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Résumé

Les différentes formes de consommation du raisin dont la vinification engendrent des déchets
vinicoles ; le marc de raisin qui est rejeté dans 1’environnement et provoque plusieurs problémes
écologiques les pépins de raisin représentent une portion importante du marc qui sont une
excellente source de composés polyphénoligues, la valorisation de ces sous-produits conduit a
I'obtention de I’huile des pépins de raisin (HPR) qui est riche en acides gras, composés
phénoliques et en vitamines et présente plusieurs activités biologiques. Notre étude a pour but
d’évaluer la capacité antioxydante in vitro de I’HPR testé sur les lymphocytes humains
préalablement oxydés par le H,O2 en mesurant le taux des marqueurs d’agression cellulaires
(LDH), les marqueurs de 1’oxydation (MDA, PCAR) ainsi que les marqueurs antioxydants et
le taux des enzymes antioxydants endogenes (GSH, CAT). Nos résultats montrent que I"’HPR
augmente le taux du GSH et CAT et diminue le taux du LDH, MDA et PCAR a des

concentrations bien déterminées.

Mots clés: Déchets vinicoles, HPR, activité antioxydante, lymphocytes.



Abstract

The different forms of grape consumption, the vinification of which generates wine waste; the
grape marc which is released into the environment and causes several ecological problems the
grape seeds represent a significant portion of the marc which are an excellent source of
polyphenolic compounds, the valorization of these by-products leads to obtaining the
Grapeseed Oil (HPR) which is rich in fatty acids, phenolic compounds and vitamins and
exhibits several biological activities. Our study aims to evaluate the antioxidant capacity in vitro
of the HPR tested on human lymphocytes previously oxidized by H20. by measuring the level
of cellular aggression markers (LDH), oxidation markers (MDA, PCAR) as well as antioxidant
markers and the level of endogenous antioxidant enzymes (GSH, CAT). Our results show that
HPR increases the level of GSH and CAT and decreases the level of LDH, MDA and PCAR at

well-defined concentrations.

Keywords: Wine waste, HPR, antioxidant activity, lymphocytes
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Introduction



De nombreuses activités industrielles génerent des effluents et des déchets colossaux
qui doivent étre traités. Certaines industries produisent des résidus avec une forte teneur en

matiere organique, notamment les industries agricoles et alimentaires.

L'utilisation des dechets agro-industriels est un excellent moyen de valoriser les
industries de production et de transformation des cultures, avec I'avantage supplémentaire de
réduire les problémes et leur d'élimination (Lutterod et al., 2011).

Parmi les déchets agricoles les plus considérables on retrouve les déchets vinicoles dont
le marc de raisin qui est un sous-produit abondant de I'industrie vinicole, il se compose du reste
de la peau, des pepins et des tiges et représente environ 25 % du poids total du raisin utilisé
dans le processus de vinification. Dans des pays comme I'ltalie, la France et I'Espagne, ou la
production de vin est plus importante, le marc de raisin peut atteindre pres de 1200 tonnes par
an et pour parvenir a un processus de vinification durable, une politique de réduction et de
valorisation des déchets est nécessaire (Abarghuei et al., 2010 ; Christ et Burrit, 2013 ;
Cuccia, 2015)

En effet, le raisin est la culture mondiale majeure qui assit sur une superficie de 7.4
millions d’hectares et avec une production de 78 millions de tonnes en 2019 (O1V, 2019).
Et selon des statistigues MADRP 2018 la viticulture en Algérie est reposée sur une superficie
de 69.642 d’hectares et avec une production totale de 5665787 quintaux (MADRP, 2018).

L'utilisation du marc de raisin comme source d'ingrédients fonctionnels est un domaine

prometteur en raison de sa richesse en composés bioactifs.

Les pépins de raisin représentent entre 2 et 5% du poids du raisin et constituent environ
38 a 52 % de marc (Brenes et al., 2016). lls sont principalement apprécies pour les propriétés
nutritionnelles de I'huile riche en acides gras insaturés et les composés phénoliques (Bail et al.,
2008; Hanganu et al., 2012).

L’huile des pépins de raisin (HPR) avec sa richesse en composés bioactives bénéfiques

pour la santé est devenue une forme importante de la valorisation des déchets vinicoles.



Les composés chimiques bioactifs lipophiles et hydrophiles présents dans I'HPR font de
ce sous-produit du vin une source de nutraceutiques naturels alimentaire et non alimentaire,
pour cela, des méthodes de récupération de I'huile des pépins de raisin ont évolué pour améliorer

a la fois la quantité et qualité du rendement (Martin et al., 2020).

Les effets curatifs de I'HPR sont présentés dans la littérature depuis le 14eme siecle, en
Espagne, quand un médecin arabe utilisa I’HPR pour traiter des problémes de la peau dont
souffre Ferdinand IV (roi de Castille-et-Léon dans la péninsule ibérique). Le roi a décidé de
garder sa composition et la nomma «huile royale» ou «huile du tréne» (Sotiropoulou et al.,
2012).

Parmi les propriétés les plus importantes de I’HPR, la propriété antiradicalaire ou
antioxydante qui sert a piéger les espéces réactives d’oxygene (ERO) induits par différents

oxydants et qui provoquent des dommages sur les molécules biologiques de la cellule.

Dans cette optique, ce travail a pour but d’évaluer I’activité antioxydante de ’HPR sur
les lymphocytes humains afin de déterminer la concentration optimale d’HPR qui permet de
réduire les marqueurs d’oxydation lymphocytaires et d’augmenter la capacité des lymphocytes
a se défendre contre le stress oxydatif.



Etat actuel du sujet



1. Du raisin et de la vigne en géneral:

La vigne, dans le sens propre du mot ne peut étre rangée parmi les arbres, il n’est cependant
pas I’arboriculteur qui la néglige. Comme le disait déja columelle, elle mérite d’étre placée au
premier rang des arbres fruitiers, non seulement a cause de ses grappes délicieuses mais parce
qu’elle peut plus facilement que beaucoup d’autres avec un peu de soins et de précautions

croitre et prospérer dans presque tous les pays et dans tous les terrains (Schneyder, 1869).

Le raisin est I’un des fruits les plus anciennement produits. La culture de la vigne est
probablement apparue dans la Caucase. Peu aprés 1000 avant J-C les Phéniciens apporterent la
vigne en Gréce ou elle proliféra. Elle se répond dans le bassin méditerranéen au début de
premiere chrétienne puis les Romains I’introduisent dans la plupart des pays d’Europe. Vers la
fin du quinzieme siécle, Christophe Colomb importa la vigne dans le nord d’ Amérique, aussi a
la fin du dix-huitiéme siécle 1’Australie se révéla favorable au développement de cette derniere

(500 plantes comestibles, 2013).

La viticulture en Algérie remonte a I’ Antiquité et particulierement sous la domination de la
Phénicie puis de I’Empire romains. Apres, la colonisation francaise, suite a la guerre d'Algérie

en mille-huit-cent trente (Isnard, 1953).

Le raisin du genre Vitis vinifera.L est la principale espece de raisin cultivée. Cette espece
angiosperme de la famille des Vitacées (Figure 01) (Le Bellec et Renard, 2010).Si toutes les
vignes appartiennent a une seule espéce Vitis vinifiera, cette espéce comprend plus de 5000
cépages différents par leur aspect et la qualité de leurs fruits repartis sur I’Europe et une grande
partie de I’ Asie. En viticulture le terme cépage désigne une variété cultivée obtenu au cours des
temps par la sélection d’individus au sein d’une population sauvage donc ne constituent pas une

population homogéne (Hidalgo, 2012).

C’est un arbrisseau sarmenteux, dressé ou grimpant comme une liane dés qu’elle rencontre

un support (Elisabeth et Jérome, 2014).



