque I’ acide ascorbique (vitamine C) est classé comme un composé hydrosoluble, il
peut agir aors contre la propagation radicalaire dans la phase agueuse. Or nos extraits
phénoliques montrent des activités a I’encontre des radicaux libres plus efficaces que celle
observée pour I’ acide ascorbique, ce qui nous amene a déduire que ces substances peuvent

sinsérer dans la membrane érythrocytaire pour se défendre contre I’ agression radicalaire.

Lesfeuilles des pieds femelles de Ain Oussera sont toujours classés premier par rapport a
celle de Laghouat, mais ke classement cette fois ci dépend de la teneure en polyphénols totaux
pour chaque région al’ opposé des feuilles des pieds males.

Par ailleurs le classement croissant des extraits phénoliques des femelles selon leurs Pl a
10°M est différent dans les deux cas (extraits de feuilles ; extraits de fruits) mais les extraits des
fruits sont plus puissants.

Nous avons également, tracé la courbe représentant la relation entre les valeurs de ECs et

celle du taux d'inhibition d’hémolyse pour les différents extraits (Figure r°33).
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Figure n°33: Variation des vaeurs de ECs, en fonction du pourcentage d'inhibition du test d” hémolyse.

Une corréation significative a éé observé (R = 0.80) pour les phénols des feuilles
Cette coordinence entre ces deux tests, peut étre interpréter, soit que les composés phénoliques
présents dans les extraits ayants le méme effet sur le balayage des radicaux libres soit les milieu
réactionnels comportent des radicaux libres anal ogues.

Par contre cette corrélation est faible dans le cas des extraits de fruits (R < 0.4) malgré
que les extraits de fruits aient une activité plus importante que les extraits de feuilles pour les
mémes concentrations dans ce test, cela peut étre due a la différence d’ activité chimique des
composés phénoliques individuels congtituant les extraits, de méme I’ analyse spectrale montre
gue les structures présentes dans ces derniers est tres varies bien qu’ils soient moins riches en

polyphénols.

En effet, les paramétres qui peuvent agir sur les capacités antioxydantes des extraits dans
les deux tests sont le pH, la solubilité, la concentration, la structure, la taille et le potentiel
oxydo-réducteur. La présence de certains agents biologiques qui peuvent agir en synergie avec
les composes phénoliques.

En conséquence le balayage de spectre UV des extraits phénoliques confirme I’ existence
d' une variabilité qualitative et quantitative selon les marqueurs bio-organiques choisis (les
phénols totaux et les flavonoides).

L’ activité antioxydante étudiée varie en fonction de la composition de chaque extrait et

refléete toujours cette variabilité qui pourrait étre due aux différents facteurs abiotiques:

- Le niveau et la qualité du spectre lumineux. La quaité de la lumiére (dans le visible ou
I’'UV) intervient dans la régulation de I’ expression de plusieurs génes de la voie de biosynthese

des phénylpropanoides. C'est le cas des genes qui codent pour des activités enzymatiques
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comme la phénylaanine-ammonia lyase (PAL), ou la cinnamate 4- hydroxylase (C4H). Aing, les
conditions de lumiere appliquées (absence ou présence d’'UV) pourraient jouer un role

déterminant vis a vis de la teneur en polyphénals.

- La température. Elle détermine fortement le niveau d’ activité des enzymes impliquées
dans la synthese des polyphénols. En conséquence, les diverses conditions thermiques pourraient
engendrer des modifications importantes dans la concentration finale en polyphénols.

- Lanutrition azotée. La PAL (phénylalanine ammonia-lyase) est une étape enzymatique
majeure dans la voie de synthése des polyphénols. Cette enzyme transforme la phénylaanine en
acide cinnamique, en libérant un ion ammonium. Ce mécanisme conduit au recyclage de I’ azote
de la phénylalanine, cet ammonium étant ensuite réabsorbé dans le métabolisme des acides
aminés via la glutamine synthase. Plusieurs travaux indiquent que le métabolisme des

polyphénols est inhibé par des apports importants en nitrate.

D’autres facteurs environnementaux pourraient probablement jouer un réle dans la
synthése de polyphénols comme la teneur en CO; (interaction C/N), ou le niveau de stress

oxydant (ozone notamment).

En particulier pour ce qui concerne le métabolisme des polyphénols et des
terpénes/stérals, il se fait d’une maniere accrue en réponse au stress oxydant. Ce stress oxydant
pouvant lui méme étre déclenché par de multiples facteurs abiotiques (UV, O3, etc.) ou biotiques
(espéces réactives de I'oxygene provenant de processus infectieux lors de |'attaque de
phytopathogenes, etc.) (Benard et al., 2008).

De méme pour les lipides, en prenant le cas de Thymus vulgaris, les composantes
chimiques du meétabolite secondaire (I’huile essentielle) varient sdon le climat et
I’environnement. Cette variabilité a donc conduit les pharmaciens & donner un nom scientifique a
chaque chémotype, annoté de facon a connaitre les principaux constituants, qui auront des
propriétés définies (Amiot, 2005).

