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RESUME

La présente étude porte sur I'évaluation des activités biologiques de, I'huile
essentielle et des extraits méthanoliques de Pistacia lentiscus. L'extraction par
hydrodistillation des feuilles de Pistacia lentiscus nous a permis d’obtenir une huile
essentielle avec un faible rendement de l'ordre de 0.06%. I'analyse de Il'huile
essentielle par CG/MS nous a permis d’identifier 46 composants dont les
constituants majeurs sont: & -cadinene (13,60%), Trans-caryophyllene (11,25%),
Germacrene-d (8.54%), t- muurolol (6.27%), ao- cadinene (5.04%),a- cadinol
(4.97%),a-muurolene (3.08%), Caryophyllene oxide (2.43%), Cadina-1-4 diene
(2.23%). Le screening phytochimique a mis en évidence la présence de flavonoides,
tanin, saponines et de stérols et triterpénes. Le dosage des polyphénols totaux a
révélé des teneurs de l'ordre de 323,5 + 0,2 mg Eq AG / g ES pour les feuilles et de
318,99 £ 1,02 mg Eq AG / g ES pour le fruit. Pour flavonoides, la teneur est estimée
a 46.78 £+ 0.01 mg Eq QE/ g ES pour les feuilles et 30.13 £ 0,04 mg Eq QE/ g ES
pour le fruit. Le dosage des tannins a révélé des teneurs de 359,83 + 2,12 mg Eq
CAT/ g ES pour les feuilles et de 294,83 + 1,02 mg Eq CAT/ g ES pour le fruit
L ‘analyse des extraits par HPLC nous a permit d’identifier : 'acide quinique, I'acide
syringique, les derivés galloyls de 'acide quinique, la quercétine, la myricétine et le
kaempférol. Les extraits méthanoliques ont montrés une activité antioxydante
considérable. Les IC50 du test DPPH sont comprises entre 0.12mg/ml pour les
feuilles et 0.26 mg/ml pour le fruit, pour le test FRAP les IC 50 sont de I'ordre de 0.20
mg/ml pour les feuilles et 0.16 mg/ml pour le fruit. L’activité antimicrobienne a été
déterminée sur 12 souches bactériennes (Gram+ et Gram-) et 5 levure, les résultats
montre que I'ensemble des souches a Gram (-) est moins sensible voire résistant
aux extraits méthanoliques et I'huile essentielle ; par contre les souches a Gram (+)

sont sensibles dont les diameétres varient entre 13 et 27 mm.

Les résultats des activités in vivo des extraits methanoliques et les décoctés
des feuilles et de fruits de Pistacia lentiscus a montré que ces derniers étaient

efficace en tant qu’anti-inflammatoire, antalgique et antipyrétique.

Mots clés: Pistacia lentiscus ; Huiles essentielles; CG/MS ; Composés phénoliques;

Activité biologique.



ABSTRACT

The present study focuses on the evaluation of the biological activities of the
essential oil and methanolic extracts of Pistacia lentiscus. The hydrodistillation
extraction of Pistacia lentiscus leaves allowed us to obtain an essential oil with a low
yield (0.06%). the analysis of the essential oil by GC / MS allowed us to identify 46
components whose major constituents are: & -cadinene (13.60%), Trans-
caryophyllene (11.25%), Germacrene-d ( 8.54%), t-muurolol (6.27%), a-cadinene
(5.04%), a-cadinol (4.97%), a-muurolene (3.08%), Caryophyllene oxide (2.43%),
cadina-1-4 diene ( 2.23%). Phytochemical screening revealed the presence of
flavonoids, tannin, saponins and sterols and triterpenes. The determination of total
polyphenols revealed levels of the order of 323.5 £ 0.2 mg Eq AG / g ES for the
leaves and 318.99 + 1.02 mg Eq AG / g ES for the fruit. For flavonoids, the content is
estimated at 46.78 £ 0.01 mg Eq EQ / g ES for the leaves and 30.13 = 0.04 mg Eq
EQ / g ES for the fruit. The tannin assay showed 359.83 £ 2.12 mg Eq CAT / g ES for
the leaves and 294.83 £ 1.02 mg Eq CAT / g ES for the fruit. HPLC analysis of the
extracts helped to identify: quinic acid, syringic acid, galloyl derivatives of quinic acid,
quercetin, myricetin and kaempferol. The methanolic extracts showed considerable
antioxidant activity. The IC50 values of the DPPH test are between 0.12 mg / ml for
the leaves and 0.26 mg / ml for the fruit. For the FRAP test, the IC 50 values are 0.20
mg / ml for the leaves and 0.16 mg / ml for the fruit. The antimicrobial activity was
determined on 12 bacterial strains (Gram + and Gram-) and 05 yeast, the results
show that all strains Gram (-) are less sensitive or resistant to the methanolic extracts
and the essential oil; on the other hand Gram (+) strains are sensitive whose
diameters vary between 13 and 27 mm.

The results of the in vivo activities of Pistacia lentiscus methanolic extracts and
decocities showed that these extracts were effective as anti-inflammatory, analgesic

and antipyretic.

Key words: Pistacia lentiscus; Essential oils; CG / MS; Phenolic compounds;

Biological activities.
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INTRODUCTION

Depuis des milliers d'années, 'humanité a utilisé diverses ressources trouvées

dans son environnement afin de traiter et soigner toute sorte de maladies.

Il y’'a, approximativement, 500 000 plantes sur terre, 100 000 d’entre elles,
environ, possédent des propriétés médicinales contribuées a leur principes actifs qui
agissent directement sur lI'organisme. On les utilise aussi bien en médecine classique
qu'en phytothérapie : elles présentent, en effet, des avantages dont les médicaments
conventionnels sont souvent dépourvus.

Les plantes sont depuis toujours une source essentielle de médicaments, Il a
eté évalué qu'environ un quart de médicaments prescrits contient des extraits de
plantes ou des principes actifs obtenus a partir des constituants chimique des plantes
comme les glucosides (Anti cholinergiques), des alcaloides d'Opium (analgésiques),
lartémisinine (Anti malaria), la quinine (antiparasite), taxol (antinéoplasique),

vincristine et vinblastine (antinéoplasique) [1].

Pistacia lentiscus L. est une espéce médicinale. Cet arbuste des maquis de
toute la région méditerranéenne, se développe sur tout type de sol, dans I'Algérie
Subhumide et semi-aride. P.lentiscus est connu pour ses propriétés médicinales

depuis l'antiquité [2].

La décoction des racines séchées est efficace contre I'inflammation intestinale
et de I'estomac ainsi que dans le traitement de l'ulcére [3]. La partie aérienne de P.
lentiscus est largement utilisée en médecine traditionnelle dans le traitement de
I'nypertension artérielle grace a ses propriétés diurétiques [3]; [4]; [5]; [6]. Les
feuilles sont pourvues d'action anti-inflammatoire, antibactérienne, antifongique,
antipyrétique, astringente, hépatoprotective, expectorante et stimulante[7]; [8]; [9].
Elles sont également utilisées dans le traitement d’autres maladies telles que
'eczéma, les infections buccales, les diarrhées, les lithiases rénales, la jaunisse, les
maux de téte et de I'estomac, les ulceres, 'asthme et les problemes respiratoires [7];
[10]; [111;[12];[13] ; [14]. La résine (Mastic)obtenue de P. lentiscus est connue par
son effet analgésique, antibactérien, antifongique, antioxydant, antithérogenique,
expectorant, stimulant, diurétique et spasmolytique [15]; [9]; [16]; [17], Par

conséquent, cliniquement, le mastic est souvent cité comme un reméde efficace
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contre certaines maladies telles que I'asthme, la diarrhée,les infections bactériennes,
lesulceres gastro-doudénaux et comme un agent antiseptique du systéme
respiratoire [17]. La résine de P.lentiscus a été traditionnellement considérée comme
un agent anticancéreux, en particulier contre les tumeurs du sein, du foie, de
I'estomac, de la rate, et de l'utérus [15]. Ces croyances traditionnelles sont en accord
avec de récentes études montrant que le mastic de Chio induit I'apoptose et dispose

d'action anti-proliférateur contre les cellules cancéreuses du cdlon [16].

Du fruit comestible de cette espece est extraite une huile qui autrefois était
Couramment utilisée pour l'alimentation, I'éclairage et elle entrait aussi dans la
confection de savon. En Algérie, I'huile est produite traditionnellement a I'Est de
l'Algérie, dans les zones notamment cétiere (ElI Milia, Skikda), ou l'espéce est
abondante. Les médecines traditionnelles pratiquées de part et d’autre des rives de
la méditerranée, attribuent au lentisque des vertus dans le traitement des ulcéres,
des plaies et des bralures légéres [13]. La médecine traditionnelle algérienne utilise
surtout I'huile grasse obtenue par expression des fruits de lentisque dans le
traitement des petites blessures, brllures légéeres et érythémes. L’huile est aussi
employée par voie orale contre les problemes respiratoires d’origine allergique et les
ulcéres de I'estomac [11]. Dans ce contexte, I'objectif de notre travail et de notre
laboratoire de recherche Biotechnologie Environnement et Santé est d'étudier la
composition phytochimique et les activités biologiques de Pistacia lentiscus, de la
région de Blida, afin d’apporter une explication scientifique a I'utilisation traditionnelle

de cette plante par la population.

Ainsi cette étude est organisée en plusieurs parties:
Dans la premiére partie nous rappelons brievement la description de I'espéce
végétales : Aspects botanique, biologique, chimique et pharmacologique spécifiques
a la famille (Anacardiacées), le genre Pistacia et de I'espéce Pistacia lentiscus L.
La seconde partie traite en deux chapitres la partie expérimentale:
- Extraction et caractérisation des huiles essentielles et des composés
phénoliques.

- Etude des activités biologique de Pistacia lentiscus L.

La troisiéeme partie est consacrée a la description et la discussion des résultats

obtenus. La fin de la thése est réservée aux références bibliographiques.
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CHAPITRE 1
SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1. Etude botanique de la plante étudiée

1.1.1. Etude caractéristique du genre Pistacia

La famille des Anacardiaceae comprend 600 espéces réparties en 70 genres
dont le genre Pistacia. Les Anacardiaceae sont en général des arbres ou des
arbustes aromatiques fournissant une riche variété de baumes, de résines,
d’oléorésine. Quelques espéces comme la mangue, les noix de cajou ou les
pistaches en sont les plus connues.

Le genre Pistacia, monographie pour la premiére fois par ZOHARY en 1952,
comprend onze especes. Son aire est discontinue et compte quatre régions
phytogéographiques : Méditerranéenne, irano-touranienne, sino-japonaise et
mexicaine [18], [19].

Dans le bassin méditerranéen, on trouve a I'état spontané, Pistacia lentiscus,
Pistacia terebinthus, Pistacia khinjuk, Pistacia atlantica et Pistacia vera. Cette
derniére est originaire de I'lran et de I'Inde et est cultivé pour ses fruits (pistache).
Nous en retrouvons trois espéces spontanées sur tout le littoral Algérien ainsi que
dans les régions du sublittoral, et jusqu'a I'Atlas Saharien: P.lentiscus Linné, P.
terebinthus Linné et P. atlantica Desfontaines [20]. La taxonomie du genre est décrite
ci-dessous par QUEZEL et SANTA [20] :

Régne végétal
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Ordre Sapindales
Famille Anacardiaceae
Sous famille Rhoidées

Genre Pistacia
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BELHADJ, 2007 [21] rapporte que la classification botanique du genre
Pistacia a subi plusieurs remaniements, la plus récente est celle établie par
DOBIGNARD et CHATELAIN, 2013 [22] qui ont rapporté une classification remaniée

au niveau de la classe (Magnoliopsida) et de I'ordre (Sapindales).

1.1.2. Etude caractéristique de I'espéce Pistacia lentiscus

Pistacia lentiscus L. (Lentisque) a été décrit pour la premiére fois par le
botaniste Linné en 1753 [18]. C’est un petit arbre spontané a feuilles persistantes,
qui pousse dans les garrigues et les maquis des climats méditerranéens [20]. Il est
connu des populations locales sous différentes appellations : Akind en Albanie, Drou
en Arabe, Thimidikth en kabyle, lentisque en Frangais, lentisco en Espagnol,

lentischio en ltalien et ochinis en Grec.

Le lentisque est un arbrisseau a odeur résineuse forte, pouvant atteindre 3
metres de haut, son systéeme racinaire est puissant et bien développé, s'accrochant
sur les pentes rudes et les terrains rocheux, c'est un couvre sol idéal [23].1l a un port
buissonnant et arrondi, son écorce d’un brun rougeatre est lisse puis écailleuse. Son
feuillage est persistant, vert, pouvant virer légérement au rouge. Les feuilles
composeées, étroites et coriaces, sont paripennées [24]. Le fruit est une petite drupe
arrondie d’environ 5 millimétres qui murit a partir du mois d’Aout. D’abord rouge, elle
devient ensuite noire (figure1.1). La graine est identique aux pistaches, mais

beaucoup trop petite pour étre consommeée.
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Figure1.1 : lllustration des différentes parties aériennes de Pistacia lentiscus:
1- Feuilles persistantes composées, alternes a pétiole étroitement ailé; 6 a
12 folioles petites (nombre paire) disposées en 2 rangées, coriaces, sans
poils, luisante dessus, pales et mates dessous. 2- Fleurs petites, verdatres,
en grappe spiciformes latérales, dense ; pédicelles et bractéoles trés courts;
calice petit, brun. 3- Drupes petites (de la taille d’'un pois), de forme ovoide,
apiculées au sommet, presque seches, d’abord rouges puis noires a
maturité [02]

Figure 1.2: lllustration représentant les fleurs [A], les fruits [B] de Pistacia
lentiscus (original, Avril 2013, Beni Ali, Chréa, Blida)

1.1.3. Répartition géographique de Pistacia lentiscus

Pistacia lentiscus est largement distribuée dans les écosystémes extrémes du

bassin méditerranéen, notamment dans les régions ensoleillées a basse altitude, et
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constitue, avec les myrtes et les cistes, d'immenses broussailles appelées maquis.
C’est une espéce thermophile trés vigoureuse prospérant dans tous les terrains secs
et arides et sur les sols en friches ou sa souche repousse abondamment et
drageonne facilement [24], [25], [26], [27]

Le lentisque se rencontre dans toutes les parties chaudes de la méditerranée

de I'Europe, de I'Asie, de I'Afrique jusqu’au Canaries [28], [29].

En Algérie, son aire s’étend d’Est en Ouest en pénétrant jusqu’aux régions
sub-sahariennes (Figure 1.3). Le lentisque est souvent associé a l'olivier. La plante a
une odeur aromatique typique des maquis meéditerranéens. Il joue un rdle
fondamental dans I'entretien des écosystémes a risque naissant de désertification en
raison de sa forte résistance a la sécheresse, a I'érosion et aux incendies qui

ravagent les maquis. Il est connu comme indicateur des sols argileux [30].

Algérie

- Pistacia lenniscus L. \n\\

Figure 1.3: Aire de répartition de Pistacia lentiscus autour du bassin

meéditerranéen [31].

[.1.4. Utilisation en médecine traditionnelle

Pistacia lentiscus constitue une source importante de substances actives, en
effet, plusieurs parties de cette plante (les fruits, les écorces et les feuilles)
(Tableau1.1) sont utilisées en médecine traditionnelle depuis la civilisation grecque
[32], [33], [34].
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Tableau 1.1 : utilisation de Pistacia lentiscus en medcine traditionnelles.

Région P.a.rt',es Utilisations traditionnelles Références
utilisées
Algérie Feuilles Astringent, Maux_ d est.omac, ulcére, troubles [34]
intestinaux,
Maux d'estomac, ulcére, troubles intestinaux,
Résine et inflammation hépatique, maladies dentaires, [33],[35]
Gréce Partie diabéte, hypercholestérolémie, diurétique, ' '
- : . . [36],[37]
aérienne stimulant, hypertension, calculs rénaux,
jaunisse, toux, maux de gorge et eczéma.
Iraq Résine Douleurs abdominales [38]
Iran Résine problémes bucc_o-glnglvaqx, hepatoprotecteur, [261,[39],[40]
maladies gastro-intestinales
Maux de dents, mycose, herpes, douleur
ltalie Feuilles abc.iomlr)ale et.lnte.stlnale, rhumatisme, [411,[42].
antiseptique, cicatrisant, expectorant et
astringent
Jordanie F?_\:J,'".es et Jaunisse et Maux d’estomac [43],[44].
ésine
Maroc | ' eullles et Maladie digestive et Analgésique [45],[46]
écorce
Racines,
Portugal Graines, Antiseptique, anti odontalgique,
Tige et Antirhumatismal, Antiseptique buccal et [46],[47]
Partie Hypertension
aérienne
Fruits,
Espagne | Feuilles et Grippe, Dermatophytose et Verrues [48],[49],[50]
Embryon
- . Utilisation comestible, condiment, gale, [51]
Tunisie Fruits : e
Rhumatisme et antidiarique
Eczéma, diarrhée, infections de gorge,
T . Feuilles paralysie, calculs rénaux, Jaunisse, asthme, [52]
urquie . . . :
maux d'estomac, astringent, anti-inflammatoire,
antipyrétique et stimulant

1.2. Etude chimique de Pistacia lentiscus

Comme d’autres plantes du genre Pistacia, le lentisque contient des
centaines, voire des milliers de substances chimiques actives. L’analyse
phytochimique des différentes parties a fait I'objet de nombreuses études via la
composition des feuilles en composés phénoliques a savoir les acides phénoliques
notamment I'acide gallique et ses drivés glycosylés, les flavonoides dont les flavones

(luteoline) [53]; [54], (le tricine et chysoérol), les flavonols (le myricétine, la
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quercétine et le kaempférol), des hétérosides (I'orientine, I'isoorientine, la vitexine et
la rutine) et des anthocyanines (delphinidin 3-O-glycoside et cyaniding 3-O-
glucoside) [33] ;[55], mais aussi en tannins [26] ;[56]; [57]. En outre, il a été rapporté
que les parties aériennes sont extrémement riches en monoterpénes, en huiles
essentielles, citons myrcene, a-pinene, Terpinen-4-ol, limonéne, longifolene, (-
caryophellene, D-germacrene, ©&-caryophyllene, &-cadinéne, a-cadinol, B -
bisabolene, B -bourbonéne et oxide de caryophylléene [58]; [59], mais aussi B-
pinéne, a-phellandréne, sabinéne, para-cyméne et y-terpinéne [33] ;[58] ;[60] ;[61];
[62] ;[63].

De méme, les fruits sont riches en tannins, en monoterpénes (myrcéne , o-
pinéne et limonéne) [64];[58], en flavonoides et les dérivés de galloyl incluant
galloyl-glucosides, ellagitannins et acide galloyl-quinic [27], en acides phénoliques,
notamment l'acide gallique [26]. On trouve aussi les acides gras insaturés comme
'acide oléique et linoléique [34].

La résine d’odeur forte, en forme jaune qui est obtenue par incision du tronc
[58]; [65]; [66] est formée de 80 a 90% d’acide masticique et de 10 a 20% de
masticine [24]. L’huile essentielle de mastic est un liquide incolore, d'odeur
balsamique trés prononcée, cette essence est formée principalement de a-pinéne, [3-

cymeéne [58] ; [67] et triterpenoides [68].

1.3. Activités biologiques

1.3.1. Effet antimicrobien

La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur
'usage des antibiotiques. La prescription a grande échelle et parfois inappropriée de
ces agents peut entrainer la sélection de souches multirésistantes d’ou I'importance
d’'orienter les recherches vers la découverte de nouvelles voies qui constituent une

source d’inspiration de nouveaux médicaments a base des plantes [69].

Les polyphénols notamment les flavonoides et les tannins sont reconnus par
leur toxicité vis- a -vis des microorganismes. Le mécanisme de toxicité peut étre lié a
l'inhibition des enzymes hydrolytiques (les protéases et les carbohydrolases) ou
d'autres interactions pour inactiver les adhesines microbiennes, les protéines de

transport et d'enveloppe cellulaire [70].
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1.3.2. Les principales substances antimicrobiennes

1.3.2.1. Les antibiotiques

Les antibiotiques, au sens strict, sont des produits élaborés par des micro-
organismes, mais on inclut généralement parmi eux les dérivés semi-synthétiques et
les produits entierement synthétiques. La thérapeutique des infections bactériennes
se base principalement sur l'usage des antibiotiques qui inhibent sélectivement
certaines voies métaboliques des bactéries, sans exercer habituellement d'effets
toxiques pour les organismes supérieurs. Cette propriété les distingue des

antiseptiques [71].