On distingue sur chaque vigne une partie enterrée formée par les racines plus ou moins
grosses et plus ou moins vielles dont les extrémités plus fines et plus jeunes constituent le
chevelu et une partie aérienne ou couvert dans laquelle on distingue: le tronc, les bras et les
sarments qui subsistent plusieurs années ainsi que les feuilles, les fleurs et les vrilles dont la
durée de vie ne dépasse généralement pas un an, la zone qui relie ces deux parties s’appelle le

collet et ces fonctions sont solidaire et conjointes ( Hidalgo, 2012).

Les fleurs fécondées donnent naissance a des petits grains de raisin ou baies qui grossissent
rapidement, c’est une baie classé dans le groupe des fruits charnus a pépins, la grappe est
constitué de deux parties: la rafle qui est la charpente et le fruit dit grain ou baie de raisin
(Reynier, 2012).

Chez des nombreux cépages, le grain de raisin a une forme sphérique mais il existe d’autre
forme aplatie, elliptique, ovoide, concernant la taille on peut classer les baies en trois grosseur:

petite, moyenne et grosses (Marielle et Jean-Claude, 2011).

Le raisin se compose de 15 a 20% de pellicule, 75 a 85% de pulpe, et 3 a 6% de pépins
(Cabanis et al., 1998).

La pellicule ou peau de grain de raisin est constitué de six a dix assises de cellules: la
cuticule, I’épiderme, I’hypoderme; La pulpe est constitué de plusieurs assises de grandes
cellules a parois minces le tous est irriguées par des faisceaux libéro-ligneux parmi lesquels on

distingue un axe central: le pinceau qui alimente les pépins (figure 02) (Reynier, 2012).

Le renommé du raisin n’est plus a faire, le raisin de table se consomme frais mais peut
également étre séché. Le raisin de cuve sert a la preparation du vin, le jour de récolte doit étre
trés bien cerné car contrairement a la plupart des fruits la maturation du raisin ne poursuit plus

lorsqu’ il a été détache de la souche (Le Bellec et Renard, 2010).



Figure 01: Un cépage renferment des grappes de raisin
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Figure 02: Compartiments de la baie de raisin



2. Pépins de raisin:

Les pépins, ou graines proviennent de la fécondation des ovules, il y a théoriquement quatre
ovules mais on constate le plus souvent la présence d’un nombre plus réduit de pépins parce
que la pollinisation et la fécondation ne se réalisent pas toujours dans les meilleures conditions.
Les baies des cépages apyrenes (sultanine B) n’ont pas de pépins ou des pépins atrophiée, les
pépins présentent un bec correspondant micropyle, une face dorsale renflée avec un sillon
profond et élargi dans le centre, la chalaze une partie ventrale avec deux fossettes séparées par

une aréte parcourue par le raphé.

Une coupe dans le plan médian met en évidence, les téguments seminaux: formées de
plusieurs assisses de cellules qui ont un réle protecteur, 1’albumen de couleur blanc nacré, qui
occupe le plus grand volume de la graine et contient des grains d’aleurones (substance

protéique) et I’embryon qui est situé dans la région micropylaire (figure 03) (Reynier, 2012).

La couleur des pépins évolue du vert au marron au cours de leur développement (Cadot et
al., 2006). Bhy »

Les pépins de raisin dont est issue 1’huile éponyme, sont des coproduits de 1’industrie
vinicole (Lutterodt et al., 2011; Shinagawa et al., 2015).Apres vinification du raisin, se
trouvent, en fond de cuve sous forme de marcs. Ces derniers sont extraits puis livrés aux
distilleries. Ils contiennent en moyenne de 1’ordre de 15% de pépins, 30 % de pulpes et rafles,
et 55 % d’eau. En effet, le pépin de raisin, et plus généralement le marc, était encore dans les
années 1970 un coproduit de 1’industrie vinicole auquel il fallait trouver un débouché, suite a
I’interdiction de leur épandage en agriculture, mais aujourd’hui les pépins de raisin sont utilisés
dans plusieurs domaines : la fabrication de peintures, la cosmétologie, la savonnerie. La quantité
de pépins de raisin recue a 1’'usine dépend de la quantité de raisin mis en vinification, et donc
de la récolte de raisin. La quantité d’huile contenue dans les pépins de raisin est de I’ordre de
15 a 18 % Ainsi, il est nécessaire de triturer de 1’ordre de 7 kg des pépins de raisin pour obtenir

1 litre d’huile des pépins de raisin (Pierron, 2017).
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Figure 03 : Représentation du pépin de raisin et de ses structures cellulaires :
C, cotylédons ; E, endosperme (albumen) ; EM, embryon ; Ep, épiderme ; 11, tégument

inférieur ; MI, tégument intermédiaire ; Ol, tégument supérieur ; R, radicule

(Levadoux, 1951; Ravaz, 1915)

Ils contiennent 8 a 20% d'huile composée de deux principaux acides gras (AG); AG
linoléique (C18: 2n — 6) a 58-78% et AG oléique (C18: 1n—9) a 10-20% (Crews et al., 2006;
Lutterodt et al., 2011). Les acides gras saturés (C16: 0, C18: 0, C20: 0) représentent 10% des
acides gras totaux et conduisent a une stabilité inhabituelle de I’huile (point de fumée éleve)
(190-230 °C) (Morin, 1996).

En plus de leur composition en AG; les pépins de raisins sont considérés comme une
source pertinente de composes polyphénoliques, principalement les catéchines, épicatéchines,
I'acide gallique, et les procyanidines (Monagas et al., 2003). De plus, il a été prouveé que ces
composés polyphénoliques ont divers effets biologiques tels que antioxydant ou antimicrobien
(Baydar et al., 2006; Jayaprakasha et al., 2003). De ce fait, les propriétés physicochimiques
importantes et le mélange en polyphénols contenus dans les pépins de raisin offrent des voies

de valorisation pour ces sous-produits (Baydar et al., 2007).




3. L’Huile des pépins de raisin:

L’huile des pépins de raisin (I"’HPR) est une forme de valorisation des pépins issus des
déchets vinicoles, c’est une huile stable et inodore. Son intérét en tant que produit alimentaire
fonctionnel a augmenté en raison des niveaux élevés de ses constituants hydrophiles tels que
les composés phénoliques, lipophiles comme la vitamine E, les acides gras insaturés et les
phytostérols (Karaman et al., 2015).

L HPR est extraite par différentes méthodes ayant une premiére étape commune qui est

le broyage des pépins jusqu’a I’obtention d’une poudre.

L’extraction de I’HPR peut s’appuyer sur des techniques mécaniques de pressage ou par
les solvants organiques (hexane) dans I’extracteur de Soxlhet. Cette dernicre est la méthode la
plus codteuse car elle nécessite une étape finale de purification en raison de la toxicité de
I’hexane et pour I’élimination des pigments et des cires, générant un produit sombre et

Visqueux.

Ces deux techniques permettent d’obtenir un rendement élevé en huile mais la
température de travail élevée limite la préservation de la qualité et la quantité des composés
obtenus (Dimic et al., 2020; Shinagawa et al., 2015; Sotiropoulou et al., 2015).

Cependant, I'extraction par pressage a froid est devenue une méthode alternative pour
obtenir une huile de qualité, en résolvant le probléeme de température, bien que le rendement
soit plus faible, sauf si le protocole comprend un prétraitement enzymatique qui modifie les
parois cellulaires et améliore I'extraction de I'huile, qui devient une source beaucoup plus sire
de composes phytochimiques bénéfiques pour la santé et peut méme entrainer des teneurs en
acides gras et en tocophérol plus élevées dans la composition de I'huile finale (Karaman et al.,
2015; Tobar et al., 2005).