Les variations génétiques (au niveau de gene) influent fortement sur la synthese des
protéines (surtout les enzymes des chaines métaboliques), et cela est détecté a différents

niveaux (la transcription, la traduction, produit finale).

L es flavonoides résultent de la combinaison de deux voies biogénétiques.
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voiel: voie shikimate conduisant a un acide cinnamique appelée aussi voie aromagenése
ou cyclogenése
voie2: voie acétate- malonate (Heller et Forkmann, 1993).

L'éude biogenétique de neufs échantillons dhuiles de graines de kénaf (Hibiscus
cannabinus) permis de distinguer deux groupes d'huile selon leur teneur en acides gras libres par
Chromatographie en Phase Gazeuse. Les principaux constituants de l'insaponifiable (Les
tocophérols et stérols) ont été étudiés de fagcon quantitative et qualitative par HPLC (Magliozzi
et Farines 1996).

Donc les lipides et les flavonoides sont des bons marqueurs génétiques pour |’ éude

de variabilité biogénétique de Pistacia atlantica dans différents écotypes.

I1.4 Résultats de I’ éude d’ activité antileishmanienne

Sachant que la variation de pH influe énormément sur les leishmanies, nous avons
commence par tester |’ effet de nos extraits sur le milieu RPMI. Le résultat été que ces extraits
guelques soit leur nature, ils ne font pas varier le pH et par conséquent pas d'action sur les
leishmanies par ce biais|a.

De méme nous avons testé I'effet du méhanol a 20% sur la culture (par ce que nos
extraits phénoligues sont conservés dans ce solvant) et on a pu constaté que ce dernier n’a aucun
effet sur les leishmanies. Ces résultats nous encouragent atester |’ activité de ces extraits contre
les leishmanies.

Nos résultats sont illustrés a travers les tableaux et les histogrammes ci-dessous.
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[1.4.1 Activité antileishmanienne des extraits phénoliques

I1.4.1.1 Effetsdesextraits phénoliquessur L .infantum

A/ Extraits phénoliques des feuilles

1-Extrait phenoliques PiFypt
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Figure n°34: Numération de L .infantum en présence de différentes concentrations de I’ extrait

phénoliques des feuilles de Pistacia atlantica P;Fy,¢ en fonction de I’ &ge de la culture (Concentration
minimale effectrice).
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Figure n°35: Numération de L .infantum en présence de différentes concentrations de I’ extrait

phénoliques des feuilles de Pistacia atlantica P;Fy,¢ en fonction de |’ &ge de la culture (Concentration

cytotoxique).
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Selon les représentations graphiques du comptage de promastigotes en présence de
différents concentrations de I'extrait (2, 4, 10, 20pg/ml) (Figure r£34) et comparativement au
témoin, on remarque que les leishmanies sont sensibles & ces doses de I’extrait au 1 jour de
cycle de vie c'est-a-dire qu'ils ont un pouvoir d'inhibition de la croissance, mais au bout du 4°™®
jour le parasite s adapte et revient ala prolifération pour les concentrations 2, 4 et 10pg/ml .

L’ explication que nous pouvant donner a ces résultats est que ces concentrations sont
insuffisantes pour inhiber la croissance des leishmanies le long du cycle biologique malgré, une
allure de courbe de croissance différente de celle du témoin. On retient par conséguent que la
concentration minimale effectrice antiproliférative qui a un effet sable le long du cycle
biologique de leishmanies est de 20 pg/ml.

Pour déterminer la concentration cytotoxique nous avons augmenté les concentrations de
I’extrait jusqu al00 et 150ug/ml. Les résultats montrent clairement que ces doses sont toxiques
ou leishmanicides (pas de croissance et atération des leishmanies), ceci éant proportionnel ala
concentration de |’ extrait (Figure n°35).
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Figure n°36: Numération de L .infantum en présence de différentes concentrations de |’ extrait

phénoliques des feuilles de Pistacia atlantica P,F,,¢ en fonction de I’ ége de la culture.

On remarque que les résultats obtenus avec les extraits phénoliques du 2°™ pied femelle
de Ain Oussera sont similaires de ceux de Laghouat a quelques exceptions. En effet aprés 24h
4éme-

d’incubation on note une diminution de la prolifération a toutes les doses suivie vers le jour,

d’une adaptation et d’une multiplication importante a la dose de 2ug/ml. A I’opposé, pour cet
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extrait la dose de 4 pg/ml savere la concentration minimale effectrice et 20pug/ml la dose
cytotoxique (Figure n°36).
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= 50 - P2M1/ feuilles
E
c
S 40 -
.g
o 30 A
S
£ 20 A
<
0
s 1N
S
S 0 == m r-:l:h
JO J1 Ja J5 J6 J7

O Témoin 168 52 r 25 1389 9

B 4ug/ml 168 3,83 22,7 38,76 25,83 9,8

O Dugml 168 4,56 194 42,02 29,09 1346

O 20ugml 168 47 121 26,06 1313 9,76

B 50udml 168 297 14,86 2387 1473 54

age de la culture (jour)