1.3.2.2. Les composés d’origine végétale

Plusieurs études in vitro et in vivo ont été focalisées sur I'évaluation des
propriétés antimicrobienne des polyphénols. A I'heure actuelle, cet effet est certain et
démontré par de nombreuses recherches expérimentales. Les études du pouvoir
inhibiteur des flavonoides sur la croissance bactérienne ont démontré que de
nombreux composés flavoniques (apigenine, kaempferol et d’autres) sont doués d’un
effet important sur différentes souches bactériennes a Gram négatif (Escherichia coli)

et Gram positif (Staphylococcus aureus) [72].

1.3.3. Activité antioxydante

Un antioxydant peut étre définit comme toute substance qui est présente a
faible concentration par rapport au substrat oxydable et capable d’atténuer

I'oxydation de ce substrat [73].

1.3.3.1. Les radicaux libres

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
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autres radicaux libres, dits radicaux secondaires, se forment par réaction de ces
radicaux primaires sur les composeés biochimiques de la cellule.

Par définition, un radical libre est tout atome, groupe d’atomes ou molécules
possédant un électron non apparié (célibataire), sur leur orbitale externe. Il s’agit
d’espéces chimiques trés réactives qui cherchent dans leur environnement un

électron pour s’apparier (pour former une liaison chimique) [74] ;[75].

L’appellation espéces oxygénées réactives (EOR) inclut les radicaux libres
de I'oxygéne ou radicaux primaires (radical superoxyde, radical hydroxyle, monoxyde
d’azote, etc...) mais aussi certains dérivés réactives non radicalaires dont la toxicité
est plus importante tels que I'oxygéne singulier, le peroxyde d’hydrogéne et le

peroxynitrite peuvent étre des précurseurs de radicaux libres [76].

1.3.3.2. Les antioxydants

Pour échapper aux conséquences du stress oxydant, il est nécessaire de
rétablir I'équilibre oxydant / antioxydant afin de préserver les performances
physiologiques de [l'organisme. Les antioxydants font actuellement I'objet de
nombreuses études car, en plus d’un intérét certain dans la conservation des
denrées comestibles, ils pourraient s’avérer utiles dans la prophylaxie et le traitement
des maladies dans lesquels le stress oxydant est incriminé. Les risques et les effets
néfastes des antioxydants synthétiques utilisés comme additifs alimentaires ont été
questionnés au cours des derniere années et la nécessitée de les substituer par des
antioxydants naturels, issus de plantes médicinales, est apparente. Le maintien d’'un
niveau non cytotoxique des espéces oxygénées réactives est assuré par des
systémes d’antioxydants.

Un antioxydant peut étre défini comme toute substance capable, a concentration
relativement faible, d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables et ainsi

retarder ou empécher I'oxydation de ces substrats [77].
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1.3.4. Rappel pharmacologique

1.3.4.1. L’inflammation

1.3.4.1.1. Définition

L’inflammation est la réponse de I'organisme face a une agression suite a un
traumatisme, une brllure, une irradiation ou a la pénétration d'agents pathogénes
extérieurs (virus, bactéries, parasites, antigénes) [78], le réle de cette réponse
inflammatoire est d’éliminer l'agent agresseur et de permettre au plus vite la
réparation des tissus. Elle permet donc de maintenir I'intégrité du « soi » [79].

La réaction inflammatoire est diagnostiquée par quatre signes cardinaux qui
sont la rougeur, la chaleur, la douleur et 'oedéme. Mais elle peut aussi entrainer de
multiples effets biologiques et cliniques généraux qui sont d’intensité plus importante

en cas de persistance de la réaction inflammatoire [80].

1.3.4.1.2. Mécanismes de l'inflammation

Classiquement, les mécanismes de l'inflammation peuvent étre groupés selon la
Séquence et les manifestations cellulaires et tissulaires successives suivantes: [81]
- vasodilatation, modification du débit sanguin et de la paroi interne des
- vaisseaux avec adhésivité plaquettaire et leucocytaire;
- augmentation de la perméabilité vasculaire avec exsudation plasmatique et
diapédése leucocytaire; recrutement, différenciation et prolifération cellulaires.
- activation de cellules spécifiques d'organe par des cytokines et libération
d'enzymes protéolytiques avec destruction de la matiére intercellulaire;

tentative de régénération et de fibrose.

1.3.4.1.3. Les formes cliniques de I'inflammation

v Linflammation aigiie

L’inflammation est dite « aigué » quand elle aboutit a I'élimination de I'agent
déclenchant suivie par le nettoyage du foyer inflammatoire par les macrophages,
larrét de l'afflux des phagocytes circulants, la mort par apoptose des cellules
présentes dans le foyer inflammatoire devenues inutiles et le retour a I'état initial

sans aucune séquelle fonctionnelle ni anatomique [79].
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v Linflammation chronique

Caractérisée par une évolution prolongée pouvant s’étaler sur des mois voire des
années, linflammation chronique est définie par une durée supérieure a six
semaines [82]. La cause de la chronicité n’est pas toujours évidente. Dans beaucoup
de cas, elle est liee a lincapacité de l'organisme a éliminer la substance

déclenchante [79].

1.3.4.1.4. Traitement de l'inflammation

Le traitement de l'inflammation se fait par différentes substances appelées
anti-inflammatoires. Les anti-inflammatoires sont des médicaments qui antagonisent
les processus inflammatoires. A cété des analgésiques antipyrétiques tels que I'acide
acétylsalicylique (Aspirine) doués, a forte dose ou a doses continues, de propriétés
anti-inflammatoires, on distingue des médicaments a activité anti-inflammatoire plus

spécifiques, substances de synthése (AINS) et hormones glucocorticoides (AIS) [81].

v" Les anti-inflammatoires non stéroidiens

Les anti-inflammatoires non stéroidiens agissent sur la phase initiale de
inflammation, ils inhibent la cyclooxygénase et par conséquent la synthése des
prostaglandines qui jouent un réle pro-inflammatoire. De cette inhibition enzymatique
découlent des conséquences bénéfiques ou indésirables qui dépendent en partie de
I'état du malade. Les effets utiles en thérapeutique sont les effets anti-inflammatoire,
antalgique et antipyrétique. Les AINS présentent comme effet indésirable un risque
d’'ulcére a I'estomac par inhibition de la synthese des autres prostaglandines qui
protégent la muqueuse gastrique. Gastralgies, ulcérations gastroduodénales et
saignements  digestifs sont attribués essentiellement a [linhibition des
cyclooxygénases de type |. Les AINS inhibant sélectivement la COX-2 ont une action
anti-inflammatoire et antalgique a peu prés identique, aux posologies conseillées, a

celle des AINS non sélectifs mais entrainent moins de troubles digestifs [83].

v' Les anti-inflammatoires stéroidiens

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AlS) ou les glucocorticoides se sont des
dérivés du cortisol. lls représentent le traitement le plus efficace utilisé pour les

maladies inflammatoires chroniques tel que larthrite rhumatoide et les maladies
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auto-immune [84]. L’'usage des glucocorticoides est associé a de nombreux effets
indésirables, le risque d'apparition de ces effets s’accroit avec le prolongement de la
durée du traitement. Conduisant a des troubles aigus tels que I'’hypertension

artérielle et l'ulcéres gastro-duodénaux [85]; [86].

v" Les anti-inflammatoires d’origine végétales

Les plantes anti-inflammatoires regroupent des espéces de diverses familles
dont les principes actifs présumés responsables de I'activité anti-inflammatoire.Les
effets anti-inflammatoires des polyphénols, qui peuvent étre exercées au niveau
moléculaire, sont dépendants de la structure spécifigue des composés
polyphénoliques. Les fonctions de macrophage, y compris la production de
cytokines, peut également étre affectée par certains flavonoides par la modulation de
la cyclo-oxygénase inductible (COX-2) et 'oxyde nitrique synthase inductible (iNOS)
[87], [88].Dans ce contexte, plusieurs exemples de plantes peuvent étre cités dont
Les principales inscrites a la Pharmacopée et utilisées par voie orale sont : le saule
(Salix purpurea, S. daphnoides, S. fragilis, S. alba), lareine-des-prés (Filipendula
ulmaria), le cassis (Ribes nigrum), l'ortie (Urtica urens, U.dioica), le fréne (Fraxinus
excelsior), I'harpagophyton (Harpagophytum procumbens, H.zeyheri), la réglisse

(Glycyrrhiza glabra) et le curcuma (Curcuma longa).

1.3.4.2. Effet antalgique

1.3.4.2.1. Définitions de la douleur

La douleur est « une expérience sensorielle et émotionnelle désagréable liée
a une lésion tissulaire existante ou potentielle ou encore décrite en termes évoquant
une telle lésion » [89]. On comprend facilement le caractére subjectif de la douleur et
la difficulté a I'évaluer. Le processus sensoriel responsable du message nerveux qui

provoque la douleur est appelé nociception.

La douleur apparait a la suite d’une inflammation, d’'une contraction

musculaire, d’'un spasme vasculaire ou d’une infection locale [75].
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1.3.4.2.2. Définition d’'un spasme

Le spasme est une contraction involontaire des fibres musculaires, celle-ci est
intense mais passagére. La douleur provient de l'arrét de la circulation sanguine

dans le muscle pendant cette contraction anormale [74].

1.3.4.2.3. Les antispasmodiques

C’est une substance d’origine naturelle ou synthétique. Elle est utilisée pour
atténuer ou supprimer un spasme. Ce sont des sédatifs et dans certains cas, des

dépresseurs du systéme nerveux central [76].

1.3.4.3. Effet antipyrétique

1.3.4.3.1. Définitions de la fiévre

La fiévre est une augmentation de la température corporelle de 1 a 4 °C au
dessus des valeurs normales. Elle reflete une élévation de la température du
« Thermostat hypothalamique » et constitue une réponse normale et adaptative de
I'organisme contre une agression de nature variable, notamment infectieuse. Elle fait
partie de mécanismes de défense plus complexes constituant la réaction

inflammatoire aigué [90].

1.3.4.3.2. Les antipyrétiques

Ces des médicaments regroupés sous le terme générique d’antipyrétique, ils
sont utilisés pour leurs action sur les mécanismes de régulation de la température
centrale lorsque celle- ci dépasse 38,5 °C. Par ailleurs tous sont également utilisés

quotidiennement pour leurs effets antalgiques [90]



2.1. Matériel d’étude

CHAPITRE 2
MATERIEL ET METHODES

2.1.1. Matériel non biologique (Voire appendice B)

2.1.2. Matériel végétal
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La plante étudiée Pistacia lentiscus L., a été récolté au niveau de la station de
Béni-Ali a 600 m d’altitude (Tableau 2.1) dans la foret de Chréa (Figure 2.1) au nord

ouest de la wilaya de Blida. La récolte a été effectuée sur plus de 10 individus.

Les tiges feuillées ont été récoltés le matin en période de floraison au cours de
trois sorties le 21-04-2013, le 29-04-2013 et le 30-05-2013. Les feuilles sont

séparées des tiges et mélangées ensuite séchées a laire libre. Les tiges sont

gardées a I'état frais pour I'étude microscopique.

Le fruit a été récolté le matin en période de fructification aprés maturité durant

le mois d’octobre jusqu’au mois de décembre 2013.

Tableau 2.1. Caractéristiques géographiques de la région d’étude.

Région

Altitude

Latitude

longitude

Etage bioclimatique

Béni Ali

624 m

36,46 °

2,85°

Subhumide
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Bouarfa

Vpes

Figure 2.1. Localisation de la station d’étude
2.1.3. Matériel animal :

Souris NMRI : I'animal utilisé est la souris NMRI (Naval Medical Research
Institute, USA).

» La souris blanche est la race albinos de la souris domestique ou souris grise :
Mus musculus. Elle provient du Laboratoire de Pharmacotoxicologie, Unité
Animalerie du CRD d’El Harrach du groupe SAIDAL et du complexe SAIDAL
Antibiotical de Médéa.

» Rat Wistar : Ce sont des rats d’élevage de laboratoire qui proviennent de
'animalerie du CRD d’El Harrach du groupe SAIDAL et du complexe SAIDAL
Antibiotical de Médéa.

2.2. Méthodes

2.2.1. ldentification botanique

L’identification de la plante a été faite au niveau du Parc National de Chréaa
(Direction de Blida) et au laboratoire de botanique du département d’Agronomie de

'université de Blida.
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Elle a été confirmée au département de botanique de I'Ecole Nationale des
Sciences Agronomiques (ENSA) d’El Harrach — Alger en comparaison avec les

spécimens de I'herbier.

Des échantillons ont été conservés a I'état frais afin de déterminer la teneur en
eau des feuilles et du fruit. Le reste de la récolte a été séché a I'abri de la lumiére et
a température ambiante (25 a 28°C) pendant 15 jours. Aprés séchage et
conservation dans des sacs en papier, le matériel végétal est fractionné en deux
parties : 'une est broyée pour obtenir une poudre fine, qui servira a la préparation

des extraits, I'autre pour I'extraction des huiles essentielles par hydrodistillation.

2.2.2. Etude botanique :

Pour chercher des spécificités morphologiques et anatomiques de la plante et
localiser éventuellement les sites sécréteurs des essences aromatiques, une étude

microscopique a été réalisée.

L’examen microscopique des feuilles et des tiges a été réalisé en effectuant
des coupes trés fines au niveau des organes a I'état frais. Nous avons réalisé une

double coloration pour observer les tissus.
La coloration est réalisée selon le protocole adopté au sein du laboratoire de

Biologie Végétale du Département de Biologie (Université de Blida) avec les étapes

suivantes :

- les coupes sont plongées dans I'eau de Javel a 12° pendant 10 a15 min pour vider

les cellules de leur contenu,

- Aprés ringage a I'eau courante 5 a 10 min, les coupes sont traitées par l'acide

aceétique (10%) pendant 1a 2 min,

- Elles sont ensuite lavées a I'eau courante 5 a 10 min et placées dans le vert de

meéthyle pendant 15 a 20 min,

- Les coupes sont rincées a I'eau courante pendant 5 a 10 min puis nous les

plongeons dans le rouge Congo 15-20 min,
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- Les coupes sont ensuite lavées a I'eau, montées entre lame et lamelle et observées

au microscope photonique.

2.2.3. Etude phytochimique

2.2.3.1. Détermination de la teneur en eau

Nous avons suivi le protocole de ZERRAD et al.,(2006) [90]. Ainsi, nous avons
placé des échantillons de plantes de poids déterminé dans une étuve portée a 75°C.
Les échantillons ont été pesés chaque 24 heures jusqu'a la stabilisation du poids sec

de la matiere végeétale.
La teneur en eau a été calculée selon la formule suivante :

Poids frais — Poids sec

Teneur en eau (%) = Boids frais X100

2.2.3.2. Etude des principes actifs de Pistacia lentiscus L.

2.2.3.2.1. Caractérisation colorimétrique des principes actifs

Le screening phytochimique a été réalisé selon : [91]; [92]; [93]; [94] ; [95]; [96];
[97]; [98] ; [99].

2.2.3.2.1.1. Les Tanins

- La préparation de l'infusé : La poudre séche (5 g) dans de 'eau distillée bouillante
(100 ml) contenue dans un erlenmeyer de 250 ml puis infusion pendant 15 mn

(infusé a 5%).

- A 30 ml d’infusé a 5%, nous avons ajouté 15 ml de réactif de Stiasny (10 ml de
formol a 40% plus 5 ml HCI concentré) et chauffé au bain-marie a 90°C pendant 15
mn. L’obtention d’un précipité montre la présence de tanins catéchiques. Filtrer et
saturer le filtrat d’acétate de sodium pulvérisé. Ajouter 1 ml d’'une solution de FeCI3 a
1%. Le développement d’'une teinte bleu noire indique la présence de tanins non

précipités par le réactif de Stiasny : ce sont les tanins galliques.
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2.2.3.2.1.2. Les Flavonoides

v" Les anthocyanes

A 5 ml d’'infusé a 5% présentant une coloration plus ou moins foncée ; ajouter
5 ml d’acide sulfurique puis 5 ml de NH4OH. Si la coloration s’accentue par
acidification puis vire au bleu violacé en milieu basique, on peut conclure la présence

d’anthocyane.

v' La réaction a la cyanidine

Nous introduisons dans un tube a essai 5 ml d’infusé, ajouter 5 ml d’alcool
chlorhydrique (alcool a 95°, eau distillée, HCI concentré a parties égales en volume) ;
1 ml d’alcool iso amylique puis quelques copeaux de magnésium. Il se produit une
réaction de prépitation pendant quelques minutes. L’apparition d’'une coloration rose
orangée (flavones) ou rose- violacée (flavanones) ou rouge (flavonones, flavanonols)
rassemblée dans la couche surnageante d“alcool iso-amylique indique la présence

d’un flavonoide libre (génine).

La réaction a la cyanidine sans ajouter de copeaux de magnésium et chauffer
pendant 15 mn au bain-marie. En présence de leucoanthocyane, il se développe une

coloration rouge cerise ou violacée ; les catéchols donnent une teinte brun-rouge.

2.2.3.2.1.3. Les Alcaloides

v" Macération

La poudre végétale (10 g) dans un erlenmeyer de 250 ml+ 50 ml de H2S0O4
dilué au 1/10 (50 ml). Agitation et macération pendant 24 heures a la température
ambiante du laboratoire. Filtration sur papier lavé a I‘eau distillée de maniére a

obtenir environ 50 ml de filtrat.

v' Réactions de caractérisation

- 1 ml de filtrat + 5 gouttes du réactif de MAYER (5 g de Kl et 1,358 g de HgCI2
solubilisés dans 100 ml d'eau distillée) s'il apparait un précipité c'est qu'on est en

présence d'alcaloides. (Précipité blanc-jaunatre).
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2.2.3.2.1.3. Les Dérivés Anthracéniques y compris les quinones et les

anthraquinones

v Extrait chloroformique:A 1 g de drogue en poudre, ajouter 10 ml de

chloroforme et chauffer au bain-marie pendant 3 mn, filtrer a chaud et

compléter a 10 ml si nécessaire.

v" Hydrolysat :A une partie du résidu de la poudre épuisée par le chloroforme,
ajouter 10 ml d’eau distillée et 1 ml d’acide chlorhydrique concentré. Maintenir
le tube a essai dans le bain-marie bouillant pendant 15 mn. Refroidir sous un
courant d’eau et filtrer. Compléter a 10 ml avec I'eau distillée.

v' Caractérisation

X/
X4

Dérivés anthracéniques libres : 1 ml d’extrait chloroformique + 1 ml de

L)

NH40OH dilué puis agitation; la coloration plus ou moins rouge indique la

présence d’anthraquinones libres.

«» Dérivés anthracéniques combinés

[] Ohétérosides (anthraquinones)

Prélever 5 ml d’hydrolysat et agiter avec 5 ml de chloroforme, soutirer la phase
organique et l'introduire dans un tube a essai, ajouter 1 ml de NH4OH dilué. Agiter, la

présence d’anthraquinones est révélée par la coloration rouge plus ou moins intense.

[ Ohétérosides a génines réduites

Ou bien 5 ml d’hydrolysat + 3 a 4 gouttes de FeCI3 a 10 %, chauffer pendant 5 mn
au bain-marie. Refroidir, agiter avec 5 ml de chloroforme. Soutirer la phase
chloroformique et I'introduire dans un tube a essai, ajouter 1 ml de NH40OH dilué et
agiter. En présence de produits d’oxydation des anthranols ou anthrones, la

coloration rouge est plus intense.

[] Ghétérosides

Reprendre la phase aqueuse qui a été conservée au cours de la caractérisation des

O-hérosides par 10 ml d’eau distillée et ajouter 1 ml de FeCI3 a 10%. Maintenir le
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tube a essai dans un bain-marie bouillant pendant 30 mn, refroidir et agiter avec 5 ml
de chloroforme, soutirer la phase chloroformique dans un tube a essai. Ajouter 1 ml
de NH40OH dilué et agiter. Une coloration rouge plus ou moins intense indique la

présence de génines de C-hétérosides.

2.2.3.2.1.4. Les saponosides

- Dans une fiole conique de 500 ml, renfermant 100 ml d’eau distillée bouillante, nous

introduisons 1g de poudre grossiére de feuilles ou de tubercules,
- Nous maintenons une ébullition modérée pendant 30 min,

- Nous filtrons et aprés refroidissement, nous ajustons le volume du filtrat a 100ml

avec de I'eau distillée,
- Dans une série de tubes a essai, nous mesurons successivement 1, 2 jusqu’a

10ml de décocté, puis nous ajustons le volume de chaque tube a 10ml avec de I'eau

distillée,
- Nous agitons les tubes pendant 15 secondes et nous laissons reposer 15 minutes,

- Nous mesurons ensuite la hauteur de la mousse.

Im : Indice de mousse.
H : Hauteur de la mousse mesurée en cm.