Un autre solvant est utilisé dans I’extraction par essences (solvants organiques) qui est
1’éthanol, est ’HPR obtenue ne subit pas une purification (¢limination du solvant) en raison de

la faible toxicité de 1’éthanol pour les cellules (Singleton et Rossi, 1965).



Des techniques de pressage mecanique par expulseur ont également été testées pour
obtenir de ’HPR. Les conditions de fonctionnement de l'expulseur, telles que la température et
la vitesse, peuvent améliorer le temps et le rendement, alors que I'humidité de I'échantillon

réduit la production (Venkitasamy et al., 2014).

L'extraction par fluide supercritique (SC-COy); utilise des fluides et du Dioxyde de
carbone(CO2), a été postulé comme étant un protocole approprié pour la récupération des

antioxydants lipophiles a partir des déchets vinicoles (Dimic et al., 2020).

D'autres méthodes d'extraction d'huile qui sont aussi tres efficaces, comprennent
I'extraction liquide sous pression (ELP) (Ballesteros-Vivas et al., 2019; Villanueva-Bermejo
et al., 2019), extraction assistée par micro-ondes (EAM) et extraction assistée par ultrasons
(EAU) (Boger etal., 2018; Da Porto et al., 2013). L’EAM utilise les ondes électromagnétiques
non ionisantes qui sont transformées en énergie thermique, alors que les EAU prennent

avantage de la pression négative apres le traitement par ultrasons.

Les deux techniques recherchent des dommages dans la cellule murs pour faciliter
I'extraction (Dimic et al., 2020). Les rendements lipidiques de I’ELP, ’EAM et ’EAU, sont
similaires a ceux extraits a I'nexane (Castejon et al., 2018). Certains résultats ont démontrés
que le protocole EAM est convenant a I'extraction d'antioxydants phénoliques a partir de pépins

de raisin (Krishnaswamy et al., 2018).

Aussi, I’extrait aqueux de ’HPR (a ’eau chaude de 80°C a 90°C pendant 5h dans
I’appareil de Soxlhet) donne des rendements élevés d’huile de haute qualité en réduisant le

temps et les frais de la production (Jayawardena et Smith, 2010).

Le rendement en HPR dépend de la technique d'extraction, du type de solvant et des
conditions d'exploitation employées, de la variété des cultivars et des facteurs
environnementaux pendant l'année de récolte (Duba et Fiori, 2015). En revanche peu
d’informations ont été trouvées dans la littérature concernant les différences dans les
compositions de I’HPR en fonction des méthodes d'extractions, donc des recherches
supplémentaires sont nécessaires pour optimiser la production des composés bioactifs en

utilisant des protocoles respectueux de I'environnement (Shinagawa et al., 2015) et pour
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déterminer si la méthode d'extraction d'huile peut affecter ses composants antioxydants
(Shinagawa et al., 2015; Ma et Zhang., 2017 ).

La plupart des constituants de I’HPR sont des molécules lipophiles, qui comprennent

également plusieurs composés biologiques importants (figure 04).

Trois groupes de molécules inclus dans les constituants lipophiles totaux des pépins de
raisin qui sont: Les AG, les isomeres de la vitamine E et le phytosterol (ils sont cités par ordre

de concentration décroissante)

Les acides gras insaturés (AGI) représentent prés de 90% de la composition totale des
AG de I'HPR, dont 65 a 75% d’acide linoléique (C18: 2n-6) et 20-40% d'acide oléique (C18:
1n-9). En revanche, les acides gras saturés (AGS) sont présents dans des quantités d’environ

10% (Fernandes et al., 2013; Garavaglia et al., 2016; Lachman et al., 2015; Navas, 2009).

La composition lipidique de I'HPR affecte sa durée de conservation en raison de la
sensibilit¢ des AGI a I’oxydation (Kochhar et Henry, 2009). Alors que les composes
phénoliques existants dans cette huile sont bénéfiques pour sa conservation, en augmentant la
stabilité oxydative de I'huile (Siger et al., 2008).

La vitamine E est connue avec son activité antioxydante remarquable, ce qui le rend
bénéfique pour la santé humaine (Fernandes et al., 2013; Garavaglia et al., 2016; Shinagawa
et al., 2015 ). Jusqu’a 50 mg de vitamine E est présente pour 100 g d’HPR, mais ceci dépend

des conditions de culture et du type de raisin analysé.

En effet, ’HPR, comme les autres huiles végétales contient des isomeres de vitamine E
(des tocophérols et des tocotriénols) a différentes concentrations, comme le montre le tableau
1, ou en général la teneur en tocotriénols est plus élevée par rapport aux tocophérols. La
présence des deux isomeéres est également affectée par le degré de maturation des pépins de

raisin et des baies (Gorna’s et al., 2019).

Les phytostérols sont également des molécules lipophiles présentes dans I’HPR, a
environ 2-11 mg / g dhuile. Comme déja mentionné pour d'autres constituants ; la

concentration de stérols dans I'huile de graines est affectée par les conditions de récolte et la
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méthode d'extraction de I'huile. Le tableau 2 montre le contenu du phytostérols dans I'HPR. La
concentration la plus élevée trouvée était le B-sitostérol, jusqu'a 65%. L'importance biologique
du phytostérol est due a son activité antioxydante ainsi qu'a son réle dans le métabolisme du
cholestérol. En particulier, le B-sitostérol ainsi que des polyphénols de I'industrie vinicole ont
montré une activité cardioprotectrice in-vitro en empéchant la libération des molécules pro-
inflammatoires et pro-athérogénes (Shinagawa et al., 2015; Garavaglia et al., 2016; Gorna’s
et al., 2019).

Les constituants hydrophiles de I'HPR se sont les composés phénoliques, notamment
des flavonoides, des caroténoides, des acides phénoliques, des tanins et des stilbenes (Duba et
Fiori., 2015) elle contient également 59 a 360 mg/kg acide gallique sur le total des phénols, qui
est impliqués dans une large gamme d'activités biologiques, mais sont surtout connus pour leur

propriétés antioxydantes (Rombaut et al., 2015).

Les principaux polyphénols identifiés dans I'HPR sont les catéchines, les épicatéchines,
le trans-resveratrol, et procyanidine B1 (Rombaut et al., 2014; Maier et al., 2009). La quantité
totale de polyphénols, extrait de 'HPR par pressage a froid, est d’environ 2,9 mg / kg ; dont des
quantités mineures de catéchine et d'épicatéchine est de 1,3 mg / kg pour chacune et de trans-
resvératrol est de 0,3 mg / kg (Maier et al., 2009).
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Figure 04 : Structures chimiques des principaux composés de ’HPR
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Tableau 1 : Composition du tocophérol et du tocotriénol (mg / kg d*huile) dans les huiles

des Pépins de raisin trouvé dans la littérature

(Shinagawa et al., 2015 ; Fernandes et al., 2013 ; Crews et al., 2006 ; Navas., 2009).