Figure n°37: Numération de L .infantum en présence de différentes concentrations de |’ extrait
phénoliques des feuilles de Pistacia atlantica P,M, en fonction de |’ &ge de la culture (Concentration
minimale effectrice).
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Figure n°38: Numération de L .infantum en présence de différentes concentrations de I’ extrait

phénoliques des feuilles de Pistacia atlantica P,M, en fonction de |’ &ge de la culture (Concentration

cytotoxique).
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On remarque que les leishmanies sont peut sensible au extraits phénoliques du pied male
de Ain Oussera et particuliérement a faible doses (4, 10, 20ug/ml) (Figure VII. 17). En effet
I"alure de la courbe de croissance des leishmanies soumises a cet extrait est similaire a celle du
témoin. Néanmoins a 50ug/ml dextrait phénolique la prolifération est minimale, ce qui nous
permet de déduire que la dose de 50ug/ml constitue la concentration minimale effectrice
(antiproliférative).

Pour déterminer la concentration cytotoxiques nous avons augmenté les doses al00 et
150pg/ml. Les résultats montrent clairement que ces doses sont toxiques ou leishmanicides (pas
de croissance et atération des leishmanies), ceci étant proportionnel a la concentration de

I extrait. (Figure n°38).
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Figure n°39 : Numération de L .infantumen présence de différentes concentrations de I’ extrait
phénoliques des fruits de Pistacia atlantica P;F;,4 en fonction de |’ &ge de la culture (Concentration

minimal e effectrice).
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Figure n°40 : Numération de L .infantum en présence de différentes concentrations de I’ extrait

phénoliques des fruits de Pistacia atlantica P;F;,4 en fonction de I’ &ge de la culture (Concentration

cytotoxique).

Concernant les phénols de fruits de Laghouat, ils ne sont actifs qu a partir de la dose de
50ug/ml. On effet en présence de 4, 10 et 20ug/ml d’ extrait (Figure n°39), les leishmanies
proliférent autant que le témoin, si ce n’est plus. A I'opposé, & 50pg/ml on note par rapport au
témoin, une multiplication moindre et une phase de déclin plus rapide et plus importante ce qui

nous permet de déduire que 50ug/ml représente la concentration minimale effectrice.

Pour déterminer la concentration cytotoxiques nous avons augmenté les concentrations de
I’extrait jusqu al00 et 150pg/ml. Les résultats montrent que ces doses sont toxiques ou
leishmanicides (pas de croissance et atération des leishmanies), proportionnellement a la

concentration de | extrait (Figure r°40).
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Figuren®°4l : Numération de L .infantum en présence de différentes concentrations de |’ extrait
phénoliques des fruits de Pistacia atlantica P,F,.1,€n fonction de |’ &ge de la culture (Concentration
minimale effectrice).
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Figure n°42: Numération de L .infantum en présence de différentes concentrations de I’ extrait
phénoliques des fruits de Pistacia atlantica P,F..;,en fonction de I’ &ge de la culture (Concentration
cytotoxique).

A travers |’ histogrammes du figure n°41 on note que L.infantum est trés peu sensible aux
extraits phénoliques de fruits mature de Ain Oussera et aux concentrations 4, 10, 20 et 50ug/ml.
Cette observation découle de I’ allure de la courbe de croissance des |eishmanies soumises aux
différentes concentrations d’ extraits phénoliques qui est superposable a celle du témoin et avec

un effectif plusimportant. Ce ci hous a pousse a augmenter les doses a 100, 150 et 200ug/ml.
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Ainsi nous avons définie la concentration minimale effectrice et qui est de 150ug/ml

alors que la dose cytotoxique est supérieure a 200 ug/ml (Figure n°42).

3-Extrait phénoliques P>F;»
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Figure n°43: Numération de L .infantum en présence de différentes concentrations de |’ extrait
phénoliques des fruits de Pistacia atlantica P,F,.,,4en fonction de I age de |a culture (Concentration
minimale effectrice).
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Figure n°44: Numération de L .infantum en présence de différentes concentrations de |’ extrait
phénoliques des fruits de Pistacia atlantica P,F..,,q en fonction de I’ &ge de la culture (Concentration
cytotoxique).
Les extraits phénoliques des fruits immatures semblent plus actifs que ceux des fruits

matures du méme pied femelle de Ain Oussera. En effet les leishmanies montrent une
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multiplication moindre par rapport a celle du témoin et méme a des doses faibles telle que 2 et

4pug/ml (Figure n°43. Cependant a la dose de 10pug/ml le rendement antiprolifératif est constant

(stable) et meilleur. Par conséquent la concentration minimale effectrice ou antiproliférative

serait 10pg/mi.

De méme pour déterminer la concentration cytotoxique on a augmenté les concentrations

de I'extrait a100 et 150pg/ml. Les résultats montrent que ces doses sont toxiques ou

leishmanicides. Une action plus importante & 150pug/ml (Figure n°44).

I1.4.1.2 Effetsdes extraits phénoliques sur L .major
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Figure n°45: Numération de L .major en présence de différentes concentrations de |’ extrait phénoliques

des feuilles de Pistacia atlantica P;F; en fonction de I’ &ge de la culture (Concentration minimale

effectrice).
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Figure n°46: Numération de L .major en présence de différentes concentrations de |’ extrait phénoliques

des feuilles de Pistacia atlantica P;F;, en fonction de I’ &ge de la culture (Concentration cytotoxique).