X : Le numéro du tube ou la hauteur de la mousse est supérieure a 1 cm.

2.2. 3.2.2. Extraction des composés polaires et apolaire

Les composés polaires et apolaires sont extraits a l'aide du soxhlet.
L’extracteur de soxhlet permet le traitement de solides (matériel végétal), avec des
solvants en phase liquide ou partiellement vaporisés. Le corps de I'extracteur

contient une cartouche en cellulose remplie de matériel végeétal.
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Cette cartouche est fixée sur un réservoir de solvant (ballon) et surmontée
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 clair [98].

2.2.3.2.2.1. Extraction au soxhlet

On pése 20 g de plante séche finement broyée et on lintroduit dans la
cartouche en cellulose située dans le soxhlet. Ce dernier est constitué aussi d’'un
ballon a fond plat ou sont placés 300ml d’hexane. Par la suite le dispositif est porté a
ébullition (105°C).

Aprés une douzaine de siphonages, nous récupérons d'une part, le ballon
contenant le solvant enrichi en substances solubles (fraction lipidique) et d’autre part,
la matiére végétale contenue dans la cartouche de cellulose que 'on nommera marc
et qu’on laisse sécher a l'air libre.

Le marc récupéré et séché est réintroduit dans une seconde cartouche et
soumis a une seconde extraction au soxhlet en utilisant cette fois-ci du méthanol
(65°c), afin de récupérer les substances polaires [100].

Aprés une douzaine de siphonages, nous récupérons un marc et le ballon

contenant le solvant qui renferme la fraction polaire de la plante.

Les extraits méthanolique et hexanique secs des deux extractions sont
obtenus par évaporation du solvant grace a un évaporateur rotatif. Les ballons
contenant les résidus secs sont pesés avant et aprés extraction afin de déterminer la
teneur respective de chacune des fractions polaire et apolaire de la plante. L'extrait

meéthanolique sera utilisé dans les activités biologiques.

2.2.3.2.2.2. Préparation des décoctions

Cinquante grammes de poudre de matériel végétal (feuilles et/fruits) ont été
portés a ébullition pendant 30 minutes dans un volume d'eau distillée de 500 ml.
Aprés filtration et concentration, les décoctés ont été lyophilisés [100].Ces

lyophilisats ont servi pour les tests pharmacologiques.
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Matériel végétal: 20 g
(Feuilles ou fruits)

v

Extraction par soxhlet

300 ml n-hexane
|

v

Filtration et évaporation

Par évaporateur rotatif

! !

Extrait n-hexane sec

Fraction apolaire (lipidique)

Extraction au soxhlet

300 ml de méthanol
v

Filtration et évaporation

Par évaporateur rotatif

V\

Marcs éliminés

Extrait méthanolique sec

Fraction polaire (Polyphénols)

Figure 2.2: Protocole expérimental d’extraction des composés polaire et apolaire par
soxhlet [101].
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2.2.3.2.2.3 Dosage de quelques principes actifs de Pistacia lentiscus

2.2.3.2.2.3.1. Analyse par spectrophotométrie UV-Visible

La spectrophotométrie est une technique analytique qui consiste a mesurer
'absorbance d’une substance chimique donnée en solution préalablement étalonnée

sur la longueur d’'onde de I'espéce chimique a étudier [102].

2.3.3.2.2.3.1.1. Dosage des polyphénols totaux

La teneur en phénols totaux des extraits des plantes a été déterminée par la

méthode de Singleton et Ross (1965) utilisant le réactif de Folin—Ciocalteu.

Principe

Le réactif est constitué dun mélange dacide phosphotungstique
(H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3Mo12040P). Ce mélange est
réduit lors de I'oxydation des phénols, en un mélange d’oxyde bleu de tungsténe et
de molybdéene [103].

Un volume de 200 ul pour chaque extrait est introduit dans des tubes a essais,
le mélange (1 ml de Folin Ciocalteu dilué 10 fois et 0.8 ml de carbonate de sodium a

7.5 %) est additionné. Les tubes sont agités et conservés durant 30 min.

L’absorbance est mesurée a 765 nm en utilisant le spectrophotometre UV/
Vis. Une courbe d’étalonnage a différente concentration d’acide gallique a été
préparée. Les teneurs en phénols totaux dans les extraits sont exprimées en
milligramme (mg) équivalent d’acide gallique par gramme (g) d’extrait sec (mg EAG/
g ES).

2.2.3.2.2.3.1.2.Dosage des flavonoides

La détermination de la teneur en flavonoides des extraits est effectuée par la
méthode de trichlorure d’aluminium (AICI3) [104]; [73]. Brievement, un millilitre
d’extrait dilué dans le méthanol,ainsi que le flavonoide standard la rutine aussi
préparé dans du méthanol est ajouté a 1ml de AICI3 (Solution méthanolique de 2%) .
Aprés 10 minutes de réaction, l'absorbance est lue a 430 nm. La courbe

d’étalonnage est effectuée par la rutine a différentes concentrations, dans les mémes
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conditions et les mémes étapes du dosage. Les résultats sont ainsi exprimés en mg
équivalent de quercetine par gramme d’extrait sec, (mg EQE/g ES). Toutes les

mesures sont répétées 3 fois.

2.2.3.2.2.3.1.3. Dosage des tannins condensé

Les tanins condensés sont déterminés par la méthode a la vanilline en milieu
acide [105]. Cette méthode est basée sur la capacité de la vanilline a réagir avec les
unités des tanins condensés en présence d’acide pour produire un complexe coloré
mesuré a 500 nm. La réactivité de la vanilline avec les tanins n’implique que la

premiére unité du polymére.
Principe.

Un volume de 50 ul de l'extrait brut est ajouté a 1500 ul de la solution
vanilline/méthanol (4%, m/v) puis mélangé a l'aide d’un vortex. Ensuite, 750 ul de
'acide chlorhydrique concentré (HCI) est additionné. Le mélange obtenu est laissé
réagir a la température ambiante pendant 20 min. L’absorbance est mesuré a 550

nm contre un blanc a 'aide d’'un spectophotometre (Perkin-Elmer Lambda 25).

Une courbe d’étalonnage est réalisée en paralléle dans les mémes conditions
opératoires en utilisant de la catéchine comme contréle positif. Les résultats sont
exprimés en milligramme (mg) équivalent de la catéchine par gramme d’extrait sec
(mg ECAT/g ES).

2.2.3.2.2.4. Identification des composés phénolique par HPLC

Les analyses chromatographiques ont été réalisées moyennant un
Chromatographe en phase Liquide a Haute Performance (Agilent série 1100) équipé
d’'un détecteur UV a barrettes de diodes (DAD) et couplée a un spectrométre de
masse en tandem (MS/MS) a triple quadripble (MICROMASS Quattro Ultima)équipé
d’'une source d’ionisation électrospray (ESI). Le systéeme est piloté par le logiciel
Masslynx V4.0 qui permet I'enregistrement, I'exploitation et le traitement des

données.

La séparation a été réalisée par une colonne ODS 125 mm x 2mm x 4um. La
phase mobile est constituée d'eau ultra pure contenant 0.1% d’acide acétique

(solvant A) et d’Acétonitrile (solvant B). L'élution a été réalisée a un débit de 250
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ML/min. Le gradient d’élution est le suivant: 1min (95% A), 30 min (40% A), 30,1 min
(100%B), 37, 1 min (95% A), 50 min (95% A). La température du four a été fixée a
35°C et la quantité injectée est de 25 uL. 'acquisition des spectres UV est réalisée
entre 200 et 550 nm.

L’ionisation ESI en mode négatif conduit a des ions moléculaires de type [M-
H]', les paramétres d’ionisation et de fragmentation de chaque composé dépendent
essentiellement de ses propriétés physicochimiques. Les paramétres relatifs au
fonctionnement du spectrométre de masse sont les suivants : Gamme de masse
(mode fulls can) m/z (135-650), tension du capillaire : 3,2 kV, tension du con : 40V,
température de la source: 110°C, température du gaz: 400°C et tension de

multiplicateur : 550 V.

La tentative d’identification des différents composés est basée sur la
comparaison de leurs spectres d’absorption en UV et leurs types de fragmentation en

spectromeétre de masse avec les spectres connus et ceux publiés dans la littérature.

2.2.3.2.3. Extraction des composés volatils

2.2.3.2.3.1. Extraction des huiles essentielles par hydrodistillation

En vue d’obtenir la fraction volatile des plantes étudiées, nous avons utilisé le

Procédé d’hydrodistillation. L’hydrodistillation consiste a immerger directement le
matériel végétal a traiter dans un alambic rempli d’eau qui est ensuite porté a
ébullition. Les vapeurs hétérogenes sont condensées sur une surface froide et I'huile

essentielle se sépare par différence de densité [106].

Mode opératoire

Pour I'hydrodistillation de Pistacia lentiscus (feuilles), nous avons utilisé un

dispositif de type Clevenger (Figure 2.3).

Le matériel végétal séché (300g) est introduit dans un ballon de 2 litres
remplie deau au 2/3. Le tout est porté a ébullition pendant 4 heures. Une
surveillance continue du dispositif est préconisée afin d’assurer une meilleure

distillation.
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La séparation HE-eau est faite par décantation simple. L’'HE ainsi extraite est
stockée a 4°C dans un flacon en verre fumé et hermétiquement fermé jusqu’a son

utilisation.

Refrigerant

Ampoule a décanter

(Huile essentielle/ hydrolat)

Ballon contenant

la plante

Plaque chauffante

Figure 2.3: Hydrodistillation des feuilles de  Pistacia lentiscus : Montage
d'hydrodistillation (Dispositif Clevenger) — (Original, 2014)
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2.2.3.2.3.2. Calcul du rendement en huile essentielle

Le rendement en HE est le rapport entre la masse d’huile essentielle extraite

et la masse de la matiére végétale utilisée. Il a été calculé suivant la formule :

MHE
RHE =

X
MMV 100

Rue . Rendement en huile essentielle (%)
Mue : Masse d’huile essentielle (g).
Mwy : Masse de la matiére vegétale (g).

2.2.3.2.3.3. Analyse de la composition chimique de I'huile essentielle par CG/MS :

L'huile essentielle a été analysée par chromatographie en phase gazeuse en
utilisant un chromatographe en phase gazeuse Hewlett-Packard 6890 (Agilent
Technologies, Palo Alto, Californie, Etats-Unis) équipé d'un détecteur & ionisation de
flamme (FID) et d'un injecteur de contrdle électronique de pression (EPC). Une
colonne polaire HP Innowax (PEG) (30 m x 0,25 mm, épaisseur de film de 0,25 um)
et une colonne apolaire HP-5 (30 m x 0,25 mm revétue de 5% de phényl méthyl-
silicone et 95% de diméthyl-polysiloxane, 0,25 pmépaisseur) d'Agilent ont été
utilisés. Le débit de gaz vecteur (N2, U) était de 1,6 ml / min et le rapport de division
de 60: 1. Les analyses ont été effectuées en utilisant le programme de température
suivant: four conservé de maniere isotherme a 35 °C pendant 10 min, augmenté de
35 a 205 °C a raison de 3 °C / min et conservé de maniére isotherme a 205 °C
pendant 10 min. Les températures de l'injecteur et du détecteur ont été maintenues
respectivement a 250 et 300 ° C. Les analyses GC-MS ont été effectuées en utilisant
un spectromeétre de masse HP 5972 avec ionisation par impact électronique (70 eV)
couplé a un chromatographe en phase gazeuse HP 5890 série Il. Une colonne
capillaire HP-5MS (30 mx 0,25 mm revétue avec 5% de phénylméthylsiloxane et
95% de diméthylpolysiloxane, épaisseurs de film de 0,25 um) a été utilisée. La
température du four a été programmée pour augmenter de 50 ° C a 240 ° C a une
vitesse de 5 ° C / min. La température de la ligne de transfert était de 250 ° C.

L'hélium était utilisé comme gaz porteur avec un débit de 1,2 ml / min; et un rapport
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de division de 60: 1. Le temps de scrutation et la plage de masse étaient

respectivement de 1 etde 40 a 300 m/ z.

Chaque composé volatil d’huile essentielle a été identifié€ en comparant son
indice de rétention (RI) par rapport aux n-alcanes (C9-C18) a ceux disponibles dans
la littérature des composés authentiques (réactifs analytiques, Labscan, Ltd, Dublin,
Irlande) et dans notre laboratoire et en faisant correspondre leurs modéles de
fragmentation des spectres de masse avec les données correspondantes stockées
dans la bibliothéque de spectres de masse du systéme de données GC-MS (NIST) et
d'autres spectres de masse publiés (Adams, 2001). La quantité relative en
pourcentage de chaque composé identifié a été obtenue a partir de l'intégration
électronique de son aire de pic FID. Les composés volatils se répartissaient en
groupes (hydrocarbures monoterpéniques, monoterpénes oxygénés, hydrocarbures
sesquiterpéniques et sesquiterpénes oxygénés). Les principaux composés de

chaque groupe étaient marqués en gras.

2.2.4. Etude des activités biologiques

2.2.4.1. Etude du pouvoir antimicrobien de I'huile essentielle et des extraits

méthanoliques de Pistacia lentiscus

Les tests antibactériens et antifongiques ont pour but de rechercher l'activité
biologique de I'huile essentielle des feuilles et des extraits methanoliques (feuilles
et/ou fruits) de Pistacia lentiscus vis-a-vis des différents microorganismes : bactéries
et levures. Les extraits actifs pourraient ainsi justifier 'usage en médecine
traditionnelle des plantes dont ils sont extraits et permettraient, a partir du présent

travail, d’ouvrir d’autres pistes a la recherche.

2.2.4.1.1. Activité antibactérienne

Ce test est réalisé au niveau du laboratoire de microbiologie complexe
SAIDAL antibiotical Médéa et le le laboratoire de Bactériologie du centre hospitalier
universitaire Frantz Fanon, Blida. L’activité antibactérienne des extraits a été

déterminée par la méthode de diffusion en milieu gélosé standardisée cité par [107].
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2.2.4.1.1.1. Souches bactérienne

12 souches bactériennes ont été testées :

» 7 souches de références: Escherichia coli (ATCC 25 922), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27 853), Staphylococcus aureus (ATCC 25 923),
Staphylococcus epidermidis (ATCC 12 228), Enterococcus faecalis (ATCC 51 299),
Bacillus subtilis (ATCC 66 33), Micrococcus luteus (ATCC 533),

> 5 souches pathogénes issues a partir des préléevements de malades (Tableau
2.2): Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Acinetobacter baumannii,klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis et

Enterococcus faecium.

Le tableau.2.2: Origine des microorganismes testés.

Souche utilisées Gram Origine du prélévement
Escherichia coli (ATCC 25 922) Gram -
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27 853) | Gram -
Staphylococcus aureus (ATCC 25 923) Gram +
Staphylococcus epidermidis (ATCC 12 228) | Gram + Souches de référence
Enterococcus faecalis (ATCC 51 299) Gram +
Bacillus subtilis (ATCC 66 33) Gram +
Micrococcus luteus (ATCC 533) Gram +
Escherichia coli Gram - Urinaire
Pseudomonas aeruginosa Gram - Pus de plaie
Staphylococcus aureus Gram + Bronchique
Acinetobacter baumannii Gram - | Prélévement distal protégé
klebsiella pneumoniae Gram - Sécrétion nasal
Enterococcus faecalis Gram + Fissure anal
Enterococcus faecium Gram + Fissure anal
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2.2.4.1.1.2. Milieux de culture

Nous avons utilisé comme milieux de culture la Gélose Mueller Hinton.

2.2.4.1.1.3. Préparation des échantillons a tester

L’huile essentielle des feuilles a été utilisé sous forme pure et les extraits
méthanoliques ont été repris avec le Dimethyl sulfoxyde (DMSQO) pour obtenir une

concentration de 100 mg/ ml.

2.2.4.1.1.4. Méthode de diffusion en milieu gélosé

> Préparation de I'inoculum bactérien

Les souches bactériennes sont ensemencées dans la gélose nutritive et
incubées a 37°C pendant 24 h, pour optimiser leur croissance. On racle a l'aide
d’'une anse de platine quelques colonies bien isolées et identiques de chacune des
souches bactériennes a tester. Décharger I'anse dans 10 ml d’eau distillée stérile, La
suspension bactérienne est bien homogénéisée, son opacité doit étre équivalente a
0.5 Mc Farland (annexe 05) ou a une DO de 0.08 a 0.10 a 625 nm. L’inoculum peut
étre ajusté en ajoutant, soit de la culture s'’il est trop faible, ou bien de l'eau

physiologique stérile s'il est trop fort.

» Ensemencement et dépbt des disques

L’ensemencement est réalisé par écouvillonnage sur boites Pétri, un
écouvillon est trempé dans la suspension bactérienne, puis I'essorer en pressant
fermement sur la paroi interne du tube. L'écouvillon est Frotté sur la totalité de la
surface gélosée, de haut en bas en stries serrées. L'opération est répétée deux fois
en tournant la boite de 60° a chaque fois. L’ensemencement est fini en passant
I'écouvillon une derniére fois sur toute la surface gélosée. L’écouvillon est rechargé a
chaque fois qu'on ensemence plusieurs boites de Pétri avec la méme souche. Les
disques imprégnés d’huile essentielle et d’extraits a raison de 15 yl sont déposés

délicatement sur la surface de la gélose ensemencée a 'aide d’'une pince stérile.

De méme les antibiogrammes réalisés avec des disques contenants des
antibiotiques (témoin positif) appropriés préts a I'emploi ont été utilisés pour la

comparaison avec les résultats des extraits testés et les disques Wattman imprégnés
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de DMSO (témoin négatif). Finalement, les boites de Pétri sont incubées pendant 24

heures a 37°C.

> Lecture des antibiogrammes

La lecture des antibiogrammes a été faite par la mesure des diametres des halos
d’inhibitions au tour des disques.Selon LECLERC, (1975) [108] une souche est dite :
- Sensible lorsque la zone d’inhibition est supérieure ou égale a 15mm,

- Peu sensible lorsque la zone d’inhibition est inférieure a 15mm,

- Résistante lorsque la zone d’inhibition est inexistante.

2.2.4.1.2. Activité antifongique

Ce test est réalisé au niveau du laboratoire de parasitologie C.H.U Mustapha
Bacha, Alger. L’activité antifongique des extraits a été déterminée par la méthode de

diffusion en milieu gélosé cité par [109] et [110].

2.2.4.1.2.1. Souches fongiques

Les souches fongiques sont issues a partir des préléevements de malades

(Tableau 2.3).5 souches de levure :

* 1 souche de référence : Candida albicanc (ATCC 10 231) provenant du de
microbiologie du complexe SAIDAL antibiotical Médéa

* 4 souches pathogénes provenant du laboratoire de parasitologie du centre
hospitalier universitaire Mustapha Bacha, Alger, les souches sont : Candida

albicanc, Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida parapsilosis.

Tableau.2.3 : Origine des levures testées

Levures Origine du prélévement

Candida albicanc (ATCC 10 231)| Souche de référence

Candida albicanc vaginal
Candida glabrata vaginal
Candida tropicalis Ongles de la main

Candida parapsilosis Ongles de la main
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2.2.4.1.2 .2. Méthode de diffusion en milieu gélosé

Les mémes opérations sont effectuées avec les souches de levures. Les
cultures-mére ont été développées sur une gélose approprié (Sabouraud avec
chloramphénicol), afin d’inhiber la croissance des éléments de la flore bactérienne
contaminante et d'atteindre la phase stationnaire de la croissance. Les disques
stériles imprégnés d’huile essentielle et d’extraits methanoliques a raison de 15ul par
disque, ont été déposés stérilement sur la gélose Sabouraud, ensemencé au
préalable par la suspension microbienne (106 spores/ml). Les levures ont été
incubées 48 h a 37 °C.

2.2.4.2. Etude du pouvoir antioxydant des extraits méthanoliques de Pistacia

lentiscus

Quelle que soit la nature des substances, les terpénes et les flavonoides sont
utilisés pour réduire I'oxydation des cellules et augmentent la vitalité de I'organisme
dans ces flux vitaux. Dans ce contexte, nous avons choisie d’étudier l'activité

antioxydante in vitro par deux méthodes les plus utilisées :

e Piégeage du radical libre DPPH;
e Reéduction de fer (FRAP).

2.2.4. 2.1. Piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl)

Le DPPH (1,1-Diphényl-2-picrylhydrazyl) est un radical libre stable de couleur
violacée qui absorbe a 517nm. En présence de composés anti-radicalaires, le radical
DPPH est réduit et change de couleur en virant au jaune. Les absorbances
mesurées a 517 nm servent a calculer le pourcentage d’inhibition du radical DPPH-,

qui est proportionnel au pouvoir antiradicalaire de I'échantillon.