Study 1 Study 2 Study 3
France Italy Spain
Tocopherols
a-T 47-56 86-244 18-229 14-160 tr-75
B-T 38-48 nd nd-109 nd-133 nd-127
v-T 17-29 3-28 nd-61 nd-119 nd-168
A-T nd-3 tr-1 nd-47 nd nd-69
Tocotrienols
a-T3 216-278 69-319 nd-163 nd-352 nd-60
B-T3 . 4-18 nd-67 nd-22 nd-125
y-T3 482-556 499-1575 nd-500 nd-785 nd-399
A-T3 13-17 6-18 nd nd nd-82

a-T: alpha-tocopherol; B-T: beta-tocopherol; y-T: gamma tocopherol; A-T: delta tocopherol; a-
T3: alpha-tocotrienol; B-T3: beta-tocotrienol; y-T3: gamma-tocotrienol; A-T3: delta-

tocotrienol; nd: not detected; tr: trace amount.
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Tableau 2 : la composition en phytostérols (mg / kg dhuile) dans I'HPR

(Garavaglia et al., 2016)

Phytosterols Content (mg/kg Oil)
Cholesterol nd-0.10
Cholestanol nd
Brassicasterol 0.6-0.9
2,4 methylenecholesterol nd-0.18
Campesterol 0.1-9.3
Campestenol -
Stigmasterol 10.2-10.8
a-7 campesterol 0.16-0.27
a-52,3 stigmastadienol - -
Clerosterol 0.90-0.94
B-sitosterol 66.6-67.4
Sitostanol 3.92-4.70
a-5 avenasterol 1.98-2.09
a-52,4 stigmastadienol 0.41-0.47
a-7 estigmastenol 1.99-2.30
a-7 avenasterol 0.98-1.10

Abbreviations: nd, not determined



Les radicaux libres principalement l'anion superoxyde (O2¢—), le radical hydroxyle
(HOe) et le peroxyde d'hydrogene (H20:), sont des especes réactives d'oxygéne (ERO). Ces
ERO sont produites physiologiquement pour agir comme des molécules de signalisation pour
le systeme immunitaire et la régulation de I'homéostasie. Ce mécanisme est contrdlé par des
enzymes antioxydants tel que la catalase, le glutathion peroxydase et le superoxyde dismutase.
Une production excessive de ERO entraine un déséquilibre entre les antioxydants et les ERO,
caractérisés par un stress oxydatif, qui est lié aux troubles et maladies chronique tel que les
cancers, le diabete de type 2 (DT2), les maladies pulmonaires, cardiovasculaires et
neurodégénératives (Alfadda et Sallam., 2012; Hernandez-Jimeénez et al., 2009; Raaz et al.,
2014).

Présents dans les fruits, les légumes, le thé, les herbes et les plantes a épices, les
antioxydants exogenes tels que les vitamines A, C, E, caroténoides et composés phénoliques
sont devenus une source efficace d’antioxydants naturels qui réduisent 1'oxydation des
molécules biologiques en jouant un rdle essentiel dans le maintien de la santé et dans la
préservation de la qualité des aliments et des produits cosmétiques (Bail et al., 2008; Puiggros
et al., 2005).

Les flavonoides peuvent inhiber les enzymes lipoxygénase et cyclo-oxygénase,
responsables du développement du rancissement oxydatif dans les aliments (Vinson et al.,
2002).

Par conséquent, comme déja mentionné, le raisin et ses sous-produits contiennent
différents composés phénoliques tels que le resvératrol, la quercétine, procyanidines et autres

molécules avec des capacités anti-inflammatoires et anti-oxydantes (Xia et al., 2010).

La capacité antioxydante de I'HPR est la propriété bioactive la plus notable des
composés phénoliques. Cette propriété a été largement étudiée dans les extraits de graines de
raisin dont les composés sont capables de piéger les ERO et d’inhiber 'oxydation des lipides

(Freedman et al., 2001).
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Cette capacité antioxydante élevée est liée a la teneur éleveée d'acide gallique, de
catéchine, d'épicatéchine, de procyanidines et de des proanthocyanidines dans I’HPR et peut
étre le résultat de la combinaison synergique de ces composés phénoliques (Hernandez-
Jimeénez et al., 2009; Khurana et al., 2013).

Le mécanisme biologique de la propriété antioxydante est associé a I'élimination des
ERO principalement le radical hydroxyle ainsi que la chélation des métaux, qui influencent les
signalisations cellulaires et le fonctionnement du systéme immunitaire (Soobrattee et al.,
2005).

Ce mécanisme est principalement lié a la capacité de I’HPR pour atténuer le stress
oxydatif et diminuer les niveaux de lipoprotéines de basse densité (LDL), et ainsi réduire le

processus inflammatoire lié a certaines maladies (Cetin et al., 2008; Sano et al., 2007).

De méme, des données récentes indiquent que I'acide linoléique est un agent naturel
anti-inflammatoire pour les cellules mammiféeres (Kolar et al., 2019). Ce dernier est I'acide
gras le plus abondant dans la composition de I'HPR. Ainsi que le tocotriénol (isomeére de la
vitamine E présent dans I’HPR), peut influencer 1'inflammation adipeuse liée a I'obésité par

évidence dans les lignées cellulaires (Zhao et al., 2015).

Les conditions d'inflammation affectent également la résistance a I'insuline et certaines
¢tudes ont démontré 1’influence de I’HPR chez les humains atteints d’insulinorésistance en
fonction de la présence des polyphénols et des tocotriénols (Irandoost et al., 2013; Lai et al.,
2014; Shinagawa et al., 2015 ).

Inclus dans les phytostérols, le B-sitostérol est également un facteur de prévention contre
la libération des modulateurs pro-inflammatoires par les lipoprotéines de basse densité oxydées
(LDL) qui stimulent les macrophages au stress oxydatif et a la synthese des éicosanoides
(Shinagawa et al., 2015a, 2015b; Vilahur et al., 2018).

Concernant I’activité antimicrobienne; nombreuses études ont démontré que ’HPR a
des activités antimicrobienne contre certains agents pathogenes, tels que Staphylococcus aureus
et Escherichia coli (Garavaglia et al., 2016; Rotava et al., 2009). En effet; le resvératrol, joue

un réle clé en causant des dommages oxydatifs aux membranes plasmiques des bactéries. Ce
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qui fait que I’HPR peut avoir un réle majeur dans la thérapie antimicrobienne et peut étre
utilisée comme conservateur naturel des aliments dans I’industrie alimentaire afin d’empécher

la prolifération bactérienne (Rhodes et al., 2006).

Aussi, un lien entre les polyphénols naturels des pépins de raisin et I’activité
anticancéreuse est établie. D'apreés les expériences menées a ce jour sur des cellules et sur des
modeles animaux, ces composés peuvent altérer I'expression des genes ou les voies de
signalisation intracellulaires dans les cellules affectées ou saines (Cheah et al., 2014; Li et al.,
2014). Certaines données indiquent également des effets antitumoraux des tocotriénols

provenant des pépins de raisin (Choi et al., 2009).

Plus récemment, une supplémentation en phytostérol végétal est envisagée dans des

expeériences anticancéreuses (Fakih et al., 2018 ; Hutchinson et al., 2019).

Concernant les applications cliniques, I'HPR a été utilisee comme base de
nanotransporteurs lipidiques pour optimiser I’efficacité thérapeutique des médicaments

antitumoraux et minimiser leur toxicité (Lacatusu et al., 2015).

De méme, il a été mis en évidence que l'acide linoléique abondant dans I’HPR, peut
favoriser la santé cardiovasculaire en abaissant 1’adhérence plaquettaire et le taux de cholestérol
(Asadi et al., 2010;Garavaglia et al., 2016 ; Kolar et al., 2019). Cette propriété offre a ’'HPR
un intérét de consommation en tant que supplément alimentaire chez les personnes souffrant

des maladies cardiovasculaires (Kolar et al., 2019).

De plus, des résultats prometteurs ont également été publiés concernant l'activité

neuroprotectrice potentielle de ’HPR sur les animaux atteints de la maladie d’Alzheimer

(Berahmand et al., 2020).