Sdon les représentations graphiques on note que les concentrations 2 et 4 ug/ml (Figure

n°45) sont tres insuffisantes et n’ont qu’ une action trés faibles comparativement au témoin.

Par contre a 10ug/ml I'action inhibitrice de la prolifération est évidente et encore plus
importante a 20 ug/ml. On déduit que la concentration minimale effectrice est de 10ug/ml.

Pour déterminer la concentration cytotoxiques nous avons augmenté les doses a 75 et

100pg/ml. Les résultats montrent clairement que ces doses sont toxigues ou leishmanicides
(Figure n°46).
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2-Extrait phénoliques PoFpt

N° de leishmanie(million/ ml)

gl il

Jo

J1

J4

J5

J6

P2F2/ feuilles

O Témoin

1,32

2,68

3,58

3,43

2,96

W 2pg/ml

1,32

1,48

2,46

3,03

2,06

0 4 pgml

132

1,38

24

1,38

0,84

0O 10pg/ml

132

13

148

122

0,54

| 20 ug/ml

1,32

114

0,5

0,42

0,24

age de la culture(jour)

Figure n°47: Numération de L .major en présence de différentes concentrations de I’ extrait phénoliques

des feuilles de Pistacia atlantica P,F,, en fonction de I’ &ge de la culture.

Les composés phénoliques de feuilles du 2°™

pied de Ain Oussera semble tres actifs et a
faibles concentrations 2, 4, 10 et 20pug/ml (Figure n°47). En effet leur activité commence a la
dose de 2ug/ml et dle est plus marquée a 4pg/ml. Cette activité se révéle proportionnelle a leur
concentration Ainsi la concentration de 2ug/ml qui a un effet stable (constante) le long du cycle
biologique par rapport au témoin, constitue la concentration minimale effectrice, alors que la

dose cytotoxique est de 20ug/mil.

3-Extrait phénoliques PoM py
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Figure n°48: Numération de L .major en présence de différentes concentrations de |’ extrait phénoliques
des feuilles de Pistacia atlantica P,M en fonction de I’ &ge de la culture (Concentration minimale
effectrice).

80



=3 4 - P2M1/ feuilles
e
S 3,57
g 3 1
Q
g 2,551
£
5 2
Q9 1,5 -
3
0 1+
Z
0,5 ~
0 Jo J1 J2 J3 J4 J7
O Témoin 17 2,54 3,64 184 16€ 147
= 75,9 176 192 2,1 144 0,96 0,7
O 10Cua 176 124 0.85 0.73 067 04
age de la culture(jour)

Figure n°49: Numération de L .major en présence de différentes concentrations de |’ extrait phénoliques

des feuilles de Pistacia atlantica P,M en fonction de I’ &ge de |a culture (Concentration cytotoxique).

Un fait remarquable est illustré par les histogrammes ci-dessus. En effet I’ ensemble des
concentrations a savoir 4, 10, 20 et 50ug/ml, ne montre aucune activité au cours d la phase
exponentielle du cycle biologique des leishmanies (Figure n°48), mais a |’ oppose et a partir de
5°M¢ jour le déclin est trés important et rapides pour |'ensemble des concentrations et
comparativement au témoin. Par conséquent la concentration minimale effectrice est de 50 ug/ml.
Le test a été refait avec des concentrations plus élevées a savoir 75 pg/ml et 100ug/ml pour

définir la dose cytotoxique (Figure n°49). Les résultats montrent qu’ elle est de 100pug/ml.
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Figure n°50: Numération de L .major en présence de différentes concentrations de |’ extrait phénoliques
des fruits de Pistacia atlantica P, F,, en fonction de I’ &ge de la culture (Concentration minimale
effectrice).
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Figure n°51: Numération de L .major en présence de différentes concentrations de I’ extrait phénoliques

des fruits de Pistacia atlantica P, F,,q en fonction de I’ age de la culture (Concentration cytotoxique).

Les résultats de I’ extrait phénolique de fruits de Laghouat sont comparables a ceux des
feuilles du pied male de Ain Oussera.En effet, les concentrations croissantes ne montrent pas
d’ activité au cour de la phase exponentielle du cycle biologique des leishmanies mais a partir du
5°M jour (la phase de déclin), I’ activité des différents concentrations s avére plus efficace avec
un meilleur rendement a la concentration de 50ug/ml (Figure n°50). Cette concentration
représente la concentration minimale effectrice. Pour arriver a la dose cytotoxique, les
concentrations ont été augmentées a 75 pg/ml et 100ug/ml. La concentration de 100pug/mi

S avere la dose cytotoxique (Figure n°51).
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2-Extrait phénoliques PoF2.1pyg

0_

N° de leishmanie(million/ml)
N

Jl

Ja

J5

J6

P2F2-1/fruits

J7

O Témoin

242

3,36

2,96

22

2,01

B 4ug/ml

17

35

132

114

0,94

0 Dugml

234

3,36

122

148

0 20 pgml

17

34

124

08

B 50ud/ml

BIERER BE

17

32

102

094

0.78

age de la culture(jour)

Figure n°52: Numération de L .major en présence de différentes concentrations de I extrait phénoliques
des fruits de Pistacia atlantica P,F,,4 en fonction de I’ age de la culture (Concentration minimale

effectrice).
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Figure n°53: Numération de L .major en présence de différentes concentrations de I’ extrait phénoliques
des fruits de Pistacia atlantica P,F..1,4 €en fonction de I’ 8ge de la culture (Concentration cytotoxique).