2.2.4.2.1.1. Mise en ceuvre pratique

Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger
le radical DPPH. L’effet de chaque extrait sur le DPPH est mesuré par la procédure

décrite par [111]

Un volume de 50 pl de différentes concentrations de chaque extrait est ajouté a

1,950 ml de la solution méthanolique du DPPH (0,025 g/l) fraichement préparée. En
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ce qui concerne le contrble négatif, ce dernier est préparé en paralléle en
meélangeant 50 yl du méthanol avec 1950 ml d’'une solution méthanolique de DPPH a
la méme concentration utilisée. Aprés incubation a I'obscurité pendant 30 min et a la
température ambiante la lecture des absorbances est effectuée a 515 nm a l'aide
d’'un spectrophotométre. Une solution standard de (BHT) est préparée en suivant les

mémes étapes que préeceédemment.

2.2.4. 2.1.2. Expression des résultats

2.2.4.2.1.2. 1. Calcul des pourcentages d’inhibitions

Nous calculons ainsi les pourcentages d’inhibition par la formule suivante :

(Ac — At) o

100
AC

% =

Ac : absorbance du controle ;
At : absorbance du test effectué

On effectue 3 répétitions pour chaque essai. Chaque valeur de I'activité oxydante
est donc calculée sur la moyenne de trois répétitions. Les résultats ont été exprimeés

par la moyenne de trois mesures +SEM.

2.2.4.2.1.2. 2. Calcul des IC50

IC50 ou concentration inhibitrice de 50 % (aussi appelée EC50 pour Efficient
Concentration 50), est la concentration de I'échantillon testé nécessaire pour réduire
50 % de radical DPPH. Les IC50 sont calculées graphiquement par les régressions
linéaires des graphes tracés ; pourcentages d’inhibition en fonction de différentes

concentrations des extraits testées.

2.2.4.2.2. Réduction du fer

Cette méthode est déterminée en utilisant la technique d'Oyaizu (1986) [112].
Les différentes concentrations des extraits dans 1ml d’eau distillée sont mélangées
avec 2.5 ml de la solution tampon phosphate (0.2 M, pH6.6) et 2.5ml de fenicyanure
de potassium [K3Fe(CN)6] (1%). Les mélanges sont incubés a 50°c pendant 30min.
Aprés, 2.5ml de l'acide trichioracétique (10%) est additionné. Le tout est centrifugé a

3000 tours pendant10 min. A la fin, 2.5 mldu surnageant de chaque concentration est
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mélangé avec 2.5ml d’eau distillée et 0.5ml FeCI3 (0.1%).L'absorbance est mesurée
a 700nm. L'augmentation de I'absorbance dans le milieu réactionnel indique
I'augmentation de la réduction de fer. L'acide ascorbique est utilisé comme contrdle

positif.

2.2.4.3. Etude de la toxicité aigue des extraits methanoliques de P. lentiscus

L’étude de la toxicité aigué est une analyse qualitative et quantitative de
I'altération irréversible des fonctions vitales aprés administration unique d’une
substance dans un délai de quelques minutes a quelques jours (2 a 4semaines).
C’est le premier test qu’un toxicologiste effectue sur un nouveau composé destiné a
étre utilisé comme médicament [113].

Des lots de six souris de race NMRI ont regcu par voie orale une dose
maximale 2000 mg/kg de poids corporel d’extrait. Aprés I'administration des extraits,
les animaux ont été observés pendant les deux heures qui ont suivi I'administration a
issue desquelles ils sont alimentés. lls ont été ensuite observés pendant 24, 48 et
72 heures au cours desquelles les symptdomes d’intoxications ainsi que les taux de

mortalité ont été notés [114].

2.2.4.4. Etude de I'activité anti-inflammatoire des extraits méthanoliques de

P. lentiscus

2.2.4.4.1. Principe

Pour mettre en évidence I'activité anti-inflammatoire de l'extrait d’'une plante
médicinale, un modele expérimental d’inflammation aigue de la patte de la souris
induit par la carragénine a été sélectionné. Des cedémes au niveau des pattes des
souris sont induits aprés injection sub-plantaire (interarticulaire) d’'une solution de
carragénine au niveau de la patte arriere droite des souris, une heure aprés
'administration des extraits par voie orale. L’inflammation causée sera diminuée en
présence de lI'extrait ayant une activité anti-inflammatoire [115].Les souris utilisées
sont privées de nourriture et deau pendant 12 heures avant la période

d’expérimentation.
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2.2.4.4.2. Prétraitement par les extraits

Une heure avant l'injection de la carragénine, un effectif de 84 souris pesant

20+5¢g est divisé selon les deux extraits et les doses administrées en 14groupes

(n =6), chaque groupe recoit par voie orale les solutions expérimentales comme suit :

v

Groupes 1 a 3: ont regu I'extrait méthanoliques de feuilles (EMF) aux doses
respectives de 400, 600 et 800 mg / kg (0,5 ml par animal / p.o);

Groupes 4 et 6: ont recu la décoction de feuilles (DF) aux doses respectives
de 400, 600 et 800 mg / kg (0,5 ml par animal / p.o);

Groupes 7 a 9: ont recu l'extrait méthanolique de fruit (EMFR) aux doses
respectives de 400, 600 et 800 mg / kg (0,5 ml par animal / p.o);

Groupes 10 et 12: ont regu la décoction de fruits (DFR) aux doses respectives
de 400, 600 et 800 mg / kg (0,5 ml par animal / p.o);

Groupe 13 (Référence): I'anti-inflammatoire Diclofénac (50 mg/Kg) dissous
dans du NaCl 0,9%;

Groupe 14 (Témoin): une solution de NaCl (0,9%).

2.2.4.4.3. Induction de I'inflammation par Injection de la carragénine

Une heure aprés I'administration des traitements, chaque animal regoit par

injection sub-plantairedans la patte arriere droite, 0,1 ml d’'une suspension de

carragénine a 1% dissousdans du NaCl 0,9%.

2.2.4.4.4 Evaluation de 'activité anti-inflammatoire

» Mesure de I'cedéme :

Le diamétre de la patte a été mesuré, a 'aide d’'un pied a coulisse digital avant et

apres inductionde I'cedeme a des intervalles d’une heure pendant 4 heures.

»> Calcul du pourcentage d’augmentation du volume de la patte (%AUG) :

Le pourcentage d’augmentation (%AUG) de I'cedéme est calculé pour chaque

groupe desouris. |l est donné par la formule suivante [115]:
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(Dn — Do) y

%AUG = 100

Dn : diametre de la patte L'iéme heure aprés l'injection de la carragénine.

DO : diamétre de la patte avant 'injection de la carragénine.

» Calcul du pourcentage d’inhibition de I'cedéme (% INH) :

Le pourcentage d’inhibition (%INH) de I'cedéme est calculé pour chaque groupe
de souris traitées par rapport au lot témoin. Il est obtenu par la formule suivante
[115]:

(%AUG témoin — %AUG traité)

100
%AUG témoin

%INH =

2.2.4.5. Etude de I'activité antalgique des extraits methanoliques de P. lentiscus

L’activité antalgique a été mise en évidence selon la méthode de VOGEL et
al., [116] Linjection de l'acide acétique par voie intra péritonéale chez la souris
provoque une réaction douloureuse. Cette douleur se manifeste par des
mouvements de torsion de I'abdomen, avec étirement des pattes postérieures
(crampes), qui peut étre réduite par un produit antalgique. Cette étude permet de
comparer la réduction du nombre de crampes aprés administration du produit

antalgique et du produit de référence correspondant.

2.2.4.5. 1. Prétraitement par les extraits

Un effectif de 84 souris pesant 20+5g est divisé selon les deux extraits et les
doses administrées en 14 groupes (n =6), chaque groupe recoit par voie orale les

solutions expérimentales comme suit :
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v' Groupes 1 a 3: ont regu I'extrait méthanoliques de feuilles (EMF) aux doses
respectives de 400, 600 et 800 mg / kg (0,5 ml par animal / p.o);

v' Groupes 4 et 6: ont recu la décoction de feuilles (DF) aux doses respectives
de 400, 600 et 800 mg / kg (0,5 ml par animal / p.o);

v' Groupes 7 a 9: ont regu l'extrait méthanolique de fruit (EMFR) aux doses
respectives de 400, 600 et 800 mg / kg (0,5 ml par animal / p.o);

v" Groupes 10 et 12: ont recu la décoction de fruits (DFR) aux doses respectives
de 400, 600 et 800 mg / kg (0,5 ml par animal / p.o);

v" Groupe 13 (Référence): Diclofénac (50 mg/Kg) dissous dans du NaCl 0,9%;

v" Groupe 14 (Témoin): une solution de NaCl (0,9%).

2.2.4.5. 2. Induction des crampes par Injection de I'acide acétique

Aprés 30 minutes, Injecter a tous les animaux la solution de I'acide acétique a
1% par voie intra péritonéale sous un volume de 0.2 ml par souris. On fait le
comptage de crampes par observation directe des souris séparées chacune dans

une cage. La durée d’observation est de 15 minutes.

2.2.4.5. 3. Evaluation de I'activité antalgique

- Calculer les moyennes arithmétiques des crampes pour chaque lot.

- Calculer le pourcentage de réduction de crampes (pourcentage de

protection) chez les souris traitées par rapport aux témoins par la formule suivante:

%R moyenne des crampes du lot témoin — moyenne des crampes du lot traité < 100
o moyenne des crampes du lot temoin

2.2.4.6. Etude de I'activité antipyrétique

2.2.4.6.1. Principe

Mesure d’un effet antipyrétique chez le rat rendu hyperthermique par la levure

de biére. Cette étude permet de comparer la réduction de I'hyperthermie apres
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administration de doses du produit antipyrétique a tester (les extraits végétaux) et du

produit de référence correspondant

2.2.4.6.2. Prétraitement des animaux

2.2.4.6.2.1.La veille du test

Seize heures avant le test, les rats sont mis a jeun de nourriture et regoivent en
injection sous-cutanée dans la région dorso latérale une suspension aqueuse de

levure de biere a” 20 % (1 ml/100 g de poids corporel) [117].

2.2.4.6.2.2. Le jour du test

Sélectionner les rats dont la température est supérieure ou égale a 38°C pour
former 13groupes (n =6), chaque groupe recoit par voie orale les solutions

expérimentales comme suit :

v" Groupes 1 a 3: ont regu I'extrait méthanoliques de feuilles (EMF) aux doses
respectives de 400, 600 et 800 mg / kg (2 ml par animal / p.o);

v' Groupes 4 et 6: ont regu la décoction de feuilles (DF) aux doses respectives
de400, 600 et 800 mg / kg (2 ml par animal / p.o);

v' Groupes 7 a 9: ont regu l'extrait méthanolique de fruit (EMFR) aux doses
respectives de 400, 600 et 800 mg / kg (2 ml par animal / p.o);

v" Groupes 10 et 12: ont regu la décoction de fruits (DFR) aux doses respectives
de 400, 600 et 800 mg / kg (2 ml par animal / p.0);

v' Groupe 13 (Référence): I'antipyrétique Paracétamol (100 mg/Kg) dissous dans
du NaCl 0,9%;

v Groupe 14 (Témoin): une solution de NaCl (0,9%).

2.2.4.6. 3. Evaluation de I'activité antipyrétique

- Calculer la moyenne arithmétique des températures de chaque lot ;

- Calculer 'accroissement moyen de la température des animaux de chaque lot
avant 'administration des extraits (Température initiale) ;

- Calculer I'accroissement moyen de la température des animaux de lots de

chaque lot aprés 1, 2, 3, 4 heures de I'administration des extraits ;
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- Calculer le pourcentage de réduction de I'hyperthermie des rats traités par
rapport aux rats témoins 4 heures aprés I'administration des extraits par la
formule suivant:

(T°4 h —T°i))Témoin — (T° 4 h — T°i)Traité

R(%) = X100
(%) (T°4 h — T°i)Témoin

2.3. Etude statistique

Les expériences ont été réalisées trois fois. Les données sont exprimées par
la valeur (moyenne + erreur standard) et ont été traitées par le test d’analyse de
variance (ANOVA). Des comparaisons multiples des moyennes ont été effectuées en
utilisant les tests de Tukey et de Dunnet. Les différences entre les groupes avec
p <0,05 ont été considérées statistiquement significatives. L'analyse statistique a été
réalisée par la méthode d'analyse probit en utilisant le logiciel XLStats 2014 (logiciel
statistique Pros, Addinsoft, Paris, France).
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CHAPITRE 3
RESULTATS ET DISCUSSION

3.1 Résultats de I'étude botanique de la plante

3.1.1. Résultats de I'étude microscopique:

Afin de détecter ou de localiser des structures particuliéres, les tissus
sécréteurs, nous avons effectué des coupes minces. Ces derniéres ont subi une

double coloration. Nous avons obtenu les résultats suivants :

3.1.1.1. La tige :

L'étude histologique a permis de mettre en évidence la présence d'un
parenchyme médullaire (figure 3.1), des tissus conducteurs de type secondaire le
bois et le liber (figure 3.2), Un sclérenchyme a fibres sclérifiées (figure 3.2), des
poches sécrétrices (figure 3.3), entourées de petites cellules sécrétrices, ces

dernieres commencent dans le sclérenchyme sous forme de lobe et se terminent

dans le liber.

Figure 3.1: Coupe transversale de la Figure 3.2: Détails des éléments
tige de P. lentiscus(X100) conducteurs  de la tige de P.

PM: Parenchyme médullaire, B: Bois, LB: Liber, PS: Poche sécrétrice, CM:
Cambium, SC: Sclérenchyme.
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Sclérenchyme

Poche sécrétrice

Cellules sécrétrices

Figure 3.3 : Détails de la poche sécrétrice de la tige de P. lentiscus(X400)

3.1.1.2. La feuille

En coupe transversale, aprés la double coloration, le limbe de la feuille nous a

permis d’observer les tissus suivants (en partant de I'extérieur vers I'intérieur):

L’épiderme supérieur et inférieur; sont constitués d’'une seule couche de
cellules (Figure 3.4) surmontée par une couche de cuticule. L'épiderme supérieur ne
présente pas de stomates, il protége le parenchyme palissadique, et I'épiderme

inférieur contient les stomates et protége le parenchyme lacuneux.

- Le parenchyme palissadique, contient des cellules rectangulaires trés riches en

chloroplastes.

- Le parenchyme lacuneux, avec des cellules arrondies et moins riches en

chloroplastes.

Cuticule

Epiderme supérisure

Parenchyme
palissadique

Parenchyme
lacuneux

Poche sécrétrice

MNervure principale

Epiderme inférieur

Figure 3.4 : Coupe transversal de la feuille de Pistacialentiscus (X 400)
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Au niveau de la nervure principale on observe de I'extérieure a l'intérieure la

présence de :

- Un tissu de soutien, le Sclérenchyme fibreux,

- Des tissus conducteurs secondaires: le liber, qui transporte la séve élaborée et le

bois, qui transporte la séve brute ;
- Des poches sécrétrices ;

- Un tissu de soutien, le sclérenchyme.

Sclérenchyme fibreux

Bois

Liber

Poche sécrétrice

Sclérenchyme

Figure 3.5: coupe transversale de la feuille de P. lentiscus montrant les
vaisseaux conducteurs au niveau de la nervure principale (X 400).
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3.2. Résultats de I'étude phytochimique de Pistacia lentiscus L.

3.2.1 .Teneur en eau

La teneur en eau de la plante est reportée dans le tableau 3.1.Les feuilles
contiennent 53,64 £ 0.22 % d’eau un pourcentage plus important par rapport a celui
observé dans les fruits. Cette teneur en eau est conforme a celle observée par la
pharmacopée Européenne 1999. La teneur élevée en eau, chez les plantes, est en
relation étroite avec l'activité métabolique. Elle fournit 'hydrogéne indispensable aux

réactions de biosynthése [118].

Tableau : 3.1 Résultats de la teneur en eau chez Pistacia lentiscus L.

Organes Teneur en eau (%)
Feuilles 53.64 £ 0.22
Fruits 43.62 £ 1.24

3.2.2. ldentification colorimétrique des principes actifs

L’étude de Tlidentification colorimétrique a permis de mettre en évidence
quelques métabolites secondaires présents dans la plante, résumés dans le tableau
3.2. Nous constatons que :

- les tanins catéchiques sont présents avec des quantités importantes dans les deux

parties. Leur présence est confirmée par la réaction de Stiasny ;

- Les flavonoides existent dans les deux parties de la plante. lls sont en quantités
importantes dans les fruits par rapport aux feuilles. La réaction de cyanidine confirme

la présence de flavonones, flavanonols dans le fruit et les feuilles ;

- Nous avons remarqué que les alcaloides sont absents dans les deux parties
étudiées

- la présence des stérols est faible dans les feuilles, et dans les fruits.

- Les indices de mousses indiquent que lintensité des saponosides est importante

dans les feuilles et les fruits.

- De fagcon générale, ces résultats corroborent ceux mentionnés par d’autres
chercheurs, notamment ROMANI et al., [119]; ANDERSEN et MARKHAM [120] ;
BAMMOWU et al., [121].
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Tableau 3.2 : Caractérisation colorimétrique des métabolites secondaires de

Pistacia lentiscus

Constituants Feuilles | Fruits
Tanins Tanins catéchiques +++ +++
Tanins galliques - +++
Alcaloides _ _
Flavones ++ _
Flavonoides | Flavonones, Flavanolols ++ ++
Flavanones _ ++
Dérivés anthracéniques libres ++ ++
Anthraquinones _ _
O-hétérosides _ _
C-hétérosides ++ ++
Stérols et triterpénes + +
Saponines +++ +++
Anthocyanes ++ ++
Leucoanthocyanes +++ +++

(+ + +) : Réaction positive, (+ +) : Réaction moyennement positive, (+) : Réaction

faiblement positive, (-) : Réaction négative.

3.2.3. Résultat de I'extraction des composés polaire et apolaire

Le rendement d'extraction des extraits méthanoliques était plus important (p
<0,001) dans les feuilles de P.lentiscus que dans les fruits (36,03% + 0,295 et
13,82% + 0,061 respectivement) (Tableau 3.3).

Tableau 3.3 : Rendement des extraits méthanoliques.

Partie de la plante

Rendements (%)

Partie polaire

Partie apolaire

Feuille

36.03 + 0,295

3.26 £ 0.35

Fruit

13.82 + 0.061

2438 +1.18
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3.2.4. Résultat du dosage de guelques principes actifs de la plante

3.2.4.1. Dosage des polyphénols totaux

Nous avons quantifié le taux des polyphénols totaux, apartir de I'extrait
méthanolique de la plante (feuilles et/ou fruits). La courbe d’étalonnage est réalisée

avec différentes concentrations d’acide gallique (y= 0,004 x+ 0,069).

Les résultats résumés dans la figure 3.6 montrent que P.lentiscus est riche en
phénols, cependant une différence significative (p <0,05) a été observée dans la
teneur en phénols totaux dans les feuilles (323,5 £ 0,2 mg Eq AG / g ES) par rapport
a celle révélée dans le fruit (318,99 £ 1,02 mg Eq AG / g ES), ou 'on a observé des
teneurs moins importantes. Des résultats similaires ont été signalés par ZITOUNI et
al., [122] ou la teneur en polyphénols totaux observée était de I'ordre 216, 289 + 20,
62 mg Eq AG / g ES pour les feuilles et de 103,342 + 2,317 mg Eq AG / g ES mg/g)

pour le fruit.
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Figure 3.6: Teneur en polyphénols totaux de I'EMF et FPEMFR de
P.lentiscus.
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3.2.4.2. Résultat du dosage des flavonoides dans la plante

Nous avons quantifié le taux les flavonoides, apartir de I'extrait méthanolique
de la plante (feuilles et/ou fruits). La courbe d’étalonnage est réalisée avec

différentes concentrations de la quercétine (y= 0,041 x- 0,398).

Nous avons observé unefaible teneur en flavonoides dans les feuilles et les
fruits de P. lentiscus ; 46,78 + 0,01 mg Eq QE/ g ES et 30,13 + 0,04 mg Eq QE/ g ES,
respectivement avec une différence trés significative (p <0,001) entre les deux
parties de la plante. Ces résultats corroborent avec ceux de CHERBAL et al., [123]
et ATMANI et al., [124]
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Figure 3.7: Teneur en flavonoides de 'EMF et de 'TEMFR de P.lentiscus.

3.2.4.3. Résultat du dosage des tannins dans la plante

Nous avons quantifié le taux des tannins a partir de I'extrait méthanolique de
la plante (feuilles et/ou fruits). La courbe d’étalonnage est réalisée avec différentes

concentrations de catéchine (y= 0,0004 x- 0,0026).