Finalement, les huiles végétales sont une alternative aux graisses animales en termes
d’entretien de la santé et prévention des maladies chroniques comme agent cardioprotecteur.
Les extraits de pépins de raisin ont déja été utilises en combinaison avec des suppléments d'huile
pour soulager I'hyperlipidémie postprandiale (Fernandez-lglesias et al., 2014). L'acide
linoléique (AL) contenu dans I’HPR est essentielle dans 1'alimentation humaine, car nous ne

pouvons pas la synthétiser, et c'est un précurseur d'autres acides gras, alors nous avons besoin
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d'un supplément a cet AGPI. L'apport alimentaire d'AL (n-6) doit tenir compte du rapport des
acides gras (AG) n-6 / n-3 (4-5/ 1 recommandé) pour maintenir I'équilibre des AG et éviter les
processus d'inflammation (Calder, 2011 ; Raphael et Sordillo, 2013). En revanche un exces
d'AL est lié a des maladies chroniques via le stress oxydatif en conséquence des dommages
intracellulaires causes par I'oxydation des chaines lipidiques (Matthaus et Virgin, 2008;
Shinagawa et al., 2015 ). En outre, il y a des preuves que les acides gras contenus dans I'HPR
peuvent étre des composes pro-oxydants (Hurtado de Catalfo et al., 2006; Hurtado de
Catalfo et al., 2009).
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Materiels et methodes



Ce travail a été préalablement réalis€ par 1’équipe de recherche du laboratoire

Physiologie cellulaire, Physiopathologie et Biochimie de la nutrition (Ppabionut).

Pour étudier les effets de I’HPR in vitro sur le statut oxydant/antioxydant, ce travail a
été réaliser sur des lymphocytes humaines sur lesquelles I’HPR a été additionner en trois
concentrations différentes dont C1, C2 et C3 qui correspond a 4 pg/ml, 8 pg/ml et 25 pg/ml

respectivement.

1. Extraction de matériel végétal (pépins de raisin)

Les pépins de raisin récupérés des déchets du processus de fabrication vinicole étaient
rincés et séchés a 1I’obscurité, apres ils ont été réduit en poudre a 1’aide d’un mortier et conservés

a I’abri de la lumicre pour des analyses ultérieures.

2. Epuisement des pépins de raisin avec I’éthanol:

L’opération consiste a épuiser le matériel végétal au contact d’un solvant. L’extrait de

pépins de raisins a analyser a été obtenu comme suit:

Dans un ballon a Soxhlet, 10g de matériel végétal sont ajoutés a 60 ml d’éthanol.
L’ensemble est porté pendant une heure. Le mélange est ensuite filtré et ’extrait éthanolique

est soumis aux tests.

Dans une fiole : 10g de matiere végétale sont ajoutés a 60 ml d’éthanol, la préparation

a été mise sur une plaque chauffante pendant 48h, apres filtration, le filtrat est récuperé.
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3. Isolement des lymphocytes humains:

L’isolement des lymphocytes se fait a partir d’un prélévement sanguin d’hommes
volontaires, par centrifugation dans un gradient d’Histopaque (Sigma). L’histopaque, dont la
densité est de 1,075, permet I’agrégation des hématies. La migration différentielle durant la
centrifugation résulte en la formation de différentes couches contenant les différents types de
cellules sanguines. Ainsi, les globules rouges et les granulocytes sédimentent complétement et
se retrouvent dans le culot. Les lymphocytes ayant une densité inférieure a celle d’histopaque
se trouvent a I’interface entre I’histopaque et le plasma apres centrifugation. Ils sont par contre
contaminés par d’autres cellules a sédimentation lente (Monocytes, plaquettes).Les
lymphocytes sont récupérés de I’interface puis sont lavés pour éliminer les contaminants

(Histopaque, plasma, plaquettes,...). Le lavage se fait avec une solution saline équilibreée.

Aprés mélange et centrifugation, le surnageant est éliminé. Le lavage est recommencé
deux fois, et les lymphocytes isolés sont préts a I’emploi. Les lymphocytes lavés sont par la

suite remis en suspension dans 400ul de milieu de culture RPMI 1640.

Afin de tester la viabilité des cellules isolées, 50ul de cette suspension cellulaire sont
prélevés dans un tube sec et sont mélangés a 50pl d’une solution de bleu de trypan 0,4 % et
50ul de milieu RPMI 1640. La numération cellulaire est effectuée sur une chambre quadrillée
«Cellule de Malassez ». Par la suite, la suspension cellulaire est ajustée a une concentration de
4.106 cellules/ml.

4. Détermination de la prolifération lymphocytaire par la méthode du MTT:

La méthode du MTT est une méthode colorimétrique basée sur la capacité des enzymes
mitochondriales (succinate déshydrogénase) dans les cellules vivantes de transformer les sels

de tétrazolium (couleur jaune) en produits insolubles de formazan (couleur bleue violacée).
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La concentration de Formazan obtenue est directement proportionnelle au nombre de
cellules présentes dans la suspension cellulaire. Cette technique permet de mesurer la viabilité
et la prolifération lymphocytaire, et les résultats sont paralleles a ceux obtenus par la méthode

de référence utilisant la thymidine radioactive incorporée dans I’ADN (Mosmann, 1983).

La solution de MTT [3-(4,5-Dimethyl thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tétrazoliumbromide]
(Sigma, USA) est préparée a une concentration de 5 mg/ml dans le tampon phosphate (PBS,

PH 7.5), filtrée puis conservée a 4° C a I’abri de la lumiére.

Apreés isolement des lymphocytes, une suspension cellulaire de 4x106 cellules/ml sert a

la préparation de la gamme étalon suite a différentes dilutions.

5. Détermination des marqueurs du stress oxydatif au niveau des lymphocytes:

5.1 Mesure de la Lactate déshydrogénase libérée dans les lymphocytes:

La mesure de I’activité de ’enzyme LDH (lactate déshydrogénase) dans le milieu de
culture apres les différentes incubations représente un marqueur de 1I’endommagement des
cellules. L'augmentation de l'activité de cette enzyme dans le surnageant des cultures des
cellules permet de détecter une altération de la perméabilité membranaire et par conséquent une
mesure de la cytotoxicité. La détection colorimétrique de la sécrétion de la LDH se fait par le
kit LDH (SIGMA-ALDRICH) dont le principe suit deux étapes. Dans une premiére étape, la
LDH catalyse la réduction du NAD+ en NADH et H+ par I’oxydation du lactate en pyruvate.

Dans une seconde étape de la réaction, la LDH utilise le NADH et H+ formés pour
catalyser la réduction du sel de tetrazolium en un précipité hautement coloré qui absorbe a 450
nm. La quantité de précipité «formazan» produite est proportionnelle a la quantité de LDH

libéré dans le milieu de culture.
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5.2 Détermination des taux en Glutathion réduit des lymphocytes:

Les taux en Glutathion réduit (GSH) sont mesurés par une méthode colorimétrique
suivant le protocole du Kit BIOXYTECH GSH-400 (OXIS International, Inc., Portland, OR,
USA). Les lymphocytes sont suspendus dans 1’acide métaphosphorique (5%, P/V). Aprés
centrifugation a 3000g pendant 10 min, le surnageant est mélangé au tampon phosphate de
potassium contenant 1’acide diecthylene triamine, Penta-acétique et le lubrol (PH 7,8). Le
chromogéne est par la suite ajouté dans le milieu réactionnel. Le mélange est incubé a 25°c
pendant 10min a I’abri de la lumiere. La lecture se fait a 400 nm. Les concentrations en GSH

sont obtenues grace a un courbe étalon préparé avec le GSH standard.

5.3 Détermination de I’activité de la Catalase des lymphocytes:

Cette activité enzymatique est mesurée dans le lysat lymphocytaire par analyse
spectrophotométrique du taux de la décomposition du peroxyde d’hydrogeéne (Aebi, 1974). En
présence de la Catalase (CAT), la décomposition du peroxyde d’hydrogéne conduit a une
diminution de 1’absorption de la solution de H20. en fonction du temps. Apres incubation, les
concentrations du H>O> restant sont déterminées a partir d’une gamme étalon de H>O». La
lecture se fait a 420 nm. L’activité de la catalase est exprimée en Unité/ ml ou en Unité/mg de

protéine.