Encore une fois, les extraits phénoliques des fruits matures du pied de Ain Oussera
(Figure n°52) donnent les mémes résultats que ceux des feuilles du pied male de la méme région
et ceux des fruits mature du pied de Laghouat par conséguent une concentration minimale
effectrice de 50pg/ml et  une concentration cytotoxique de 100pg/ml. Selon [I'alure

d’ histogramme une concentration de 150ug/ml donnerait les meilleurs résultats (Figure n°53).
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3-Extrait phénoliques P>F»»
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Figure n°54: Numération de L .major en présence de différentes concentrations de I’ extrait phénoliques

des fruits de Pistacia atlantica P,F,., en fonction de |’ &ge de la culture.

On note a travers cet histogramme, que les extraits phénoliques des fruits immatures
donnent de meilleurs résultats par rapport a ceux des fruits matures. En effet, ils sont actifs a
toutes les concentrations 2, 4, 10 et 20ug/ml et au cours des deux phases du cycle biologique
(Figure n°54), mais cette action dinhibition de la prolifération des leishmanies est
proportionnelle a la concentration en extrait phénolique. Ainsi la concentration de 2ug/mi
constitue la concentration minimale effectrice et 20pg/ml la dose cytotoxique.



I1.4.2 Activité antileishmanienne des extraitslipidiques
I1.4.2.1 Effetsdesextraitslipidiquessur L. infantum

1-Extrait lipidique P1F1.
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Figure n°55: Numération de L. infantum en présence de différentes concentrations de I’ extrait lipidiques

des fruits de Pistacia atlantica P, en fonction de I’ &ge de la culture (Concentration minimale

effectrice).
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Figure n°56: Numération de L. infantum en présence de différentes concentrations de I’ extrait lipidiques
des fruits de Pistacia atlantica P,y en fonction de I’ &ge de la culture (Concentration cytotoxique).

Selon I’ histogramme ci-dessus, les extraits lipidiques semblent moins actifs que les
polyphénols en général. En effet, les extraits lipidiques ont une concentration minimale effectrice
a 75ug/ml (Figure n°55). (4ug/ml pour les polyphénols) et une dose cytotoxique a 100ug/mi
(Figure n°56) (20ug/ml pour les polyphénals).
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2-Extrait lipidique PoF>.1
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Figure n°57: Numération de L. infantum en présence de différentes concentrations de |’ extrait lipidiques

des fruits de Pistacia atlantica P,F,.;; en fonction de I’ &ge de la culture (Concentration minimale

effectrice).
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Figure n°58: Numération de L. infantum en présence de différentes concentrations de |’ extrait lipidiques

des fruits de Pistacia atlantica P,F,.;; en fonction de I’ &ge de la culture (Concentration cytotoxique).

Les résultats du deuxieme essai, confortent ceux du premier. Les extraits lipidiques des
fruits matures de Ain Oussera sont beaucoup moins actifs que les extraits phénoliques des
feuilles. En effet les extraits lipidiques ne montrent une action inhibitrice efficace qu'a la
concentration de 75ug/ml (Figure n°57), alors gu’' elle est a 4pg/ml pour les phénols. C'est la
seule concentration qui a montré une activité inhibitrice constante au cours des deux phases du

cycle biologique de leishmania. Quant a la dose cytotoxique elle est de 100 ug/ml (Figure n°58).
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3-Extrait lipidique PF2.o
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Figure n°59:Numération de L. infantum en présence de différentes concentrations de I’ extrait lipidiques

des fruits de Pistacia atlantica P,F,,,_en fonction de |’ age de la culture (Concentration minimale

effectrice).
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Figure n°60: Numération de L. infantum en présence de différentes concentrations de |’ extrait lipidiques
des fruits de Pistacia atlantica P,F,,,_ en fonction de I’ age de la culture Concentration cytotoxique).

Les résultats des extraits lipidiques des fruits immatures de Ain Oussera sont similaires a
ceux des fruits matures par consequent la concentration minimale effectrice est de 75ug/ml
(Figure n°50) et la dose cytotoxique est de 100 ug/ml (Figure n°60).
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1-Extrait lipidique P1Fy.

I1.4.2.2 Effetsdes extraitslipidiquessur L .major
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Figure n°61: Numération de L. major en présence de différentes concentrations de I’ extrait lipidiques
des fruits de Pistacia atlantica P;F,._en fonction de I’ &ge de la culture (Concentration minimale
effectrice).