Les plus fortes concentrations de tanins condensés ont également été
enregistrées dans les feuilles (359,83 £ 2,12 mg Eq CAT/ g ES) avec une différence
significative (p <0,001) par rapport a ceux observés dans le fruit (294,83 + 1,02 mg
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Eq CAT/ g ES). Des résultats comparables ont été rapportés par CHERBALet al.,
[123] et ATMANI et al., [124].

400 +

350
300 1
250 4~
200 {7
150 1
100 Z
50 :

Teneurentannins
(mg Eq CAT/ g ES)

EMF EMFR

Extraits

Figure 3.8: Teneur en tannins de 'EMF et 'TEMFR de P. lentiscus.

Le contenu polyphénolique varie qualitativement et quantitativement d’une
plante a une autre, cela peut étre attribué a plusieurs facteurs :
1- Facteurs climatiques et environnementaux : zone géographique, sécheresse, sol,
agressions et maladies [125].
2- Le patrimoine génétique, la période de la récolte et le stade de développement de
la plante [126].
3- La méthode d’extraction et la méthode de quantification peuvent également

influencer I'estimation de la teneur des polyphénols totaux [127].

3.2.5. Résultats du test du pouvoir antioxydant de Pistacialentiscus

3.2.5.1. Piégeaqge du radical libre DPPH

L’activité antiradicalaire de I'extrait méthanolique est exprimée en EC 50%. Ce
parametre a été introduit par Brand-Williams et ses collaborateurs et a été ensuite
utilisé par plusieurs chercheurs pour présenter leurs résultats. |l définit la

concentration efficace du substrat qui cause la perte de 50% de radicaux libres.

Les résultats obtenus montrent que les extraits methanolique des feuilles et

des fruits de P .lentiscus ont une forte activité réductrice du radical libre DPPH. Nous
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constatant que 'EMF a révélé un pourcentage d’inhibition élevé de (92,61 % + 0,15)
a 0,4 mg/ml suivis par 'TEMFR (73,97 £ 0,06). Les concentrations EC50 étaient de
l'ordre de (0,121 mg/ml + 0,001) pour I'extrait methanolique des feuilles et (0,261

mg/ml £ 0,0002) pour I'extrait methanolique des fruits (Tableau 3.1).

Tableau 3.10 : EC 50 des extraits méthanoliques.

Test DPPH
Extraits/ control

EC50 (mg/ml)

EMF 0,121 £ 0,001 ***
EMFR 0,261 + 0,0002 ***
BHT 0,078 + 0,0002

Les pourcentages d’inhibition des extraits étaient significativement (p< 0,001)

inférieurs a ceux de I'antioxydant de référence (BHT).

120

——EMF —8— EMFr —&—BHT

100 -

B0 -

60 -

% d'hinibition

40 -

20 ~

0,01 0,05 01 0,2 0.4

Concentrations (mg/ml)

Figure 3.10: Pouvoir antioxydant des extraits methanoliques de P.

lentiscus exprimés en pourcentage d'inhibition.
Le stress oxydatif a été impliqué dans de nombreuses maladies et affection

pathologiques, notamment le diabéte, les maladies cardiovasculaires, les maladies
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inflammatoires, le cancer et le vieillissement. Les antioxydants offrent une résistance
contre le stress oxydatif en piégeant les radicaux libres, en inhibant la peroxydation

lipidique, et par de nombreux autres mécanismes et ainsi prévenir les maladies [128].

Le test de piégeage du radical libore DPPH mesure la réduction de DPPH par
les antioxydants, ce qui est enregistré comme un changement de couleur [129] et
une diminution de I'absorbance de DPPH avec une augmentation de la concentration
de l'extrait. Selon la présente étude, les extraits méthanoliques de feuilles et de fruits
de P. lentiscus ont montré une forte activité de piégeage des radicaux libres (CE50 =
0,121 mg / ml £ 0,001 et 0, 26mg / ml + 0,0002) ces données sont similaires a celles
trouvées par ZITOUNI et al. [122] (EC50 = 0,16mg / Im pour les feuilles et CE50 =
0,77 mg / ml pour les fruits). D'autre part, I'étude d'ATMANI et al. [124] a rapporté
que les extraits aqueux issus des fractions chloroforme et hexane ont également
montré une activité remarquable de piégeage du radical libre DPPH (IC50 = 4,24 ug /
ml et 4,51 ug / ml, respectivement), significativement plus faible que celle du BHA
(6,18 ug / ml), ce qui permet d'établir une relation entre l'activité antioxydantde
I'extrait methanolique de P.lentiscus et la quantité élevée de composés phénoliques
présente dans la partie aérienne de cette plante. La capacité des extraits
méthanoliques de feuilles et/ ou de fruits de P. lentiscus L. a piéger les radicaux
libres pourrait étre attribuée a un effet synergique de leurs constituants actifs, tels
que les acides phénoliques et les flavonoides. UMADEVI et al. [130], ROMANI et al.
[119] ont rapporté que P. lentiscus L. se caractérisait par la présence d'acides
phénoliques (tels que I'acide gallique) et de flavonoides (tels que les dérivés de la
myricétine). Un flavane-3-ol (catéchine) a également été détecté en petite quantite,
contribuant également a [l'activitt antioxydante de [I'extrait. Une étude
complémentaire, conduite par BARATTO et al. [131] ont conclu que les dérivés
galloyl isolés a partir de feuilles de P. lentiscus L. éliminaient efficacement les
radicaux libres, tandis que les acides quiniques ne présentaient aucune activité

antioxydante.

3.2.5.2. Réduction du fer

La capacité de la réduction basée sur la transformation du Fe®* en Fe®* en

présence des extraits des végeétaux de P.lentiscusest déterminée dans cette étude
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par la méthode d'OYAIZU (1986). Les résultats obtenus sont illustrés dans le tableau
3.11.

Tableau 3.11 : EC 50 des extraits méthanoliques.

Test FRAP
Extraits/ control

EC 50(mg/ml)
EMF 0,207 + 0,0002 ***
EMFR 0,163 + 0,0003 ***

AA 0,036 + 0,001

5 =

—— EMF —@—EMFr —5— AA

Absorbance s 700 nm

0,05 01 0,2 0.4 0,6 0,8

Concentrations (mg/ml)

Figure 3.11: Réduction du fer des extraits méthanoliques de P. lentiscus et

du contrdle (AA) exprimés en (moyen + SEM).

Le pouvoir réducteur (FRAP) mesure la capacité des antioxydants a réduire le
complexe ferrique 2, 4, 6-triperidyl-s-triazine a un complexe ferreux intensément de
couleur bleue en milieu acide [132].

Les résultats du test FRAP étaient similaires a celui du piégeage du radical
libre DPPH pour les deux extraits méthanoliques de feuilles et/ ou de fruits de
Pistacia lentiscus. L'augmentation de la capacité de réduction du fer déterminés pour
P. lentiscus L., étaient bien corrélées avec l'activité de piégeage du radicale libre

DPPH décrite dans le paragraphe précédent. . Il semble que la capacité antioxydante
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observées dans les extraits méthanoliques de feuilles et /ou de fruits de P. lentiscus
L. soient fortement corrélées a leur contenu polyphénolique et en particulier a la
structure et a la concentration des constituants phénoliques présents dans les
extraits de la plantes. Différents flavonoides, tels que la quercétine, la myricétine, et
des acides phénoliques (acide gallique) ont déja été mentionnés en tant que
constituants des extraits méthanoliques de feuilles et/ou de fruits de P. lentiscus L.
Cette diversité de polyphénols se traduit par différentes capacités antioxydantes. La
querceétine, par exemple, a la valeur FRAP la plus forte (4,6), comparée a la (+) -
catéchine (2,0) KATAL-INIC et al. [133].

ATMANI et al. [124] ont noté que le meilleur pouvoir réducteur est obtenu a
partir des fractions aqueuses issues de I'hexane et de chloroforme de P.lentiscus,
significativement supérieures a celle des étalons, BHA et a-tocophérol. Une étude
récente de GONCALVES et al. [134] portée sur dix espéces de plantes médicinales
meéditerranéennes a montré que les extraits les plus puissants étaient ceux de P.
lentiscus (a la concentration la plus faible de 0,4 mg / ml), ce qui confirme nos
résultats. Selon ALEXIEVA et al. [135] 'activité antioxydante des plantes dépend du
type, de la qualité, de la partie (feuilles, fleurs, graines) de la plante, de I'habitat, des
conditions climatiques, des caractéristiques du sol, I'alcool, etc.qui sont autant de
facteurs importants qui affectent considérablement la capacité antioxydante des

plantes.

3.2.6. Résultats de l'identification des composés phénoliques par HPLC

Les polyphénols ont été identifiés a l'aide des données des analyses par
HPLC-MS, par leurs temps de rétention, leur absorptions en UV — visible et leurs

spectres de masse en mode négatif (MS /MS).

La combinaison de I'analyse HPLC-DAD et de l'ionisation par électrospray la
spectrométrie de masse a permet l'identification de quelques polyphénols présent
dans l'extrait de P. lentiscus. En utilisant cette procédure 14 composés phénoliques
ont été identifiées dans l'extrait de feuilles de P. lentiscus (tableau 3.4) et 09
composés dans l'extrait de fruits de Pistacia lentiscus(Tableau 3.5) Les composés
identifiés sont dérivés de deux groupes phénoliques: les acides phénoliques et les

flavonols
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Cette analyse nous a permis la détection des :

Des acides phenoliques : I'acide quinique dans 'EMF et l'acide syringique
dans lTEMFR ;

Des gallotannins qui sont les dérivés galloyle de I'acide quinique (5-O-galloyl
quinic acid,3, 5-O- digalloyl quinic acid et le 3,4,5, O-trigalloyl quinic acid)
detécté dans les EMF et/ou 'TEMFR,

Des flavonols. La plus part des flavonols identifiés ont été conjugués avec un
fragment de sucre. Les données de masse en mode négatif permettent
l'identification de chaque flavonol aglycone par I'observation des valeurs de
fragmentation caractéristiques du rapport masse nombre de charge (m/z) (m/z
301 quercétine,m/z 317 myricétine et m/z 285 kampférol). L'attribution du
sucre était basée sur la perte caractéristique d'un fragment de m/z 162

(glucoside ou galactoside), m/z 146 (rhamnoside).

Les résultats trouvés dans notre étude sont en accord avec ceux rapportés

par REMILA et al. , (2015) [136], et ceux de RODRIGUEZ PEREZ et al., (2013) [137]
et AZAIZEH et al., (2013) [138] qui ont également identifié différents composés

phénoliques dans les feuilles de Pistacia lentiscus, dont 04 étaient l'acide gallique, la

catéchine et la quercétine et la rutine.



Tableau 34:

Composés

phénoliques identifiés

méthanolique des feuilles de Pistacia lentiscus.
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dans I'extrait

PIC TR Composés phénoliques
1 2,89 quinic acid
2 3,07 5-O-galloyl quinic acid
3 3,68 3, 5-0O- digalloyl quinic acid
4 4,137 3,4,5, O-trigalloyl quinic acid
5 4,94 myricetin glucoside
6 5,61 myricetin rhamnoside
7 6,67 Quercetin glucoside
8 8,12 quercetin pentoside
9 8,17 caffeoyl glucoside
10 9,01 quercetin rhamnoside
11 10,117 kaempferol-3-O-glucoside
12 12,833 kaempferol-3-O-rhamnoside
13 19,71 kaempferol
14 36,98 myricetin
Tableau 3.5: Composés phénoliques identifiés dans ['extrait

des fruits de Pistacia lentiscus

meéthanolique

Pic TR Composés phénoliques

1 2,23 syringic acid

2 2,91 5-O-galloyl quinic acid
34 | 3,46 3, 5-O- digalloyl quinic acid
5 4,23 3,4,5, O-trigalloyl quinic acid
6 | 5025 myricetin glucoside

7 11,6 Quercetin glucuronide

8 | 12,733 kaempferol-3-O-rhamnoside
9 36,98 myricetin
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3.2.7. Etude des composés volatils.

3.2.7.1. Extraction et rendement en huile essentielle.

L'huile essentielle extraite a partir des feuilles séchées de P. lentiscus a été

obtenue par le procédé d’hydrodistillation (Tableau 3.6).

Le rendement moyen en HE est de 0,06 % ; nos résultats sont proches de
ceux obtenus par BENYOUCEF et al. [139] qui indique un rendement de 0,02%.
Néanmoins, ZRIRA et al. [140] au Maroc et CONGIN et al. [141] en Sardaigne
indiquent des rendements plus importants compris entre 0,2 % et 0,4%. Ce
rendement peut varier d'une part, d'une région a une autre, selon les facteurs

pédoclimatiques, et d'autre part selon I'équipement d'extraction.

Tableau 3.6 : Rendement en HE de P. lentiscus.

Huile essentielle Rendement (%)

Feuilles 0.06 + 0.006

Ce procédé nous a permis d'obtenir une HE, d’aspect liquide limpide et

mobile, de couleur jaune pale et d’'une odeur assez forte et herbacée.
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3.2.7.2. Composition chimique de I'huile essentielle

L'analyse de I'HE de P. lentiscus par CG-MS, nous a permis d'obtenir le
chromatogramme représenté dans la figure 3.9.Les composés identifiés de I'huile

essentielle de P. lentiscus sont résumés dans le tableau 3.6

Abundance
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Figure 3.9: Chromatogramme de la fraction volatile de P.lentiscus extraite

par entrainement a la vapeur et analysée par CG-MS



Tableau 3.7 : Composants chimique de I'H.E des feuilles de P.lentiscus

Composés PIC IR Composition (%)
Tricyclene 1 7,438 0,46
a-Pinene 2 7,875 4,98
Camphene 3 8,377 1,80
B-Pinene 4 9,382 0,90

a- Phellandrene 5 10,41 0,30

a-Terpinene 6 10,844 0,95
o-Cymene 7 11,12 1,09
Limonene 8 11,259 3,32

y-Terpinene 9 12,317 1,22

a-Terpinolene 10 13,302 0,73
Endo-Borneol 11 15,743 0,42
Terpinen-4-ol 12 16,11 2,87

a-Terpineol 13 16,535 1,70

a- lonone 14 19,097 0,40
Bornylacetate 15 19,287 1,58

a-Cubebene 16 21,062 0,37
a-Copaene 17 21,761 1,25
B- Elemene 18 22,186 0,76

Trans-Caryophyllene 19 22,895 11,25
B-Cubebene 20 23,137 0,33
a-Humulene 21 23,751 2,81

Aromadendrene 22 23,934 0,84
a-cadinene 23 24,331 5,04
Germacrene-D 24 24,445 8,54
B-Selinene 25 24,568 0,58
a-Gurjunene 26 24,786 1,67
a-Muurolene 27 24,91 3,08
0-Amorphene 28 25,077 0,39

IR : Indice de rétention
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Tableau 3.7: Composants chimique de I'H.E des feuilles de P.lentiscus

(suite)
Composés PIC IR Composition (%)

0 -Cadinene 30 25,471 13,60
a-Cedren 31 25,681 0,67
a-Cadinene 32 25,808 0,47
a-Calacorene 33 25,932 0,60
Indene 34 26,19 1,16
Spathulenol 35 26,75 0,83
Caryophylleneoxide 36 26,872 2,43
Ylangenol 37 27,011 0,60
Salvial-4(14)-en-1-one 38 27,122 0,80
Ledene 39 27,546 1,63
Globulol 40 27,694 0,65
Cadina-1,4-Diene 41 27,91 2,23
t-Muurolol 42 28,222 6,27
a-Cadinol 43 28,503 4,97
Longifolen 44 28,887 0,62
Decarboxy-Citrinone 45 29,21 0,82
Cembrene 46 34,26 0,32

Monoterpenehydrocarbons 15,75%

Monoterpene oxygénés 6,97%

Sesquiterpenehydrocarbons 58,17%

Sesquiterpene oxygénés 16,55%

Diterpenes 0,32%

Autres 1,98%

Total 99,74%

IR : Indice de retention

La teneur totale en composés dans I'huile essentielle de P.lentiscusest de
99,74 %. Nous avons pu identifier 46 composants dans I'huile essentielle de P.
lentiscusdont les composeés maijoritaires sont les sesquiterpenes et les monoterpénes

qui représentent un pourcentage de 74,72% et 22,72% respectivement.
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Parmi le groupe des sesquiterpenes, les principaux composeés identifiés sont :
0 -cadinene (13,60%), Trans-caryophyllene (11,25 %), Germacrene-d (8,54%), t-
muurolol (6,27%),a- cadinene (5,04%),a- cadinol (4,97%), a- muurolene(3,08%),

Caryophylleneoxide (2,43%), Cadina-1-4 diene (2,23%).

Le deuxiéme groupe chimique des monoterpénes renferment également des
composants en quantité appréciable: a-pinene (4,98%), Limonene (3,32%), terpinen-
4-ol (2,87%).

Ces constituants majoritaires qui caractérisent cette HE peuvent varier
considérablement en fonction de plusieurs parameétres notamment les conditions de

stockage ainsi que I'équipement et le mode d'extraction.

La composition chimique de I'huile de P. lentiscus a été mise en évidence par
plusieurs études [140], [141], [143], [142]. Selon DOB et al., [142], la composition
chimique de I'huile essentielle des feuilles de P. lentiscus de 3 régions différentes en
Algérie (Oran, Tiziouzou et Alger), était riche en longifolene, trans-B-terpineol et

sabinene.

DURU et al. [143] ont identifi€ comme composé majoritaire : le terpinen-4-ol
(29,9%), a-terpinéol (11,6%), le limonéne (10,6%) et I'a-pinéne (4,2%) tandis que
CONGIN et al., [141] ont trouvé que 'HE de P.lentiscus contenait les principaux
composants suivants: (-caryophylléne (31,4%), germacréne D (12,1%), 2-
undécanone (7,1%) et du &-cadinene (6,5%). L’étude réalisée par ZRIRA et al.
[140] sur la caractérisation chimique de I'huile essentielle de notre plante obtenue a
partir des parties aériennes de P. lentiscus du Maroc a démontré que 'a-pinéne (7,1-
38,5%), myrcene (10,2-11,5%), le limonéne (6,7-8,1%) et le terpinen-4-ol (14,3-

45,8%) étaient les principaux composants [140].

3.3. Résultats de I'étude des activités biologiques

3.3.1. Résultats de l'activité antibactérienne

3.3.1.1. Mise en évidence de la zone d’inhibition

L’étude qualitative de I'activité antibactérienne au moyen de la méthode de

diffusion sur gélose en utilisant des disques absorbants, a donné les résultats
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représentés dans le tableau 3.7.Cette activité est donnée par le diamétre en mm, de

la zone d’inhibition des cultures microbiennes.

Tableau 3.8: Activité antibactérienne de l'huile essentielle et des extraits
méthanoliques de la plante.
Bactérie H.E.F =xMeor IMP VAC
Feuilles Fruits
E. coli ATCC 12,33+0,62 | 6,00.+0,00| 6,00.+£0,00 2,00+0,33 /
P. aeruginosaATCC | 6,00 +0,00 7,00 £0,40 | 15,33 £0,84 | 27,33 £0,64 /
S. aureus ATCC 23,00+0,40 | 24,00+2,05 | 22,66+0,47 / 17,06+0,37
S. epidermidisATCC | 19,66 +0,84 | 15,33 +1,02| 16,00 +0,70 / 23,06 +0,80
E. faecalisATCC 27,3310,41 16,00+0,40 | 19,66+0,23 / 17,66+0,33
B. subtilisATCC 19,66+0,62 7,00+0,70 | 15,66+0,23 / 20,96+0,23
M. luteusATCC 23,66+0,23 | 21,00+0,70 | 20,66+0,47 / 20,06+0,9
E. coli 11,00+0,70 6,00+0,00 6,00+0,00 6,00£0,58 /
P. aeruginosa 6,00+0,00 6,00+0,00 6,00+0,00 6,00£0.00 /
S. aureus 20,00+0,81 17,00+0,70 | 20,66+0,94 / 6,66+0,94
A. baumannii 15,66+0,23 | 15,33+0,23 | 20,66+0,23 | 20,66+0.23 /
k. pneumoniae 6,00+00 6,00+00 6,00+00 6,00+00 /
E. faecalis 14,00+0,40 | 13,66+0,47 | 20,33+0,23 / 6,00+0,00
E. faecium 18,00+0,50 | 16,00+0,70 | 14,23+0,70 / 180,21

Les résultats obtenus de l'activité antibactérienne des huiles essentielles

montrent une large variation des diameétres des zones d'inhibition allant de 6 a 27,33

mm selon les souches et en fonction des extraits testés (Tableau 3.8).