5.4 Teneurs en Malondialdehyde des lymphocytes:

Le malondialdehyde (MDA) est dosé au niveau du lysat lymphocytaire en utilisant

I’acide thiobarbiturique selon la méthode de Draper et Hadley (1990).

5.5 Teneurs en Protéines Carbonylées des lymphocytes:

Les protéines carbonylées (PCAR) (marqueurs de I’oxydation protéique) sont mesurées

dans le lysat lymphocytaire par la réaction au 2,4- dinitrophénylhydrazine selon la méthode de
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Levine et al. (1990).La réaction aboutit a la formation de la dinitrophényl hydrazone colorée.

La concentration des groupements carbonylés est déterminée par lecture a des longueurs d’onde

de 350 et 375 nm.

6. Analyse statistique:

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne * erreur standard. L'analyse
statistique est effectuée en utilisant le logiciel STATISTICA (version 4.1, Statsoft, Paris,

France). Les multiples comparaisons sont réalisées par le test ANOVA.
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Reésultats et interpretations



1. Effet de ’HPR sur le nombre total des lymphocytes (NLT%) : (Figure 05)

Au début de I’expérience, la prolifération basale (Pb) des lymphocytes était a 100%

(conditions normaux).

Aprés 1’addition du Concavaline A (Con A) qui est un agent mitogéne spécifiques des

lymphocytes T, leur nombre a augmenté d’une maniére exponentielle jusqu’a 191,44%.

En présence de I’oxydant; dans notre cas H20. le NLT a diminué d’une manicre

hautement significative jusqu’a 66,84% comparé a la PB + Con A.

A T’ajout de ’HPR a une concentration C3 au milieu de culture contenant les
lymphocytes + Con A + H202, le NLT a augmenté d’une maniére hautement significative

comparé a la Pb + Con A + H20..
Cependant, la prolifération des lymphocytes est réduite d’une maniére hautement

significativement par cet extrait a une concentration C2. Mais cette réduction s’apparait non

significative a C1 par rapport a C3 et C2.

2. Effet de PHPR sur le taux de la LDH dans les lymphocytes : (Figure 06)

La teneur de LDH lymphocytaires diminue en présence de 1’agent mitogéne (Con A)
par rapport a la prolifération basale.

A T’ajout du H202 le taux de LDH lymphocytaire a augmenté d’une maniére

exponentielle comparé a la prolifération basale.
En ajoutant une concentration C3 d’HPR au milieu de culture contenant les
lymphocytes, le Con A et I’'H20, on a constaté une réduction significative du taux d’LDH

lymphocytaire.

La concentration C2 a marqué une augmentation significative du LDH, ainsi que C1

provoque une augmentation hautement significative du LDH.
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Figure 05 : Effet de ’HPR sur le nombre total des lymphocytes (NLT%)
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Figure 06 : Effet de P’HPR sur le taux de la LDH: Lactate déshydrogénase dans les

lymphocytes
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3. Effet de ’HPR sur le statut anti-oxydant des lymphocytes

3.1. Effet de ’HPR sur le taux du GSH lymphocytaire : (Figure 07)

Les teneurs lymphocytaires en GSH augmentent en présence de 1’agent mitogéne (Con

A) comparées a la prolifération basale.

En présence de I’agent oxydant H>O», I’activité enzymatique du GSH a diminuée d’une
maniere hautement significative, cette diminution est non significative a la concentration C3 et
significative a C2 d’HPR.

En revanche, une concentration C1 d’HPR montre une augmentation hautement

significative de I’activité du GSH.

3.2. Effet de P’HPR sur P’activité de la CAT dans les lymphocytes :
(Figure 08)

L’activité enzymatique de la CAT au niveau des lymphocytes augmente en présence
d’agent stimulant (Con A) comparée a la prolifération basale. Cependant, les résultats montrent
une diminution hautement significative de I’activité de la CAT en présence d’OX.

Ainsi, qu’aux une concentration C3 et C2 de I’HPR, la CAT a augmenté d’une maniére

hautement significative.

En revanche, I’activité de la CAT lymphocytaire a Cl a diminué d’une maniére

hautement significativement.

29



0,25

0,2

0,15

0,1

0,05

**k*k

H PB
H CONA
mOX
W OX+C3
B OX+C2
H OX+C1

P<0,05*
P<0,001***

Figure 07: Effet de ’HPR sur le taux du GSH: Glutathion réduit lymphocytaire
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Figure 08: Effet de ’HPR sur P’activité de la CAT: Catalase dans les lymphocytes




4. Effet de ’HPR sur le statut oxydant:

4.1 Effet de ’HPR sur les teneurs des lymphocytes en MDA: (Figure 09)

Les teneurs lymphocytaires en MDA soit a la prolifération basale ou aprés 1’ajout de

Con A, ne varient pas.

Cependant, la teneur en MDA est diminuée tres significativement a la concentration C3.

Par ailleurs, une augmentation hautement significative a été observee au niveau des

teneurs lymphocytaires en MDA en présence de ’'HPR a C2 eta C1.

4.2 Effet de P’HPR sur les teneurs lymphocytes en PCAR: (Figure 10)

Les résultats montrent que la teneur lymphocytaire en PCAR augmente en présence de

I’agent mitogéne comparé a la prolifération basale.

L’agent oxydant H.O2 a marqué une réduction hautement significative du PCAR

Cependant, a une concentration C3 la teneur en PCAR a diminuée significativement.

Par ailleurs, une augmentation hautement significative a été observée au niveau des

teneurs lymphocytaires en PCAR en présence de la concentration C1 de I’HPR.
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Discussion



Le stress oxydatif est lié a plusieurs maladies dégénératives telles que le cancer,
maladies cardiaques et autres maladies chroniques. Ceci s’explique par la capacité des ERO a

endommager les constituants cellulaires y compris les protéines, les lipides et ’ADN.

Cependant, pour lutter contre les dommages génerés par ces ERO, les humains ont
évolué avec des systémes de défense antioxydants, dont le systeme de défense comprennent
principalement des enzymes antioxydants telles que la glutathion peroxydase (GPx).la catalase
(CAT), qui métabolisent 1’anion superoxyde, le peroxyde d'hydrogéne et les peroxydes
lipidiques, empéchant ainsi la plus grande partie de la formation de substances toxiques HO- et

le superoxyde dismutase (Ishige et al., 2001; Ma et al., 2006).

Cependant, ce systeme de défense enzymatique ne couvre pas la capacité antioxydante
de I’organisme , et ’HPR est considérés comme un tres puissant antioxydant exogene en raison
de sa richesse en molécules bioactives qui ont un grand pouvoir de piégeage des ERO, notre
¢tude a pour but d’évaluer la capacité antioxydante de I’HPR a une certaine concentration sur
le statut oxydant des lymphocytes humaines en mesurant les taux du lactate déshydrogénase
(LDH) comme parametre d’agression cellulaire, du malonyldialdéhyde (MDA) comme indice
de la peroxydation lipidiques, et les protéines carbonylés (PC) comme paramétre de I’oxydation

des protéines. Aussi, le statut antioxydant a été évalué les taux du GSH et de la CAT.

La LDH est un marqueur de lésions des tissus. Cette enzyme est normalement contenue
dans la plupart des tissus de I'organisme, et seulement en faible quantité dans le sang. Lorsque
les tissus sont endommagés, les cellules libérent la LDH entrainant une augmentation de sa
concentration dans le sang. Nos résultats ont montrés une augmentation de la LDH aprés I’ajout

de I’oxydant (H203), puis une diminution apres I’addition de I’HPR a une concentration C3.