Les histogrammes ci-dessus (Figure n°61) montre bien que seule la concentration de
75ug/ml possede un effet inhibiteur de la croissance des leishmanies au cours des deux phases
du cycle biologique. Par contre avec la concentration de 50ug/ml les leishmanies évoluent de la

méme fagon que le témoin jusqu’ au 4°™ jour de culture ol on voit nettement I’inhibition de la
croissance.

Nous avons retenu comme concentration minimale effectrice 75ug/ml qui a montré une

activité antileishmanienne constante durant tout le cycle.
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2-Extrait lipidique PoF>.1
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Figure n°62: Numération de L. major en présence de différentes concentrations de I’ extrait lipidiques
des fruits de Pistacia atlantica P,F,.;; en fonction de I’ &ge de la culture (Concentration minimale
effectrice).

Les extraits lipidiques des fruits matures de Ain Oussera donnent des résultats similaires
aux extraits lipidiques de fruits matures de Laghouat. Par conséguent la concentration minimale
effectrice est de 75ug/ml (Figure n°62). Elle a assuré une inhibition de la prolifération durant les

deux phases du cycle biologique des leishmanies et comparativement au témoin.
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Figure n°63: Numération de L. major en présence de différentes concentrations de I’ extrait lipidiques
des fruits de Pistacia atlantica P, F,.,. en fonction de I’ &ge de la culture (Concentration minimale
effectrice).
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Concernant les lipides des fruits immatures de Ain Oussera, ils ont la méme activité que
ceux des fruits matures. 1l en découle que la concentration minimale effectrice est de 75ug/ml
(Figure n°63).

Ayant remarquer que pour I’ensemble des extraits lipidiques, la concentration minimale
effectrice était la méme, nous avons regroupé I’ensemble des extraits lipidiques des fruits
(mature et immature) et nous les avons testé a une concentration qui est de 100ug/ml (Figure
n°64).

Les résultats figurent dans I’ histogramme ci-dessous. A cette concentration, |’ ensemble
des extraits montre une activité cytotoxique. Cette cytotoxicité est plus importante pour I’ extrait
de fruits immatures de Ain Oussera suivie de I'extrait de fruits matures de la méme région et

enfin I’ extrait de fruits matures de Laghouat. Mais cette différence n’ est pas significative.
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Figure n°64: Numération de L. mgjor en présence de 100g des extraits lipidiques des fruits de Pistacia

atlantica en fonction de ' &ge de la culture (Concentration cytotoxique).

L’ effet cytotoxique sur les leishmanies a éé étudié par une observation microscopique,
une goutte de la culture a été examinée entre lame et lamelle en microscope ordinaire, ains
gu’ un frottis coloré au Giemsa. Les éléments au quels hous avons accordé un intéréts sont :
-Lamobilité de laleishmanie : signe de viabilité.

-La morphologie générale.
Auss bien pour I'effet des phénols que les lipides sur, L. infantum et L. major, nous

avons observes les anomalies suivantes par rapport au témoins (Figure n°65/a) :
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-Taille réduite : un corps ramasse avec un flagelle long ou frisé (Figure n°65/b).

-Forme ovoides trés granuleuse avec un flagelle court épais et parfois absent rappelant les formes
amastigotes (Figure n°65/c).

- forme a contour irrégulier : on note une discontinuité de la membrane cytoplasmique et du
flagelle et méme de la membrane nucléaire et donc le noyau devient 1&che (Figure n°65/d).

- forme dépourvue de la membrane cytoplasmique donnant I'aspect d'un cytoplasme en

dispersion (Figure n°65/e).

i "

Figure n°65: Morphologie des formes promastigote & des doses toxiques d’ extraits comparativement au

témoin (Lames colorées au Giemsa grossissement X 100).

Afin de synthétiser nos résultats nous avons dressé un tableau comparatif (Tableau XI11)

entre les différents extraits et leurs activités sur les deux espéces de leishmania:
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Tableau XI11: Intervales de concentrations Effectrices des différents extraits de Pistacia Atlantica sur
L .Infantumet L .major

Extraits Intervalle de Concentrations Effectrices ug/ml

L .Infantum L .major

Polyphénols de feuilles

P1F i [20, 100] [10, 100]

P2Fp [4, 20] [2, 20]

PM s 150, 100] [50 ,100]

Polyphénols de fruits

P1F1pg [50, 100] [50 , 100]

PoF .10 [150, 200[ [50 , 100]

PoF22p [10, 100] [2, 20]

Leslipides

PiFy [75 ,100] [75 , 100]

P,Foa [75 , 100] [75 , 100]

P,Foa [75 , 100] [75 , 100]

A partir des ces donnés on retient que tous les extraits testés montrent une activité
antiproliférative mais a des doses différentes sur la forme promastigote des leishmanies
(L .infantum et L.major). Ains la sensibilité des deux souches n’'est pasla méme pour le méme

extrait.