En effet, ces résultats nous réveélent que I'huile essentielle et les extraits

méthanolique de P.lentiscus sont trés actifs, ils présentent une sensibilisation plus ou

moins modérée de toutes les souches. Une inhibition trés significative des souches

E. faecalis,S. aureus et M. luteusa été adoptée aux extraits et a I'huile essentielle de

P.lentiscus. Aucune sensibilisation a été remarquée contre, P. aeruginosa, E. coli et
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k. pneumoniae, tandis qu’'une légeére inhibition de 7mm a été signalée pour B.
subtilisvis-a-vis de I'extrait méthanolique des feuilles.

Nous pouvons déduire que I'ensemble des souches a Gram (-) est moins
sensible voire résistant aux extraits methanoliques et l'huile essentielle de
P.lentiscus.Par contreles souches a Gram (+) sont sensibles dont les diamétres
varient entre 13 et 27 mm.

Nos résultats concordent avec ceux de BONSIGNORE et al. [144], ils ont pu
montrer que I'huile essentielle de la partie aérienne de P. lentiscus n'a aucune
activité contre les bactéries Gram (-) et Gram (+). D'autres résultats reportés par
TASSOU et al. [145] entrent dans le méme contexte. lls ont noté que les bactéries
Gram (+) sont plus sensibles aux huiles essentielles que les Gram (-).

BONSIGNORE et al. [144] ,MAGIATIS et al. [09] montrent aussi que I'huile
essentielle des feuilles de P. lentiscusa une activité bactériostatique dont les zones
d'inhibition varient de moins 7mm dans le cas de Pseudomonas aeroginosa,
Enterobactercloacea, Candidatropicaliset Torulopsisglabrata, a 10 mm pourS.aureus,
Streptococcusepidermidis, Klebsiellapneumoneae, Eseherichia coli et Candida
albicans.

L'analyse par CG/MS de I'H.E nous révele les composés maijoritaires qui sont:
0 -cadinene (13,60%), Trans-caryophyllene (11,25 %), Germacrene-d (8,54%), t-
muurolol (6,27%),a- cadinene (5,04%),a- cadinol (4,97%),a- muurolene(3,08%), ,
Caryophylleneoxide (2.,43%), Cadina-1-4 diene (2,23%). L'activité antimicrobienne
de I'H.E des feuilles de cette plante peut étre probablement associée a la forte
concentration de ces composeés, ceci a été montré par certains auteurs MAGIATIS et
al. [09], DELAZAR et al. [146].

L’analyse GC-MS a permis d’identifier de nombreux composés. Néanmoins, la
présence de certains composants avec des quantités relativement importantes
pourrait expliquer la différence de sensibilité des bactéries testées a [I'huile
essentielle de feuilles P. lentiscus. La forte sensibilité de S. aureus a I'huile
essentielle de différentes plantes serait due a la présence de camphéne [147] et de
B-carophyllene [148]. Ces deux composants sont présents dans la composition
d'huile essentielle a 1.80% et 11,25% respectivement. Ainsi, ces deux composés
pourraient agir de maniére synergique ou additive contre les bactéries S. aureus. La
sensibilité des autres bactéries testées pourrait étre associée a une concentration

élevée des monotérpénes hydrocarbone et en particulier d'a-pinéne (4.98%) dans
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I'nuile de feuilles de P. lentiscus. Ces composés sont connus pour posséder une

activité antimicrobienne [147], [148].

Une bonne activit¢ antimicrobienne des extraits methanoliques de
P.lentiscusa été reportée en particulier contre et S. aureus, M. luteus et A.
baumannii. LAUK et al. [149] ont pu montrer que la décoction des feuilles
dePistacialentiscusavait un effet meilleurecontre Sarcinalutea, Staphylococcus
aureus et Escherichia coli par rapport a l'extraction par des solvants organiques

(I'éther de pétrole, I'éthanol), macération et infusion.

3.3.2. Activité antifongique

Les résultats de I'activité antifongique des extraits méthanolique contre les 5
souches fongiques sont notés sur le tableau 3.9.

Nous constatons que les extraits methanolique de P. lentiscusn'ont aucune
activité inhibitrice de la croissance pour toutes les souches. Nos résultats résultats
different de ceux trouvé par lauk et al., [149] qui ont pu montrer que I'extrait brut de
P.lentiscus possede une activité t antimycotique contre Candida albicans, Candida

parapsilosis, Torulopsisglabrata.

Tableau 3.9: Activité antifongique des extraits méthanoliquesdes feuilles et

fruits de P. lentiscus

ExMeoH
Souches AMB
Feuilles Fruits

Candida albicanc (ATCC 10 231) | 6,00 0,00 | 6,00 £0,00 | 20,00+ 0,00
Candida albicans 6,00 £0,00 | 6,00 £0,00 | 18,00 £0,00
Candida glabrata 6,00 £0,00 | 6,00 £0,00 | 20,00+0,30
Candida tropicalis 6,00 £0,00 | 6,00 £0,00 | 19,00 £0,54
Candida parapsilosis 6,00 £0,00 | 6,00 £0,00 | 19,00 £0,00
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3.3.4. Résultats de l'activité anti-inflammatoire

Les résultats de [lactivité¢ anti-inflammatoire sont présentés dans les
tableaux3.12 et 3.13.La carragénine est utilisée comme agent nocif induisant une
réaction inflammatoire sévere [150]. Les extraits méthanolique et aqueux des feuilles
et/ des fruits de Pistacia lentiscu sont produit une réduction de I'oedéme tout au long
de la période d'observation, avec un maximum d’inhibition a la 4°™ heure.

D'aprés les résultats obtenus, I'administration orale de 'EMF a montré une
activité significative aux différentes doses utilisées 400, 600 et 800 mg / kg par
rapport au groupe témoin (p <0,001) avec un pourcentage de réduction de I'cedéme
de 60 ,42% + 0,01; 71,04% £ 0,009; 89,39% + 0.01, respectivement, concernant
l'activité de DF aux doses de 400, 600 et 800 mg / kg, nous avons observé une
réduction de I'cedéme de la patte (p <0,001) avec un pourcentage de 49,61% + 0,01;
57,03% £ 0,004 et 63,06% +0,007,respectivement. LEMFR a également montré une
réduction de I'cedéme (p<0,001) aux doses 400, 600 et 800 mg / kg avec des
pourcentages de 56,92% * 0,004; 61,35% £ 0,01; 71,05% % 0,01, respectivement.
Ainsi, le DFR a donné des pourcentages de réduction de 46,90% + 0,005; 53,38% =+
0,01; 61,13% =+ 0,01, respectivement. A la dose de 50 mg / kg, le Diclofenac
(médicament standard) a diminué l'cedéme de la patte de 94,97% & la 4°™ heure
(figure3.12).

Nos résultats s’accordent avec ceux de DELLAI et al. [151] en Tunisie et
BOURICHE et al. [152] ,en Algérie qui ont également indiqué que les extraits de P.
lentiscus possedent un effet anti-inflammatoire élevé. Les propriétés anti-
inflammatoires des extraits de feuilles et des fruits de P. lentiscus ont été évaluées
dans la présente étude, en utilisant le modéle expérimental d’cedéme de la patte
induit par I'injection de la carragénine qui peut fournir différents mécanismes liés aux
activités anti-inflammatoires de cette plante. Ce modéle est largement utilisé pour
étudier les processus inflammatoires, ainsi que pour identifier de nouveaux
composeés anti-inflammatoires. Dans ce modéle, les événements d'cedéme sont
déclenchés par la protéine kinase C (PKC), ce qui conduit a l'activation de la
phospholipase A2 (PLA2) puis a la libération de l'acide arachidonique(AA) a partir
des phospholipides membranaires. L'acide arachidonique (AA) est ensuite

meétabolisé par la cyclooxygénase (COX) et la lipooxygénase (LOX) pour générer
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une variété d'eicosanoides bioactifs, y compris les prostaglandines et les
leucotrienes, qui sont impliqués dans le développement d'états inflammatoires. La
PKC favorise également divers médiateurs immunitaires tels que les cytokines et les
chimiokines qui augmentent et maintiennent la réponse inflammatoire [153].
L’administration des extraits methanoliques et aqueux de P. lentiscus réduit
significativement la taille de 'oedéme. La présence de composés phénoliques dans
ces extraits pourrait étre en partie responsable de cet effet. En effet, les extraits de
feuilles de P. lentiscus contiennent des quantités importantes de flavonoides et
d'acide gallique [154]. De plus, Bendifallah et al. [155] ont affirmé la richesse des
extraits de feuilles de P. lentiscusen tannins condensés. Les flavonoides tels que la
quercétine et la myricétine exercent une forte inhibition sur la COX et la LOX [156].
L'acide gallique et ses dérivés sont responsables de l'inhibition de I'activation de
MAPK et de l'inhibition de l'activation de NF-kB [157], qui sont essentiels pour la
libération d'histamine et I'expression de cytokines pro-inflammatoires telles que
leTNF-a et IL-6. La diminution de [Il'cedéme inflammatoire est également
probablement due aux effets antioxydants des extraits, car les espéces réactives de
I'oxygéne produites pendant l'inflammation par les cellules phagocytaires et pendant
le métabolisme de l'acide arachidonique peuvent activer la phospholipase A2. En

effet, les extraits de P. lentiscus présentent un bon effet antioxydant [136].

La présence d'anthocyanes, de flavonoides et de tanins dans les extraits de
feuilles et de fruits de P. lentiscus peut contribuer a cet effet anti-inflammatoire. En
effet, il a été rapporté que les anthocyanines réduisent la transactivation du facteur
nucléaire kB (NF-kB) et diminuent les concentrations plasmatiques de chimiokines
pro-inflammatoires, de cytokines et de médiateurs inflammatoires [158].Les
flavonoides ont une activité anti-inflammatoire lors des phases prolifératives et
exsudatives de l'inflammation, ils inhibent la libération d'histamine, de cytokine, de
prostaglandines et de leucotriénes [159]; [160]. De plus, des essais in vitro et in vivo
ont indiqué que les tanins hydrolysables constituent un traitement tres efficace contre

les troubles inflammatoires [161].
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Tableau 3.12 : Effet anti-inflammatoire des extraits de feuilles de P. lentiscus

Volume de pate (mm)

Extraits 0h 1h 2h 3h 4h
Control 0,40+0,01 | 0,43+0,01 | 0,46+0,01 | 0,57+0,006 | 0,63+0,02
Diclofenac )
(50mg/Kg) 0,35+0.07 | 0,36+0,009" | 0,33+0,008" | 0,30+0,01" | 0,300,006
EMF 400 mg/kg 0,63+0,01 | 0,44+0,01 | 0,37+0,01  |0,37+0,006 |0,31+0,006
EMF 600 mg/kg | 0,60+0,01 | 0,33+0,01" | 0,24+0,01" |0,15+0,009" | 0,13+0,01
EMF 800 mg/kg 0,61+0,03 | 0,25+0,01 |0,16+0,007  |0,10+0,006 |0,07+0,007
DF 400 mg/kg 0,62+0,02 | 0,42+0,01 | 0,48+0,012 |0,43+0.01 |0,38+0,005
DF 600 mg/kg 0,60+0,01 | 0,41+0,01 | 0,44+0,01 | 0,4+0,02" | 0,35+0,01
DF 800 mg/kg 0,62+0,01 | 0,40+0,02 | 0,39+0,01" | 0,34+0,01" | 0,25+0,01

Les valeurs sont exprimées en Moyenne £ SEM; n = 6 / groupe; les résultats sont statistiquement
significatifs a: * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001 par rapport au groupe témoin en utilisant une
analyse ANOVA one way suivie par le test de Dunnett; EMF : Extrait méthanolique de feuilles; DF :

Décocté feuilles

Tableau 3.13 : Effet anti-inflammatoire des extraits de fruits de P. lentiscus.

Extraits

Volume de pate (mm)

0Oh 1h 2h 3h 4h
Control 0,40+0,01 | 0,43+0,01 | 0,46+0,01 | 0,57+0,006 | 0,63+0,02
ggﬁ‘;&%ﬁ 0,350,07 | 0,36+0,009" | 0,330,008 | 0,30£0,01™ | 0,300,006
EMFR 400 mg/kg | 0,55+0,02 | 0,45+0,007 | 0,43+0,01 | 0,33+0,01" | 0,28+0,01
EMFR 600 mg/kg | 0,61+0,01 | 0,42+0,008 |0,33+0,009  |0,25+0,009 |0,18+0,006
EMFR 800 mg/kg | 0,56+0,01 | 0,37+0,01° |0,33+0,005 |0,22+0,007" |0,15+0,008
DFR 400 mg/kg 0,60+0,01 | 0,45+0,01 | 0,45+0,01 |0,47+0,001" | 0,47+0,01"
DFR 600 mg/kg | 0,53+0,008 | 0,44+0,01 | 0,40+0,008 | 0,40+0,01" | 0,38+0,01
DFR 800 mg/kg | 0,54+0,008 | 0,41+0,009 | 0,40+0,01" |0,36+0,009  |0,33+0,007

Les valeurs sont exprimées en Moyenne £+ SEM; n = 6 / groupe; les résultats sont statistiquement
significatifs a: * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001 par rapport au groupe témoin en utilisant une
analyse ANOVA one way suivie par le test de Dunnett; EMFR : Extrait méthanolique de fruits; DFR :

Décocté fruits
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Figure 3.12: Pourcentage de réduction de I'cedeme a la 4éme heure des souris
recevant différents extraits (a) extraits de feuilles; (b) extraits de fruits. Les valeurs
sont exprimées en Moyenne + SEM; n = 6 / groupe; les différentes lettres indiquent
une différence statistique significative (p <0,05) selon ANOVA one way suivie par le

test de comparaison multiples de Tukey.

3.3.5. Résultats de I'activité antalgique

L'administration par voie orale des extraits methanoliques et aqueux de P.
lentiscus a induit une activité analgésique dose-dépendante et les valeurs sont
indiquées dans le tableau 12 et 13. L'injection d'acide acétique aux souris du groupe
témoin a donné lieu a des contractions de 79,5 £ 2,71. Le prétraitement des souris
par le 'TEMF, le DF, TEMFR et le DFR aux doses 400, 600 et 800 mg/kg réduit le
nombre de crampe de maniere significative (p<0,001) . A la dose 800 mg/kg I'effet de
'EMF été comparable a celui du diclofénac (inhibition de 94,54%) (Figure 3.13).

Le test de contractions induit par 'administration de l'acide acétique est l'une des
méthodes les plusutilisées pour la mise en évidence de l'effet analgésique des
composés a tester [162]; [163]. L’injection de I'acide acétique a provoqué la libération
de divers médiateurs endogenes produisant de la douleur tels que la bradykinine, la
sérotonine, l'histamine et la substance P [164], [165], [166]. Les nocicepteurs
périphériques pourraient étre la cause du déclanchement de la douleur abdominale

(les torsions) qui se traduit par la contraction du muscle abdominal accompagnée
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d'une extension des membres antérieurs et de I'élongation du corps [167], [168],
[169], [170]. Le prétraitement par les extraits de P. lentiscus a entrainé une réduction
significative des contractions abdominales provoquées par l'acide acétique d'une
maniére dose-dépendante. Ainsi, on peut supposer que ces extraits sont capables
de bloquer la libération des substances endogénes (métabolites de I'acide

arachidonique) responsables de la sensation de douleur.

Tableau 3.14 : Effet antalgique des extraits de feuilles de P.lentiscus.

Extraits Nombres de crampes | Taux de reduction (%)
Control 79,5+2,71 /

Diclofenac (50mg/Kg) 4,33+0,42" 94,54+0,52
EMF 400 mg/kg 17,83+0,65 77,56+0,82
EMF 600 mg/kg 12,16+0,79 84,69+0,99
EMF 800 mg/kg 6,16+0,30 92,24+0,38
DF 400 mg/kg 24,16+0,60 69,59+0,75
DF 600 mg/kg 18,5+0,84 " 76,72+1,06
DF 800 mg/kg 15£0,51" 81,12+0,64

Les valeurs sont exprimées en Moyenne + SEM; n = 6 / groupe; les résultats sont statistiquement
significatifs a: * p <0,05; * p <0,01; *** p <0,001 par rapport au groupe témoin en utilisant une
analyse ANOVA one way suivie par le test de Dunnett; EMF : Extrait méthanolique de feuilles; DF :
Décocté feuilles

Tableau 3.15 : Effet antalgique des extraits de fruits de P.lentiscus.

Extraits Nombre de crampes | Taux de reduction (%)
Control 79,5+2,71 /

Diclofenac (50mg/Kg) 4,33+0,42" 94,54+0,52
EMFR 400 mg/kg 220,73 72,32+0,91
EMFR 600 mg/kg 15,5+0,76 80,49+0,96
EMFR 800 mg/kg 09+0,36 88,67+0,45
DFR 400 mg/Kg 29+0,85 63,51+1,07
DFR 600 mg/kg 21,330,66 73,16+0,84
DFR 800 mg/Kg 16+0,57 79,86+0,72

Lesvaleurs sont exprimées en Moyenne + SEM; n = 6 / groupe; les résultats sont statistiquement
significatifs a: * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001 par rapport au groupe témoin en utilisant une
analyse ANOVA one way suivie par le test de Dunnett; EMFR : Extrait méthanolique de fruits; DFR :
Décocté fruits
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Figure 3.13: Pourcentage de réduction des crampes a la 4éme heure des souris
recevant différents extraits (a) extraits de feuilles; (b) extraits de fruits. Les valeurs
sont exprimées en Moyenne + SEM; n = 6 / groupe; les différentes lettres indiquent
une différence statistique significative (p <0,05) selon ANOVA one way suivie par le

test de comparaison multiples de Tukey.

3.3.6. Résultats de l'activité antipyrétique

Les résultats de I'activité antipyrétique (Tableaux 3.16 et 3.17) indiquent que
les rats traités par les extraits méthanoliques et aqueux de P. lentiscus et
l'ibuproféne, molécule antipyrétique de référence, comparés aux rats non traités du
lot témoin entrainent une diminution significative de la température rectale des rats
traités. La température du lot de rats témoins est restée relativement élevées
pendant toute la durée de cette expérience.

L'activité antipyrétique de 'EMF et 'TEMFR de P. lentiscus indiquée dans le
tableau 6 montrent que I'EMF entraine une baisse significative de la température
corporelle (p< 0,05, p< 0,001et p<0,001) aux doses 400, 600 et 800 mg / kg. La
diminution maximale de la température corporelle a été observé 4hapres
I'administration de I'extrait aux différentes doses avec des pourcentages de réduction
de 61,60%, 80,96% et 84,65%,respectivement pour 'lEMF et de I'ordre de 57,14%,
73,41% et 81,59% pour 'TEMFR de maniére dose-dépendante.



Cependant les décoctés de P.lentiscus
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(DF et DEFR) ont entrainé une

diminution non significative (p>0,05) a la dose 400 mg/kg de P.C., tandis que

I'atténuation de I'hyperthermie était significative (p<0,01, p<0,001) a partir de la

2éme

heure aux doses 600 et 800 mg/kg de P.C. avec des pourcentages de réduction
entre 78,05% pour le DF et 75,79% pour le DFR.

Tableau 3.16 : Effet antipyrétique des extraits de feuilles de P. lentiscus.

Température (°C)

Extraits | T initiale 0h 1h 2h 3h 4 h

Control |37,11£0,04 | 38,1320,04 | 38,56+0,04 | 38,66£0,06 | 38,8:0,06 | 38,0+0,04
F(’fgg‘;f;?}g;' 37,18+0,06 | 38,56+0,06 | 37,58+0,06 | 37,2620,06 " | 37,25+0,04™" (3’72’358(2))5***
rEn'\é'/ig“oo 37,28+0,12| 38,840,10 | 38,4:0,13 | 38,1520,14" | 38,1+0,20’ %fgé’%%
moke . |37:43£0,14|38,81£0,10| 38,2120,08" | 37,920 08™ |37,7520,08 | o0’ 0L
i“é'/igoo 37,13+0,08|38,8140,10 | 37,95+0,07"| 37,610,411 | 37,540,413 ?ng,;é%*%
ra';/igo 37,4+0,15 | 38,86+0,14| 38,68+0,13 | 38,56+0,12 | 38,48+0,11 ?’(i’g%ﬁoo/ﬁ?
ra';/ﬁgo 37,11£0,07 | 38,65£0,07 | 38,28+0,10 |38,08+0,08" |37,88+0,17" ?g{;;%ls*
ra';/ﬁgo 36,95+0,08 | 38,7+0,07 | 38,01+0,14 [37,71+0,07 |37,53+0,07" %Zg’:g’gﬁzg’l

Les valeurs sont exprimées en Moyenne + SEM; n = 6 / groupe; les résultats sont statistiquement
significatifs a: * p <0,05; * p <0,01; *** p <0,001 par rapport au groupe témoin en utilisant une
analyse ANOVA one way suivie par le test de Dennett; EMF : Extrait méthanolique des feuilles; DF :

Décocté feuilles.