En 2008, Une etude effectuée par (Sehirli et al.,) a eté congue pour déterminer I'effet
protecteur possible de I'extrait de pépins de raisin (EPR), un complément alimentaire

antioxydant largement utilisé, sur les lIésions d'ischémie/reperfusion (I/R) hépatique.
L’I/R a provoqué une augmentation significative de 1’activit¢ LDH mais apres un

traitement a I’EPR cette augmentation a complétement inversée, ceci démontre que ’EPR a

réduit les lésions organiques induites par I'l/R grace a sa capacité a équilibrer le statut oxydant-
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antioxydant, a inhiber l'infiltration des neutrophiles et a réguler la libération de médiateurs

inflammatoires.

Une autre étude qui a pour but d'évaluer I'effet protecteur de I'EPR contre les Iésions
oxydatives du foie et la fibrose induite par I'obstruction biliaire chez le rat. Pour cela, le taux
sérique du LDH chez des rats ligaturés des voies biliaires et des rats traités a I’EPR a été
déterminé pour évaluer respectivement la fonction hépatique et les Iésions tissulaires, ils ont
observé que le LDH était elevée dans le groupe ligaturé et était significativement diminué avec

le traitement par EPR.

D’aprés ces résultats ils suggerent que ’EPR protége le foie des dommages oxydatifs
suite a la ligature des voies biliaires chez le rat. Cet effet implique éventuellement l'inhibition
de l'infiltration des neutrophiles. Ainsi, la restauration du statut oxydant et antioxydant dans les

tissues (Dulundu et al .,).

De plus, La fibrose pulmonaire est un effet secondaire courant de la bléomycine, un
agent chimiothérapeutique, et les preuves actuelles suggerent que les ERO jouent un réle clé
dans le développement des 1ésions pulmonaires. L’étude de référence a eux comme objectif
d’examiné si 'EPR, un mélange polyphénolique présentant des propriétés antioxydantes, est
capable de protéger les cellules contre le stress oxydatif et les lésions pulmonaires induits par
la bleomycine. Les résultats ont démontré une augmentation de la LDH aprés traitement par la
bléomycine. En revanche, 1’administration de I’EPR a efficacement contrecarré ce facteur

d’agression cellulaire et les changements biochimiques et morphologiques du tissu pulmonaire.

D’apres les résultats obtenues les auteurs suggerent que I’EPR exerce de puissantes
propriétés antioxydantes qui pourraient trouver une application potentielle dans la protection
contre la fibrose pulmonaire induite par la bléomycine (Khazri et al.,).

Les radicaux libres perturbent I'homéostasie cellulaire par peroxydation des lipides
membranaires, oxydation des protéines et formation d'adduits sur I'ADN, ce qui conduit
finalement a la mort cellulaire si les dommages dépassent la capacité de la défense oxydative
de la cellule. Ces résultats sont en accord avec ceux d'autres auteurs (Ohshima et al., 1998 ;

Sirinivasan et al., 2002).
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La membrane cellulaire est connue pour étre une cible pour les ERO principalement
I’anion superoxyde, le peroxyde d'hydrogéne et le radical hydroxyle. La dégradation
membranaire résulte essentiellement de l'attaque de ces ERO sur les résidus d'acides gras

polyinsaturés des phospholipides qui entrainent la formation de MDA (Tominaga et al., 2004)

Le MDA est un métabolite toxique et mutagéne produit par la peroxydation lipidique et
par la biosynthése des prostaglandines, sa mesure est largement utilisée comme indicateur de
la peroxydation lipidique (Prasad et al., 2006).Nos résultats ont démontrés une augmentation
du MDA apres I’ajout du H202 a milieu prolifératif suivie d’une diminution aprés 1’ajout de

concentration C3 de I’HPR .

Nos résultats sont en accord avec une étude de (Miroslava et al., 2008) sur les
lymphocytes humains qui a démontré qu’une concentration de (2,5 ng/mL) d’HPR exerce un
effet bénéfique sur les cultures des lymphocytes humains en réduisant la production de MDA,

ces résultats indique que I’HPR diminue la peroxydation lipidique des lymphocytes.

Dans la méme année, une autre étude (Enginar et al) est effectuée sur des rats exposés
aux rayons pour mettre en évidence 1’effet de 1’extrait de pépin de raisin sur la peroxydation
lipidique des lymphocytes du sang en comparant avec la vitamine E. Les résultats indiquent
que I’HPR a amélior¢ le statut antioxydant et a diminué l'incidence de la peroxydation lipidique

induite par les ERO dans des échantillons du sang de rats exposés aux rayons X.

Les résultats de cette étude ont suggérés que l'effet antioxydant de ’HPR administrée
aux animaux était plus efficace que la vitamine E administrée avant I'irradiation du corps entier
chez le rat. La concentration de MDA dans le groupe trait¢ par HPR s'est avérée
significativement plus faible que dans le groupe témoin. Lorsque la concentration de MDA du
groupe témoin a été comparée au groupe traité par la vitamine E elle était diminuée mais cette

diminution était plus petite que dans le groupe traité par I’HPR par rapport au groupe témoin.

De plus, le stress oxydatif résulte d'une production accrue d’ERO aprés l'intoxication au
tétrachlorure de carbone (CCls) qui peut jouer un réle important dans la dégenérescence des
tissus (Szymonik-Lesiuk et al., 2003). Le mécanisme moléculaire sous-jacent aux effets
toxiques du CCls implique la peroxydation lipidique provoquée par les ERO qui sont géenérés

pendant son métabolisme. Une peroxydation lipidique élevée peut entrainer un stress oxydatif
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lorsque les défenses antioxydantes sont dépassees. Ceci est particulierement important dans le
cerveau qui est un organe dont le fonctionnement repose principalement sur le métabolisme
aerobique, en conjonction avec sa teneur élevée en lipides insaturés et le manque de
régenération neuronale, qui le rend trés sensible aux dommages oxydatifs (Dani et al., 2008;
Halliwell, 2001; Halliwell, 2006; Lee et al., 2012; Yao et Keshavan, 2011).

La peroxydation des phospholipides membranaires finissent par entrainer une perte

d'intégrité membranaire et a la mort cellulaire.

Les données ont révélé que le prétraitement de I’HPR a montré une correction des effets
nocifs des irradiations et du CCls sur le statut antioxydant dans les tissus cérébraux. Le
prétraitement avec de I’HPR a des rats intoxiqués irradiés et a CCls démarré une diminution des
niveaux de peroxydation lipidique, ce qui met en évidence la propriété antioxydante de ’'HPR
(Feng et al., 2005).

L'effet protecteur de I’HPR contre 'oxydation induite par CCls et la production des
lipides peroxydés en corrélation avec l'activité de piégeage direct vers les radicaux peroxydes
a la fois dans la membrane et en phase aqueuse. L’HPR réduit l'incidence des lipides peroxydés
induites par les ERO dans le systéme nerveux central des rats agés et une réduction des lésions

cérébrales hypoxiques ischémiques chez les rats nouveau-nés (Feng et al., 2005).

Ainsi, cela pourrait réduire la production des ERO, ce qui peut étre lié a I'amélioration
du statut antioxydant dans le systéme nerveux central (Balu et al., 2006) L'activité antioxydante
de I’HPR vis-a-vis des radicaux hydroxyles est attribuée a ses quantités élevées d'acides gras
essentiels, qui sont nécessaires pour la production de prostaglandines et a sa teneur élevée en
polyphénols, acide gallique, catéchine, procyanidines et en vitamine (Busserolles et al., 2006;
Maier et al., 2009; Natella et al., 2002).