Les extraits phénoliques (extrait de feuilles et extraits de fruits) de la femelle de Ain
Oussera P, F, donnent les meilleurs résultats d’inhibition de la prolifération. Cette inhibition est
plus importante avec les feuilles (P.F,) qu'avec les fruits et encore plus importante avec les

fruits immatures (P,F,..5) par rapport aux fruits matures (P,F;.1pq)-

De méme pour les extraits phénoliques de I'individu de Laghouat, I’ activité d’inhibition

est plus marquée pour les feuilles que pour les fruits.
On comparant les résultats d'inhibition de la croissance en présence de I’ extrait

phénolique de feuilles du pied male, on note qu’ils ont la méme activité sur les deux souches de

leishmania, mais qui est moindre comparativement aux extraits phénoliques des pieds femelles.

92



Concernant les pieds femelles, celui de Ain Oussera, a une activité antiproliférative plus

importante, 5 fois plus importante que celui de Laghouat sur chague souche).

Quant aux lipides, ils ont une activité moindre sur les deux souches comparativement aux
extraits phénoliques. Bien que la concentration minimale effectrice soit la méme pour les méme
pour I’ensemble des lipides, I’ action antiproliférative différent d’ un extrait al’ autre au regard des

histogrammes.

Nous avons ains retenu que |’extrait lipidique P.Fo.o. est plus actif que PoF..1. et de
PiF1L.

On comparant |’ activité des extraits phénoliques sur les deux souches, on se rend compte
gue la concentration minimale effectrice sur L .major est deux fois plus faible que sur

L .infantum. Par conségquent L .major serait plus sensible.

D’ apres les résultats fournis dans I’ analyse du pouvoir antioxydant on a pu constate que
I activité antioxydante varie en fonction de la composition de chague extrait. A cet effet, nous
avons tenté de trouver une corrélation entre I'activité antioxydante et [I'activité
antileishmanienne. Les figures n°66 et 1767 représentent la variation des valeurs d’'ECso des

composés phénoliques en fonction de leur Concentrations effectrices minimales.

]

R?=0,7804

6 1 / R*=0,9973 X

0 T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160

concentration minimale effectrice pg

Figure n°66: Variation des vaeurs de ECs, des composes phénoliques en fonction des concentrations
effectrices minimales sur L .infantum.
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Figure n°67: Variation des valeurs de ECs, des composés phénoliques de feuilles en fonction des

concentrations effectrices minimales sur L. major.

A partir des tracés figurés dans le schéma précédent, on distingue deux corrélations
positives entre les deux types d’ activités (pour L .infantum) I’'une entre I’ensemble des extraits
phénoliques étudies a |’ exception de I’ extrait de fruits P,F,.1 (avec un R =0,78) et |’ autre entre
les extraits des feuilles uniqguement mais avec un coefficient de corrélation plus important
(R2=0,9973) (Figure r°66). Par contre on trouve une seule corrélation pour L .major ce, dans les
extraits phénoliques des feuilles avec coefficient corrélation aussi important (R =0,9412)
(Figure n°67).

De ce fait, on peu avancer |I'’hypothese que I'activité antileishmanienne est due aux
mémes molécules antioxydantes présentes dans les extraits et que la structure la plus répandus
(7= 218nm; ?= 276nm) est la responsable de cette activité, surtout pour les feuilles. En outre
I” activité antileishmanienne des flavonoides dépend des mémes facteurs qui influent sur I’ activité
antioxydante. A savoir la position de la double liaison dans le cycle C ains que le nombre et/ou
la position des groupements hydroxyles (OH) (Tasdemir et al ., 2006).

Dans le cas des lipides cette corrélation est absente. L’activité des lipides dépend des
structures minoritaires communes ou individuelles (stérols, d’ autre isoprene tels que I huile

essentielle présente dans |’ huile brute).

L’ étude comparative de la teneur en polyphénols totaux et en thiocyanates du L. pieper
betle, montre que la différence de pigmentation des feuilles influx sur la teneure des composes

étudies et sur I'activité antifilarienne et antileishmanienne des extraits (Shweta et al., 2006).
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C edt le cas parell de Pistacia atlantica de Ain Oussera, ou on observe la forte pigmentation de
leurs échantillons de feuilles et de fruits, en effet ils possedent la forte activité antioxydante et

antileishmanienne aussi.

A notre connaissance, il s agit de la premiére mention de I’ activité antileishmanienne in
vitro des composes phénoliques et lipidiques de Pistacia atlantica. En effet, des extraits
organiques (éther de pétrole, chloroforme) d Evanta ou Galipea longiflora (Rutacées) se sont
montrés actifs sur trois especes de Leishmania (L. brazliensis, L. amazonensis et L.donovani) a
des concentrations alant de 25 a 100 pug/ml (Fournet et al., 1992). Ces concentrations parai ssent
nettement supérieures a celle que nous avons trouvés leishmanicide (surtout s on parle de
polyphénols de feuilles P,F2), ce qui montre I'intérét de cette plante. De méme, des extraits
aqueux et de I'huile essentielle d’Artemisia herba-alba, se sont montrés actifs vis-avis des
formes promastigotes de Leishmania (L. major L. tropica) a des concentrations comparables aux
notres, alant de 4 a 20 pg/ml (Hatimi et al., 2000).
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Conclusion



La présente étude a pour objectif I’étude de Pistacia atlantica provenant de deux régions
de sud algérien (Laghouat et Ain ouassera) a travers leurs teneurs en composés phénoliques, et

en lipides puis al’ é&ude de I’ activité antioxydante et antileishmanienne de ces composés.