Tableau 3.17 : Effet antipyrétique des extraits de fruits de P. lentiscus.
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Température (°C)

Extraits T initiale Oh 1h 2h 3h 4 h

Control | 37.11+0.04 | 38.13+0.04 | 38.56+0.04 | 38.66+0.06 | 38.8+0.06 | 38.9+0.04
Paracetamol | 37.23+£0.05
(100ma/Kg) 37.18+0.06 | 38.56+0.06 |37.58+0.06  |37.26+0.06 |37.25+0.04 (97.20%)"
EMFR 400 . .1 382+0.13
malkg 37.4+0.11 [38.91+0.11|38.56 +0.12 | 38.3+0.13" | 38.2+0.13 (57.14%)"
EMFR 600 37.26 + . | 37.76%0.13
malkg 0.07 38.81+0.06 | 38.05+0.08  |37.98+0.07" |37.85+0.09 (73.41%)"
EMFR 800 | 37.630.08
malkg 37.28+0.12 | 38.8+0.07 | 37.9+0.07 | 37.6+0.07  |37.48%0.07 (81.59%)"
DFR 400 38.450.20
malkg 37.3+0.11 | 38.91+0.20 | 38.71+0.11 | 38.6+0.12 | 38.48+0.10 (37.61%)
DFR 600 37.15+0.07 | 38.68+0.08 | 38.48+0.04 | 38.26+0.08" | 38.25+0.10" 37'81“{9'19
mg/kg (61.31%)
DFR 800 o | 37.45+0.06
malkg 37.03+0.07 | 38.53+0.07 | 38.35+0.07 | 38.11+0.07 |37.85+0.07 (75.79%)"

Les valeurs sont exprimées en Moyenne + SEM; n = 6 / groupe; les résultats sont statistiquement
significatifs a: * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001 par rapport au groupe témoin en utilisant une
analyse ANOVA one way suivie par le test de Dennett; EMFR : Extrait méthanolique des fruits; DFR :
Décocteé fruits.

La baisse de la température rectale induite par le paracétamol dosé a 100

mg/kg de PC, est proche de celle de 'lEMF et TEMPR dosé a 800 mg/kg de PC

(figure 3.14). En effet, a ces doses, l'activité de ces substances se manifeste avec la

méme intensité 1 heure apres le traitement des rats pour atteindre son maximum a la
04*™heure.

Une étude antérieure par ABDUR et al. [171] sur une autre espéce du genre

Pistacia (P.i ntegerrima) a montré un effet antipyrétique significatif aprées le traitement

de souris par l'acide pistagremic un composé triterpénique isolé de cette plante.

L'effet anti-hyperthermique a duré tout au long de I'expérimentation (1a 5 h),

I'atténuation maximale (56,69%) a été obtenue a 10 mg/ kg par voie intrapéritonéale,

apres la 3éme heure d'administration du médicament.
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Figure 3.14: Pourcentage de réduction de la température a la 4éme heure des rats
recevant différents extraits (a) extraits de feuilles; (b) extraits de fruits. Les valeurs
sont exprimées en Moyenne + SEM; n = 6 / groupe; les différentes lettres indiquent
une différence statistique significative (p <0,05) selon ANOVA one way suivie par le

test de comparaison multiples de Tukey.

Les résultats de I'activité antipyrétique révelent que les extraits des feuilles
et /ou des fruits de P. lentiscus ont un effet antipyrétique significatif sur le maintien
de la température corporelle normale et la réduction de la température corporelle
élevée chez les rats. Son effet est proche de celui du paracétamol. L’hyperthermie
induite par l'injection de la levure est liée a la libération des cytokines (TNF-a, IL-1j3,
IL-6) qui ayant atteint les vaisseaux sanguins stimulent la biosynthése des
prostaglandines (PGE2) aux environs du centre hypothalamique thermorégulateur
[172], [173]. Les extraits des feuilles et des fruits ont réduit I'hyperthermie provoquée
par l'injection de la levure de biére. L’effet antipyrétique des extraits pourrait étre da a
la réduction de la libération des cytokines et de la biosynthése des prostaglandines
.Le criblage phytochimique a permis de mettre en évidence la présence des
flavonoides, des tanins et polyphénols, des saponosides et des triterpénes et
stéroides dans les extraits.

Des études antérieures ont montré les effets anti-inflammatoire, analgésique
et antipyrétique des tanins, des flavonoides, des saponosides et des triterpénes
/stéroides [175], [176]. La présence de ces composés chimiques dans I'extrait des
feuilles et I'extrait des fruits pourrait étre responsable des propriétés antipyrétique
observées. Les résultats de cette étude montrent que les extraits des feuilles sont

légerement plus efficaces que celui des fruits. De ce fait, l'utilisation des feuilles au
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profit des fruits devrait étre encouragée afin de pérenniser I'espéce (Pistacia

lentiscus).
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Conclusion

La connaissance et l'usage des plantes médicinales constituent un vrai
patrimoine de I'’étre humain. Leur importance dans le domaine de la santé publique
est trés accentuée dans ces derniéres années grace aux thérapeutiques qu’elles
procurent. Cette diversité en propriétés biologiques est liée certainement aux vertus
thérapeutiques attribuées a une gamme extraordinaire de molécules bioactives
synthétisées par la plante non seulement comme des agents chimique contre les
maladies, les herbivores et les prédateurs mais aussi comme des agents

médicinaux.

En aromathérapie, de récentes études ont pu prouver que les essences
possedent une action antibiotique exempte de toutes réactions secondaires sur les
fonctions de l'organisme. En alimentation humaine, les antioxydants d'origine
naturels se révelent préférables.Pour cela, la recherche de nouveaux antioxydants
naturels devient une nécessite. La principale source d'antioxydants est le régne

végetal, en particulier les plantes supérieures.

Le présent travail portant sur deux axes dont le premier concerne I'extraction
et la caractérisation des principes actifs de P.lentiscus et le deuxiéme sur 'évaluation
des effets biologique de ces biomolécules.Les résultats de I'analyse chimique de la
composition des huiles essentielles par chromatographie en phase gazeuse couplée
a la spectroscopie de masse indique unchemotype riche en sesquiterpenes par 0 -
cadinene (13,60%), Trans-caryophyllene (11,25 %), Germacrene-d (8.54%), t-
muurolol (6.27%),a- cadinene (5.04%),a- cadinol (4.97%),a- muurolene(3.08%),
Caryophylleneoxide (2.43%), Cadina-1-4 diene (2.23%). D'autre part, la nature des
composeés maijoritaires semble probablement liée aux effets apparents sur le pouvoir
antimicrobien des huiles essentielles et que cette activité est corrélée avec leurs
quantités pour toutes Les souches fongiques et bactériennes a l'exception de P.

aeruginosaet k. pneumoniae.

Les tests phytochimiques réalisés par les réactions de caractérisation
ontpermis de mettre en évidence des flavonoides, des tanins, des stérols et

triterpénes dans les deux parties de la plante.
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Quantitativement, I'évaluation du contenu des polyphénols totaux en adoptant
la méthode de Folin-Ciocalteu révéle la présence des quantités importantes en
polyphénols. De méme nous avons dosé les tannins et les flavonoides qui nous
menent a conclure que cette plante contient une quantité considérable de tannins et

de faible concentration en flavonoides.

L’analyse des extraits methanoliques par HPLC nous a confirmés la richesse
de cette plante en composés phénolique dont les principaux détectésétaient : les
acides phénoliques : I'acide quinique et I'acide syringique, les tannins hydrolysable :
5-O-galloyl quinic acid, 3, 5-O- digalloyl quinic acid, 3,4,5, O-trigalloyl quinic acid et

en dernier les flavonoides : la quercetine et le mirycetine

Le potentiel antiradicalaire des extraits a été déterminé par deux méthodes,
lepiégeage du radical DPPH et la réduction du fer, dont les résultats montrent que
ces extraits possedent une bonne activité, donc cette plante contient des molécules
qui sont considérées comme des agents antioxydants de premiére classe et peuvent
étre employées pour des applications thérapeutiques, sachant que les antioxydants
contribuent de maniére trés efficace a la prévention des maladies telles que le
cancer, et les maladies cardiovasculaires. Au cours de cette étude nous avons
réalisé également un test antimicrobien vis-a-vis de12 bactéries et 5 levures, les
résultats microbiologiques ont montré que les extraits de P. lentiscus ont une
actionfaible sur les champignons et les bactéries gram négatives ; par ailleurs nous
avons observé un pouvoir antimicrobien efficace contre les bactéries gram positives
testées.

Les résultats des testsin vivoobtenus au cours de cette étude ont montré que
les extraits des feuilles et /ou des fruits possédent des propriétésanti-inflammatoire,
analgésique et antipyrétique significatif. Ces résultatsconstituent une base
scientifique qui justifie I'utilisationtraditionnelle de P.lentiscus dans la prise en charge
des pathologies a composante inflammatoire.

Sachant que notre pays posséde une biodiversité immense dont chaque
plante se caractérise par un réservoir assez important de meétabolites secondaires
avec des caractéristiques thérapeutiques et pharmacologiques particuliéres qui
demandent d’étre exploitées par les recherches, de cet effet, et comme perspectives

on propose de :
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1 Faire des études pharmacologiques sur la plante étudiée (P. lentiscus) ;

"1 Déterminer de nouvelles substances bioactives naturelles qui pourront répondre
aux différents problemes de la santé et d’étre une alternative des médicaments

synthétiques ;

1 Développer des médcaments antiradicalaires et antiinflammatoires a base de

plantes, doués d’une activité antioxydante et antiinflammatoire.
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APPENDICE A

Liste des abréviations

AFNOR  : Association frangaise de normalisation

ATCC : American Type Culture Collection (catalogue de microorganismes)

OMS : Organisation mondiale de la Santé

NMRI : Naval Medical Research Institute

CG/SM : Chromatographie en phase gazeuse couplée au spectrométre de
masse

HPLC : Chromatographie en phase liquide a haute performance

HE : Huile essentielle

Kg : Kilogramme

g : gramme

°C : Degrés Celsius

DO : Densité optique

cm : centimétre

mm : mm

mn : minute

ml > millilitre

Ml : microlitre

nm : hanomeétre

UV-vis : Ultra violet- visible

EMF . Extrait Méthanolique des feuilles

EMFR : Extrait méthanolique des fruits

DF : Decocté feuilles

DFR : Decocté fruits

ES . Extrait sec

MeOH : Méthanol

AG : Acide gallique

AA : Acide ascorbique

BHT : Hydroxytoluéne butylé

QE : Quercétine

CAT : Catéchine



IMP : Imipénéme

VAC : Vancomycine

APPENDICE B

Appareillage, verrerie et consommables

B1. Liste des appareillages

- Balance de précision

- Plaque chauffante

- Chauffe ballon

- Bain marie

- Evaporateur rotatif

- Etuve bactériologique

- Microscope photonique

- Chromatographe en phase gazeuse couplée a un spectrométre de masse
- Hydrodistillateur type Clevenger
- Spectrophotomeétre UV — Vis
-Lyophilisateur

B2. Liste de la verrerie et consommables

- Béchers 50ml, 100 ml, 250 ml, 500 ml
- Erlenmeyer 100 ml, 250 ml

- Ballon a fond plat a col rodé

- Ampoules a décanter

- Tubes a essai

- Pipettes graduées stériles

- Pinces

- Lames en verre et lamelles

- Ecouvillons Stériles

- Boites de pétri stériles de 90 mm de diamétre
- Disques d’antibiogramme Stériles

- Spatule inox



- Pipettes Pasteurs

- Lames de rasoir

- Papier filtre WHATMAN
- Seringues

- Bec bunsen

- Entonnoirs

- Micropipette

- Portoirs

Liste des solutions et réactifs utilisés

- Méthanol

- n-hexane

- Acide chlorhydrique
- Acide acétique

- Folin ciocalteu

- carageaneene

- levure de biére

- Chloroforme

- Eau distillée



APPENDICE C

Résultats des tests phytochimiques

Tous les résultats de chaque test sont exprimés par la moyenne de trois répétitions
(n=3)

Chaque moyenne est représentée par la (Moyenne + SEM)

SEM : L’écart-type estimé de la moyenne (erreur standard moyenne), (« Standard

error of mean » en anglais).

Tableau 1: Teneur en eau des feuilles de Pistacia lentiscus L.

PF (9) PS (9) T (%)
Essai 1 1,714 0,8 53,284
Essai 2 1,427 0,665 53,377
Essai 3 1,477 0,676 54,272
moyenne | 1,5393333 0,7136667 53,644333
écart-type | 0,15331775 | 0,07496888 0,54556057
SEM 0,06259171 | 0,030605918 | 0,222724169

Tableau 2: Teneur en eau des fruits de Pistacia lentiscus L.

PF (9) PS (9) T (%)
Essai 1 1,0678 0,6175 42,1708
Essai 2 1,0877 0,6346 41,5761
Essai 3 1,0562 0,5584 47,116
moyenne 1,070567 0,6035 43,62097
écart-type 0,0159312 0,0399826 3,0413583
SEM 0,00650389 0,01632284 1,24162934

PF : Poids de la plante fraiche, PS : Poids de la plante seche, T : Teneur en eau.




Tableau 3: Teneur en huile essentielle des feuilles de Pistacia lentiscus L.

Tl B T [e—
Essai 1 204,49 0,125 0,0611
Essai 2 240 0,1481 0,0617
Essai 3 220,04 0,1677 0,0762

moyenne 221,51 0,146933333 0,0663333

écart-type 17,80058145 0,021373894 0,008550049

SEM 7,267056947 0,008725856 0,003490543

Tableau 4: Teneur en composés apolaires et polaire des feuilles de Pistacia
lentiscus L.

Poids de la Poids de la
Poids de la concrete
poudre . .| Pourcentage , Pourcentage
concréte apolaire o polaire o
(moyenne en (%) (%)
a) (moyenne en g) (moyer;ne en
g

Essai 1 20 0,6527 3,2635 7,207 36,035

Essai 2 20,03 0,6503 3,2515 7,2162 36,027

Essai 3 20,006 0,6485 3,2425 7,211 36,044
Moyenne 20,012 0,6505 3,2525 7,2114 36,03533333
écart-type | 0,015874508 0,002107131 |0,010535654 | 0,004613025 | 0,008504901
SEM 0,006480741 0,000860233 [0,004301163| 0,00188326 |0,003472111

Tableau 5: Teneur en composeés apolaires et polaire des fruits de Pistacia lentiscus

L.
Poids dela | ‘ Poids de la
Poids de la concréte concréte

poudre ) Pourcentage : Pourcentag

(moyenne en apolaire (moyenne (%) polaire e (%)

en g) (moyenne en
9) 9)

Essai 1 20 4,824 24,12 2,75 13,75

Essai 2 20 4,472 22,36 2,778 13,89

Essai 3 20 4,708 23,54 2,764 13,82

Moyenne 20 4,668 23,34 2,764 13,82

ecart-type 0 0,179376699 0,896883493 0,014 0,07
SEM 0 0,073230231 0,366151153 | 0,005715476 |0,02857738




Appendice D

Les courbes d’étalonnage
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Appendice E

Chromatogramme de I'extrait méthanolique des feuilles de Pistacia lentiscus analysé

par HPLC
K1
2017120705-ES-K2 Sm (Mn, 2x3); Sm (Mn, 2x3) Scan ES-
100+ e
6.95¢8
%,
3 T T T T 7 T T T T 1 Time
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00




Chromatogramme de I'extrait méthanolique des feuilles de Pistacia lentiscus analysé
par HPLC

K3
2017120707-ES-K4 Sm (Mn, 2x3); Sm (Mn, 2x3) Scan ES-
TiC|

100+ 6.44e8|

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1 Time
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00

Chromatogramme de la fraction volatile de Pistacia lentiscus L. extraite par
hydrodistillation et analysée par CG-MS
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Appendice F

F.1. Résultats du dosage des principes actifs

> Les polyphénols totaux

EXTRAITS / Tukey (HSD) / Analyse des différences entre les modalités avec un

intervalle de confiance a 95% (TENEUR) :

Contraste | Différence | Différence standardisée | Valeur critique | Pr > Diff | Significatif
MEF vs :
MEL 4,503 -2,992 2,776 0,040 Oui
Valeur critique du d de Tukey : 3,926

> Les flavonoides

EXTRAITS / Tukey (HSD) / Analyse des différences entre les modalités avec un

intervalle de confiance a 95% (TENEUR) :

Contraste | Différence | Différence standardisée | Valeur critique | Pr > Diff | Significatif
MEZYS | 16,650 274,245 2,776 | <0,0001 Oui
Valeur critique du d de Tukey : 3,926

> Les tannins

EXTRAITS / Tukey (HSD) / Analyse des différences entre les modalités avec un

intervalle de confiance a 95% (TENEUR) :

Contraste |Différence| Différence standardisée | Valeur critique | Pr > Diff|  Significatif
MEF vs < .
MEL -65,833 -19,750 2,776 0,0001 Oui
Valeur critique du d de Tukey : 3,926

F.2. Résultats de I'activité antioxydante

» Test du piégeage du radicale libre DPPH

EXTRAITS / Tukey (HSD) / Analyse des différences entre les modalités avec un
intervalle de confiance a 95% (IC50) :
Contraste | Différence | Différence standardisée | Valeur critique | Pr > Diff | Significatif
BHT vs .
EME -0,183 -116,834 3,068 <0,0001 Oui
ShLS | -0043 27,290 3,068 < 0,0001 Oui
SMLeS 0,140 89,544 3,068 < 0,0001 Oui
Valeur critique du d de Tukey : 3,587




» Test du pouvoir réducteur FRAP

EXTRAITS / Tukey (HSD) / Analyse des différences entre les modalités avec un
intervalle de confiance a 95% (IC50) :

Contraste | Différence | Différence standardisée | Valeur critique | Pr > Diff|  Significatif

<

AAvs EML | -0,171 -107,962 3,068 0,0001 Oui
<

AAvs EMF | -0,126 -79,606 3,068 0,0001 Oui
EMF vs <

EML -0,045 -28,356 3,068 0,0001 Oui

Valeur critique du d de Tukey : 3,587




Appendice G
Résultats de I'activité antimicrobienne

Aromatogrammes de Pistacia lentiscus sur quelques souches microbiennes




Appendice H

H.1. Résultats de I'activité antiinflammatoire des extraits de feuilles de Pistacia
lentiscus.

> Différences de 'augmentation du volume de la pate a la 1°™ heure

TRT / Dunnett (bilatéral) / Analyse des différences entre la modalité témoin TRT-
TEM et les autres modalités avec un intervalle de confiance a 95% :
Contraste | Différence| Difference | Valeur Différence| o o nie | gignificatif
standardisée | critique | critique

TEM VgoEOM PLF | 6,180 8420 | 2762 | 0,059 |<0,0001 Oui
TEM VgoEOM PLF 1 6,102 4771 2762 | 0059 | 0,000 Oui
TEM vs DC 0,068 3,181 2,762 0,059 0,018 Oui
TEM vs DF 800 0,032 1,497 2,762 0,059 0,520 Non
TEM vs DF 600 0,016 0,748 2,762 0,059 0,959 Non
TEM vs DF 400 0,012 0,561 2,762 0,059 0,991 Non
TEM "Z’O%M PLF | 0,014 0655 | 2762 | 0059 | 0979 Non

> Différences de 'augmentation du volume de la pate a la 2°™ heure

TRT / Dunnett (bilatéral) / Analyse des différences entre la modalité témoin TRT-TEM

et les autres modalités avec un intervalle de confiance a 95% :

Contraste Différence lefereqcc? V.alleur D|ff.e.rence Pr > Diff | Significatif
standardisée | critique critique
TEM vs EM .
PLE 800 0,294 14,868 2,762 0,055 < 0,0001 Oui
TEM vs EM .
PLE 600 0,214 10,822 2,762 0,055 <0,0001 Oui
TEM vs DC 0,130 6,574 2,762 0,055 < 0,0001 Oui
TEM vs DF 800 | 0,058 2,933 2,762 0,055 0,034 Oui
TEM vs EM
PLF 400 0,030 1,517 2,762 0,055 0,506 Non
TEMvs DF 600 | 0,014 0,708 2,762 0,055 0,969 Non
TEM vs DF 400 | -0,026 -1,315 2,762 0,055 0,648 Non




> Différences de 'augmentation du volume de la pate a la 3°™ heure

TRT / Dunnett (bilatéral) / Analyse des différences entre la modalité témoin TRT-TEM
et les autres modalités avec un intervalle de confiance a 95% :
Contraste Différence Dlﬁerech Vg!eur D'ﬁ.e.r eNnce | pr > Diff Significatif
standardisée | critique critique

TEM VEOEOM PLF 0,470 26,781 2,762 0,048 <0,0001 Oui
TEM "20%'\" PLE | 0,420 23,932 2,762 0,048 |<0,0001| Oui
TEM vs DC 0,270 15,385 2,762 0,048 <0,0001 Oui
TEM vs DF 800 0,232 13,219 2,762 0,048 < 0,0001 Oui
TEMve SMPLE L 0,196 11168 | 2,762 0,048 |<0,0001| Oui
TEM vs DF 600 0,172 9,801 2,762 0,048 <0,0001 Oui
TEM vs DF 400 0,142 8,091 2,762 0,048 < 0,0001 Oui

> Différences de 'augmentation du volume de la pate a la 4°™ heure

TRT / Dunnett (bilatéral) / Analyse des différences entre la modalité témoin TRT-TEM
et les autres modalités avec un intervalle de confiance a 95% :

Contraste | Différence| _Diference | Valeur | Différence | o i | significatif
standardisée critique critique

TEM vs EM .
PLE 800 0,556 25,994 2,762 0,059 < 0,0001 Oui
TEM vs EM .
PLE 600 0,492 23,002 2,762 0,059 <0,0001 Oui
TEMvs DF 800 | 0,380 17,766 2,762 0,059 <0,0001 Oui
TEM vs DC 0,330 15,428 2,762 0,059 < 0,0001 Oui
TEM vs EM .
PLE 400 0,316 14,774 2,762 0,059 <0,0001 Oui
TEM vs DF 600 | 0,280 13,091 2,762 0,059 < 0,0001 Oui
TEM vs DF 400 | 0,248 11,595 2,762 0,059 < 0,0001 Oui

» Comparaison du pourcentage de réduction de I'cedéme inflammatoire entre
les différents groupes a la 4°™° heure

TRT / Tukey (HSD) / Analyse des différences entre les modalités avec un
intervalle de confiance a 95% (%INH) :
Moyenne E Borne Borne
o rreur e -

Modalité s standard inférieure supérieure Groupes
estimées (95%) (95%)

DF 400 0,499 0,011 0,476 0,522 A

DF 600 0,570 0,011 0,547 0,593

EAQO%LF 0,604 0,011 0,581 0,627 C

DF 800 0,631 0,011 0,607 0,654 G




E'\go';LF 0.710 0,011 0,687 0734 D
E'\QOFZ)LF 0,894 0,011 0.871 0917 E
DC 0.950 0.011 0.927 0,973 F

H.2. Résultats de I'activité antiinflammatoire des extraits du fruit de Pistacia lentiscus.

> Différences de 'augmentation du volume de la pate a la 1°® heure

TRT / Dunnett (bilatéral) / Analyse des différences entre la modalité témoin TRT-
TEM et les autres modalités avec un intervalle de confiance a 95% :

Contraste | Différence | Difference | Valeur | Difference | Pr> | g i otic
standardisée | critique critique Diff

TEM vs DC 0,068 3,540 2,762 0,053 0,007 Oui

TEM vs EM .

PLER 800 0,056 2,915 2,762 0,053 0,035 Oui
TEM vs DFR 800| 0,024 1,249 2,762 0,053 0,694 Non

TEM vs EM

PLER 600 0,014 0,729 2,762 0,053 0,964 Non
TEM vs DFR 400| -0,020 -1,041 2,762 0,053 0,831 Non

TEM vs EM

PLER 400 -0,016 -0,833 2,762 0,053 0,932 Non
TEM vs DFR600| -0,014 -0,729 2,762 0,053 0,964 Non

> Différences de 'augmentation du volume de la pate a la 2°™ heure

TRT / Dunnett (bilatéral) / Analyse des différences entre la modalité témoin TRT-
TEM et les autres modalités avec un intervalle de confiance a 95% :
Contraste Différence leferen_ce’ V.alleur D|ff9_r eNCe ! pr > Diff Significatif
standardisée | critique | critique
TEM VESSO%M PLF 0,132 6,527 2,762 0,056 <0,0001 Oui
TEM vs DC 0,130 6,428 2,762 0,056 <0,0001 Oui
TEM ";OEOM PLF| 0126 6230 | 2762 | 0056 |<0,0001| Oui
TEM "ZO%M PLF | 6 092 4,549 2,762 | 0,056 0,000 Oui
TEM vs DF 800 0,070 3,461 2,762 0,056 0,009 Oui
TEM vs DF 600 0,054 2,670 2,762 0,056 0,061 Non
TEM vs DF 400 0,010 0,494 2,762 0,056 0,996 Non




> Différences de 'augmentation du volume de la pate a la 3% heure

TRT / Dunnett (bilatéral) / Analyse des différences entre la modalité témoin TRT-TEM

et les autres modalités avec un intervalle de confiance a 95% :

Contraste Différence Dlﬁerech V.alleur D|fflelrence Pr > Diff | Significatif
standardisée | critique | critique
TEM VEO%M PLF 0,346 20,406 2,762 0,047 <0,0001 Oui
TEM ng%M PLE 1 0,322 18,991 | 2,762 | 0,047 | <0,0001 Oui
TEM vs DC 0,270 15,924 2,762 0,047 <0,0001 Oui
TEMve SMPLE | 0,238 14036 | 2,762 | 0047 | <0,0001 | Oui
TEM vs DF 800 0,212 12,503 2,762 0,047 <0,0001 Oui
TEM vs DF 600 0,166 9,790 2,762 0,047 <0,0001 Oui
TEM vs DF 400 0,094 5,544 2,762 0,047 <0,0001 Oui

> Différences de 'augmentation du volume de la pate a la 4°™ heure

TRT / Dunnett (bilatéral) / Analyse des différences entre la modalité témoin TRT-
TEM et les autres modalités avec un intervalle de confiance a 95% :

Contraste Différence stz ir]:fdéar?c;]igze C\iﬁ:g:jg Dgﬁﬁiﬁgge Pr > Diff | Significatif
TEM VSO%M PLE 1 0,474 21,198 | 2,762 | 0,062 0’0;01 Oui
TEM VgoEOM PLE 1 0,446 19,946 | 2,762 | 0,062 0’0;01 Oui
TEM "ZO%M PLF 1 0,350 15,652 | 2,762 | 0,062 0,0;01 Oui

TEM vs DC 0,330 14,758 | 2,762 | 0,062 0,0;01 Oui
TEM vs DF 800 | 0,298 13,327 | 2,762 | 0,062 0,0;01 Oui
TEM vs DF 600 | 0,242 10,823 | 2,762 | 0,062 0’0;01 Oui
TEM vs DF 400 | 0,210 9,391 2,762 | 0,062 0’0301 Oui




» Comparaison du pourcentage de réduction de 'oedéme inflammatoire entre
les différents groupes a la 4°™ heure

TRT / Tukey (HSD) / Analyse des différences entre les modalités avec un
intervalle de confiance a 95% (%INH) :
Moyenn E B inféri B L
Modalité os rreur orne inférieure orne supérieure Groupes
o, standard (95%) (95%)
estimées
DFR 400 0,469 0,012 0,444 0,494 A
DFR 600 0,534 0,012 0,509 0,559
EM4EI6FR 0,569 0,012 0,544 0,594 C
DFR 800 0,611 0,012 0,586 0,636 C
EM6Z(L)FR 0614 | 0,012 0,589 0,639 c
EM8SBFR 0710 | 0012 0,685 0,735 D
DC 0,950 0,012 0,925 0,975 E
Appendice |

Résultats de I'activité antalgique

|.1.Résultats de la comparaison de l'effet antalgique des extraits de feuilles de

Pistacia leniscus

» Comparaison du nombre de crampes

TRT / Dunnett (bilatéral) / Analyse des différences entre la modalité témoin TRT-
CONT et les autres modalités avec un intervalle de confiance a 95% :

Contraste | Différence | Difference | Valeur | Difference | o g | gignificatif
standardisée | critique critique
CONTvsDC | 75167 47.408 | 2.731 4.330 <00001 | Oui
CONL(‘)’S EMF 1 73333 46,252 | 2,731 4.330 <0,0001 | Oui
CONEC‘)’S EMF 1 67333 42468 | 2,731 4.330 <0,0001 | Oui
CONT vs DF 800| 64.500 40681 | 2.731 4.330 <00001 | Oui
CONE(‘)’S EMF 1 61667 38894 | 2,731 4,330 <0,0001 Oui
CONT vs DF600 | 61,000 38473 | 2.731 4330 <0,0001 | Oui
CONT vs DF 400| 55,333 34899 | 2.731 4330 <0,0001 | Oui




» Comparaison du pourcentage de réduction entre les différents groupes

TRT / Tukey (HSD) / Analyse des différences entre les modalités avec un
intervalle de confiance a 95% (% RED) :
Moyenne P Borne
Modalité S Erreur | Borne inférieure supérieure Groupes
Ny standard (95%) P o P
estimées (95%)
DF 400 69,597 0,777 68,019 71,174 A
DF600 76,723 0,777 75,146 78,301 B
EMF 400 77,563 0,777 75,986 79,141 B
DF 800 81,127 0,777 79,549 82,704 C
EMF 600 84,692 0,777 83,114 86,269 D
EMF 800 92,240 0,777 90,663 93,817 E
DC 94,543 0,777 92,966 96,121 E

|.2.Résultats de la comparaison de l'effet antalgique des extraits de feuilles de

Pistacia leniscus

» Comparaison du nombre de crampes

TRT / Dunnett (bilatéral) / Analyse des différences entre la modalité témoin TRT-
CONT et les autres modalités avec un intervalle de confiance a 95% :

Contraste Différence stzirifdée:i;‘ig:e c\:ﬁilgllj; Dg:ﬁirc:aaece PDrn; Significatif
CONTVsDC | 75167 | 46792 | 2731 | 4387 | goo0 |  Oul
CONT oo | 70500 | 43887 | 2731 | 4387 | oo | Oui
CONTYoEMFR | 64000 | 39840 | 2731 | 4387 00001 | O
CONTVSDFR | 63500 | 39520 | 2731 | 4387 00001 | O
O o 56,167 | 36209 | 2731 | 4387 | gooo. | Ou
CONTYSEMPR | 57500 | 35704 | 2731 | 4387 00001 | Ou
CONTOSDFR | 50500 | 31437 | 2731 | 4387 00001 | O




» Comparaison du pourcentage de réduction entre les différents groupes

TRT / Tukey (HSD) / Analyse des différences entre les modalités avec un
intervalle de confiance a 95% (% RED) :

Moyenne e -
Modalité S Erreur Borne inférieure | Borne supérieure Groupes
estimées standard (95%) (95%)
DFR 400 63,515 0,815 61,860 65,170 A
EMFR 400 | 72,323 0,815 70,669 73,978 B
DFR600 73,160 0,815 71,505 74,815 B
DFR 800 79,868 0,815 78,214 81,523 C
EMFR 600 | 80,497 0,815 78,842 82,151 C
EMFR 800 | 88,673 0,815 87,019 90,328 D
DC 94,543 0,815 92,889 96,198




Appendice J

Résultats de I'activité antipyrétique

J.1. Résultats du test antipyrétique des extraits de feuilles de Pistacia lentiscus

> Variation de I'hyperthermie durant la 1° heure

TRT / Dunnett (bilatéral) / Analyse des différences entre la modalité témoin TRT-TEM
et les autres modalités avec un intervalle de confiance a 95% :

Contraste | Différence | Différence | Valeur | Difference | o mit | gignificatif
standardisée | critique critique
TEM vs PAC 0,983 5618 | 2731 | 0478 |<0,0001| Oui
TEMvs DF 800 | 0,617 3523 | 2731 | 0478 | 0,007 oui
TEM VgoEOM PLF | 0550 3142 | 2731 | 0478 | 0,018 oui
TEMvs DF 600 | 0517 2952 | 2,731 | 0478 | 0,029 Oui
TEM VgoEOM PLF | 0,283 1619 | 2731 | 0478 | 0436 | Non
TEM VZOEOM PLE 1 0,167 0952 | 2731 | 0478 | 0,881 Non
TEMvs DF 400 | -0117 0667 | 2731 | 0478 | 0977 | Non

> Variation de I'hyperthermie durant la 2°™ heure

TRT / Dunnett (bilatéral) / Analyse des différences entre la modalité témoin TRT-TEM
et les autres modalités avec un intervalle de confiance a 95% :

Contraste | Différence | Difference | Valeur | Différence | o nit | gignificatif
standardisée | critique critique
TEMvs PAC | 1.400 8.600 2731 0445 |<0,0001| Oui
TEM Vgo'%'\" PLF1 4 050 6.450 2731 0445 |<0,0001| Oui
TEM vs DF 800 | 0,950 5836 2731 0445 |<00001| Oui
TEM vs DF 600 | 0,767 4.710 2731 0,445 0,000 Oui
TEM "20%'\" PLF 1 583 3.583 2731 0,445 0,006 Oui
TEM VZO%M PLF 1 0517 3.174 2731 0.445 0,017 Oui
TEM vs DF 400 | 0,100 0.614 2731 0.445 0.985 Non




> Variation de I'hyperthermie durant la 3°™ heure

TRT / Dunnett (bilatéral) / Analyse des différences entre la modalité témoin TRT-
TEM et les autres modalités avec un intervalle de confiance a 95% :

Différence

Valeur

Différence

Pr>

Contraste Différence standardisée | critique critique Diff Significatif
< .
TEMvs PAC | 1,550 7 460 2731 0567 | go001| OV
TEM vs EM PLF < |
o 1,300 6.257 2731 0567 | o001 | OV
< .
TEM vs DF 800 | 1,267 6.097 2731 0567 | go001| OV
< .
TEM vs DF 600 | 1,050 5.054 2731 0567 | go001| OV
TEM ng%M PLF 1 .917 4.412 2731 0.567 0,000 | Oui
TEM Vjo'%'\" PLF1 4,700 3369 | 2,731 0,567 0,010 | Oui
TEM vs DF 400 | 0,317 1,524 2731 0.567 0499 | Non

> Variation de I'hyperthermie durant la 4°™ heure

TRT / Dunnett (bilatéral) / Analyse des différences entre la modalité témoin TRT-
TEM et les autres modalités avec un intervalle de confiance a 95% :
ier s Différence ier s
Contraste Différenc standardisé Vg!eur D'ff.e.r ence Pr_> Significatif
e e critique critique Diff

< )
TEM vs PAR 1,667 8,374 2,731 0,544 0,0001 Oui
< .
TEM vs DF 800 1,533 7,704 2,731 0,544 0,0001 Oui
TEM vs EM PLF < )
800 1,483 7,453 2,731 0,544 0,0001 Oui
< )
TEM vs DF 600 1,183 5,946 2,731 0,544 0,0001 Oui
TEM vs EM PLF < )
600 1,117 5,611 2,731 0,544 0,0001 Oui
TEM "ZO%M PLF1 0017 | 4606 | 2731 0544 | 0,000 | Oui
TEM vs DF 400 0,567 2,847 2,731 0,544 0,038 Oui




» Test de comparaison du pourcentage de réduction de I’hyperthermie a la

entre les différents groupes

4éme

TRT / Tukey (HSD) / Analyse des différences entre les modalités avec un
intervalle de confiance a 95% (TEMP) :
el Borne
Modalité Moyen'nes Erreur Borne m(f)erleure supérieure Groupes
estimées | standard (95%) (95%)
DF 400 0,495 0,066 0,362 0,629 A
EMF 400 0,616 0,066 0,482 0,750 A|B
DF 600 0,678 0,066 0,545 0,812 A|B|C
DF 800 0,780 0,066 0,647 0,914 A|B|C
EMF 600 0,810 0,066 0,676 0,943 B|C
EMF 800 0,846 0,066 0,713 0,980 B|C
B 0,927 0,066 0,793 1,061 C

J.2. Résultats du test antipyrétique des extraits de fruits de Pistacia lentiscus

> Variation de I'hyperthermie durant la 1° heure

TRT / Dunnett (bilatéral) / Analyse des différences entre la modalité témoin TRT-
TEM et les autres modalités avec un intervalle de confiance a 95% :

Différence

Valeur

Différence

Pr >

Contraste Différence standardisée | critique | critique Diff Significatif
< :
TEM vs PAC 0,983 8,131 2,731 0,330 0,0001 Oui
TEM vs EM < .
PLFR 800 0,667 5,513 2,731 0,330 0,0001 Oui
TEM vs EM :
PLER 600 0,350 2,894 2,731 0,330 0,034 Oui
TEM vs DFR800| 0,217 1,792 2,731 0,330 0,334 Non
TEM vs DFR600| 0,083 0,689 2,731 0,330 0,973 Non

TEM vs EM

PLER 400 0,000 0,000 2,731 0,330 1,000 Non
TEM vs DFR 400| -0,150 -1,240 2,731 0,330 0,700 Non




> Variation de I'hyperthermie durant la 2°™ heure

TRT / Dunnett (bilatéral) / Analyse des différences entre la modalité témoin TRT-
TEM et les autres modalités avec un intervalle de confiance a 95% :

Différence Valeur | Différence| Pr>
Contraste Différence | standardis " o . Significatif

ée critique critique Diff
< .
TEM vs PAC 1,400 11,078 2,731 0,345 0,0001 Oui
TEM vs EM PLF < ,
800 1,067 8,440 2,731 0,345 0,0001 Oui
TEM vs EM PLF < ,
600 0,683 5,407 2,731 0,345 0,0001 Oui
TEM vs DF 800 0,550 4,352 2,731 0,345 0,001 Oui
TEM vs DF 600 0,400 3,165 2,731 0,345 0,017 Oui
TEM VEO%M PLF 0,367 2,901 2,731 0,345 0,033 Oui
TEM vs DF 400 0,067 0,528 2,731 0,345 0,994 Non

> Variation de I'hyperthermie durant la 3°™ heure

TRT / Dunnett (bilatéral) / Analyse des différences entre la modalité témoin TRT-
TEM et les autres modalités avec un intervalle de confiance a 95% :

Contraste Différence leferen.ce, Vg!eur D'ff‘?Te”C Pr. > Significatif
standardisée | critique | e critique | Diff

< .
TEM vs PAC 1,550 11,898 2,731 0,356 0,0001 Oui
TEM vs EM PLF < .
300 1,317 10,107 2,731 0,356 0,0001 Oui
TEM vs EM PLF < .
600 0,950 7,292 2,731 0,356 0,0001 Oui
TEM vs DF 800 0,950 7,292 2,731 0,356 0 0;01 Oui
TEM vs DF 600 0,600 4,606 2,731 0,356 0,000 Oui
TEMve SMPLE T 0,550 4222 | 2731 | 0356 |0,001| Oui
TEM vs DF 400 0,317 2,431 2,731 0,356 0,098 Non




> Variation de I'hyperthermie durant la 3°™ heure

TRT / Dunnett (bilatéral) / Analyse des différences entre la modalité témoin TRT-
TEM et les autres modalités avec un intervalle de confiance a 95% :

Contraste Différence Stzirf]ff:gigze c\ﬁﬁilgllj; Dg:ﬁir;:]:e Pr > Diff | Significatif

TEMvs PAC | 1,667 9,734 | 2731 | 0468 |<0,0001| Oui
TEMVS SMPLE L 1,450 8,468 | 2,731 | 0468 |<0,0001| Oui
TEM vs DF 800 | 1,267 7397 | 2731 | 0468 |<0,0001| Oui
TEMvS FMPLE L 1,133 6,619 | 2731 | 0468 |<0,0001| Oui
TEM vs DF 600 | 1,083 6327 | 2731 | 0468 |<0,0001| Oui
TEMve SMPLE L 0,700 4088 | 2731 | 0468 | 0,001 Oui
TEM vs DF 400 | 0,450 2628 | 2731 | 0468 | 0064 | Non

» Test de comparaison du pourcentage de réduction de I'hyperthermie a

la 4°™ entre les différents groupes
TRT / Tukey (HSD) / Analyse des différences entre les modalités avec un
intervalle de confiance a 95% (TEMP) :
Moyennes Erreur Borne Borne supérieure
Modalité yen! inférieure f Groupes
estimées standard (95%) (95%)
DFR 400 0,376 0,057 0,261 0,491 A
EMFR
400 0,571 0,057 0,456 0,687 A|B
DFR 600 0,613 0,057 0,498 0,728 A|B
Eg/IO'BR 0,734 0,057 0,619 0,849 B|C
DFR 800 0,758 0,057 0,643 0,873 B|C
S | 0816 0,057 0,701 0,931 B|C
PAC 0,927 0,057 0,812 1,042 C