L es résultats obtenus dans I’ analyse quantitative des composés phénoliques (polyphénols
totaux et flavonoides), nous laissent a constater que cette plante est une source prometteuse de
polyphénols surtouts les feuilles. La variation de la teneur en polyphénols totaux entre les
différents individus est importante pour les échantillons de feuilles, au contraire cette variation
pour les échantillons des fruits est moins importante. En paralléle cette variation pour la teneur
en flavonoides d'un individu a I'autre que se soit femelle ou male est moins importante par
rapport a celle des phénols totaux. En conséquence la quantité de différents composes
phénoliques existants dans les feuilles et les fruits constitue un caractere spécifique pour chaque

individu étudié de Pistacia atlantica.

Le fruit est relativement riche en matieres grasses. La variation de la quantité de ces
composes est minime, quoique I’ analyse quantitative des fractions insaponifiables (stérols totaux
et tocophérols totaux), montre que ces derniers ont une variabilité importante Aucune
corrélation positive n'a été détectée entre la teneure en huile et ses fractions éudiées donc la
teneur en lipides ainsi ses fractions constitue un caractere specifique pour chaque individu étudié

Pistacia atlantica.

L’ évaluation de I’ activité antioxydante en utilisant le test du DPPH comme test chimique
et le test de I'’AAPH comme test biologique, a révélé une réponse antioxydante variable d’un

échantillon aun autre.

Le balayage de spectre UV des extraits phénoliques refléte une variabilité qualitative et
quantitative selon les marqueurs bio- organique choisis (polyphénols totaux et flavonoides),
donc on peut prédire les techniques de dosage utilisés pour ces composeés sont fiables, et montre
gue le classement des extrais phénoliques en fonction de leur pouvoir antioxydant dépend
principalement de leur fractions majoritaires communes pour les extraits de feuilles (?= 218nm,
?=276nm).

Dans le cas des lipides, nous avons trouvé une corréation linéaire entre les valeur

dECsp et la teneur en stérols totaux (R*=0.80) et en tocophérols totaux donc L’activité
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antioxydante des lipides dépend principaement de ces composés antioxydants et de leurs
concentrations.

De point de vu comparative les pieds de Pistacia atlantica de Ain Oussera sont plus riche
en composeés phénoliques surtout les feuilles

Les lipides et les flavonoides sont des bons marqueurs génétiques pour |’ étude de

variabilité biogénétique de Pistacia atlantica dans différents écotypes.

Enfin, I’éude de I’ activité antileishmanienne in vitro montre que tous les extraits testés
montrent une activité inhibitrice importante et a des doses différentes sur la forme promastigote
des leishmanies (L .infantum et L.major).

La contribution des molécules antioxydantes dans |’activité antileishmanienne est
probable par |a forte corrélation surtout pour les extraits des feuilles (R? =0,99 pour L .infantum,
et R?=0,94 pour L.major).

A notre connaissance, il S agit de la premiére mention de I’ activité antileishmanienne in
vitro des composés phénoliques et lipidiques de Pistacia atlantica, donc ces résultats importants
nous encouragent de sélectionner cette plante comme une source prometteuse pour des études
chimiques approfondies afin de caractériser les molécules naturelles responsables a cette activité.
Ainsi, de nombreuses perspectives peuvent étre envisagées :

-1l reste encore beaucoup de plantes locales utiles qui n'ont pas été analysées et qui
meériteraient de I’ é&tre afin de déterminer leur potentialité dans les domaines éudiés.

-La multiplication du nombre d’ essaisin vitro vis-&vis d' autre s espéces de Leishmania,

- L’ étude de la cytotoxicité des extraits, car de trés nombreuses substances returelles
montrent une activité antileishmanienne résultant d’ une forte toxicité et sont donc inutilisables
en pratique,

- Larédlisation d’essaisin vitro sur le modele amastigotes macrophages, plus proches de

laforme des parasites retrouvée chez |” héte vertébré et I’ homme en occurence.
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Annexell

M atériels utilisés

» Equipements

1- Chauffe ballon

2- Rotavapor

3 - Spectrophotomeétre UV / visible (SHIMADZU)
4 - Etuve

5- Hote chimique

6 - Autoclave (SANA CLAV)

7 - pH métre (HANNA instruments)

8 - Microscope photonique a contraste de phase (Ortholux)
9 - Balance (SCALTEC)

10 - Bec Bunsen (Fisher)

11 - Four Pasteur (SELECTA)

12- Réfrigérateur.

> Verrerieset matériel en plastique

Erlenmeyer de 100 ml, 1000 ml,
Fiole de 10ml, 20ml, 50ml, 100 ml,
Bécher de 50 ml, 100 ml,

Plagues de culture cellulaire a 24puits,
Pipettes Pasteur,

Tubesa ,

Lames et lamelles,

Seringues,

Filtre en plastique de 0,22pum,
Cellule de malassez,

Parafilm,

Micropi pettes,

Cuvettes de spectrophotometre,
Ependorf
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