Par ailleurs, les procyanidines, la catéchine et I'acide gallique se sont révélés étre de
bons agents de prévention cellulaire contre les dommages oxydatifs de I'ADN et de I'apoptose
via l'induction d'enzymes antioxydants endogenes (Bagchi et al., 1998; Morin et al., 2008;
Recknagel et al., 1989 ).
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Nous avons évalué¢ la capacité de ’HPR dans la réduction du taux de protéine carbonylée
(PCAR) sur des lymphocytes traites par 1’H202, le PCAR est I'un des marqueurs les plus
couramment trouvés sur les dommages oxydatifs des protéines. 1l constitue un marqueur stable
extrémement fiable de l'oxydation des protéines. Ainsi, nos résultats montrent qu’une

concentration C3 reste la plus efficace sur I’oxydation des protéines dans les lymphocytes.

En 2012, une étude (Postescu et al.,) a montré que L'administration a long terme du
dérivé d'antracycline qui est la Doxorubicine (DOX), provoque une cardiotoxicité cumulative
dose-dépendante (Minotti et al.,2004;Signal et al.,2000;Vander Heide et al.,2009) .Le
mécanisme de cet effet secondaire dommageable induit par Dox est attribué a la génération de
ERO, conduisant a un stress oxydatif et a la stimulation subséquente de I'oxydation des lipides

et de I'oxydation des protéines (Granados-Principal et al., 2010; Zhou et al.,2001 ).

L'ajout d'extrait des pépins de raisin aux cellules normales a exercé un effet
cytoprotecteur suite au traitement oxydatif avec Dox. Le produit a nettement inhibé la formation
de PCAR, les deux produits étant des marqueurs appropriés pour le stress oxydatif. Le pouvoir
antioxydant de I'extrait était dose-dépendant car la survie cellulaire augmentait, tandis que les
niveaux des protéines carbonylées ont diminuées en augmentant la teneur en polyphénols de
I'extrait. En revanche, dans les cellules tumorales, un tel traitement a entrainé I’effet inverse, la
mort cellulaire, la teneur en protéine carbonylée a augmentée avec I'amélioration de la dose
d'extrait de raisin. Par conséquent, 1'activité antioxydante de I’EPR a été affirmée par sa capacité
différentielle a prévenir la toxicité Dox, les dommages oxydatifs des protéines dans les cellules

normales mais pas dans les systemes tumoraux.

Aussi, une importante diminution de la densité de charge de surface membranaire dans
les érythrocytes chez les rats agés par rapport aux érythrocytes de jeunes rats a été notée dans
une étude de (Sangeetha et al.,) . Cette diminution pourrait étre due a l'augmentation
d’oxydation des protéines conduisant & des formations de produits carbonylés au niveau des
érythrocytes des rats agés. Cependant, une supplémentation en EPR présente une diminution
du niveau des protéines carbonylées ainsi qu’une augmentation du statut antioxydant chez les
rats ages sous traitement. Donc I’EPR est considérée comme un supplément anti-age efficace
pour prévenir la perte de charge de surface membranaire associée au stress oxydatif et au
vieillissement, ce qui pourrait maintenir lI'intégrité de fonctions des membranes érythrocytaires

chez les personnes agées.
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La peroxydation des phospholipides membranaires finit par entrainer une perte
d'intégrité membranaire et a la mort cellulaire, ces changements entrainent une modulation des

défenses enzymatiques antioxydants des tissus (Lavrentiadou et al., 2013; Maier et al., 2009).

Comme nos résultats montrent, une concentration C1 de ’HPR ajoutée aux lymphocytes
endommages par H.O> a favorisé un taux elevé de GSH, le principal antioxydant non-
enzymatique pour décomposer H202, ou un peroxyde organique (ROOH) en eau/ou alcool. La
résistance de nombreuses cellules contre le stress oxydatif est associée a un taux intracellulaire
élevé de GSH (Navarro et al., 1999). Ce dernier agit directement comme un capteur des ERO
en neutralisant le radical hydroxyle (HO¢), restaurant les molécules endommagées par le don
d'hydrogene, réduisant les peroxydes et en maintenant les thiols des protéines dans le état réduit
(Halliwell, 2001 ; Sies, 1986).

Une étude publié en 2007 (Enginar et al) a démontré que l'irradiation du corps entier
chez les rats a causé des dommages dans les lymphocytes sanguines, tel qu'évalué par une
augmentation de la peroxydation lipidique et une diminution des niveaux de GSH. Les
concentrations de GSH ont augmenté dans les groupes traités par I’HPR et les groupes traité
par la vitamine E mais les augmentations dans ces groupes n'étaient pas identiques. Le niveau
de GSH dans le groupe HPR s'est avéreé significativement plus élevé dans le groupe vitamine E
et ttmoin respectivement, et il y avait une différence significative entre eux, alors I’HPR s’est

avéree plus efficace que la vitamine E.

Le systéme de defense antioxydant inhérent a la cellule, y compris la GSH et la CAT,
contrecarrent de maniére compétitive le stress oxydatif. Il a ét¢ montré que I’HPR (a une
concentration de 2,5 pg/mL) piege les radicaux de 1’anion superoxyde et inhibe la peroxydation

lipidique dans les lymphocytes humains (Miroslava et al., 2008).

La CAT est I'une des enzymes antioxydants endogenes les plus efficaces, elle protege
les cellules contre le peroxyde d'hydrogene. Méme bien qu’elle ne soit pas essentiel pour
certains types de cellules dans des conditions normales, elle joue un réle important dans
I'acquisition de la tolérance au stress oxydatif et dans la réponse adaptative des cellules (Hunt
et al., 1998).
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Notre ¢étude a marqué qu’une concentration C2 d’HPR favorise une augmentation
significative du taux de la CAT dans les lymphocytes oxydés par ’'H205.

Diverses études d'intoxication au CCls avaient démontré que ce dernier provoque la
géneration des ERO dans de nombreux tissus y compris le cerveau (Ismail et al., 2014;
Szymonik et al., 2003). Des etudes antérieures ont confirmé que les activités du GSH et la CAT
ont étés diminués, accompagneée d’une élévation du taux des MDA en raison de la toxicité du
CCLs,

La baisse observée des activités de la catalase et de la GPx (enzyme qui agit en
conjonction avec le GSH) dans le cerveau des rats irradiés et intoxiqués au CCls ainsi dans notre
étude est liée par la perte de leur capacité a détoxifier I’'H20, cependant I'accumulation de
H20>, inhibe leurs activités. De plus, la diminution des activités du CAT enregistrée dans la
présente étude serait due a la fuite de I'enzyme des cellules blessées qui ont été exposées au
stress oxydatif dans le sang (Usoh et al., 2005). La diminution significative de I'activité GPx
cérébrale des rats irradiés et intoxiqués au CCls pourrait étre attribuée a son inactivation par les
sous-produits de la peroxydation lipidique (Sies et al., 1991) ou a la diminution de la
concentration du GSH, telle qu'observée dans les études précédentes in vitro et in vivo
(Halliwell., 2001; Reiter et Wendel 1982).

Une expérience est effectuée par (Ismail et al., 2016) pour examiner l'effet de I'HPR
sur les lésions hépatiques aigués induites par le CCls chez des rats irradiés provoquant une
atténuation des enzymes antioxydants endogenes, induction de réponses inflammatoires, déclin
de la fonction hépatique, et donc évoqué I'apoptose et la mort cellulaire (Basu, 2003;
Karbownik et Reiter, 2000).

De plus, les résultats de la présente étude ont révélé que le stress oxydatif induit par
I'irradiation et le CCls a déclenche I'épuisement du statut antioxydant dans les cellules
hépatiques et inhibition des enzymes antioxydants; les activités de la CAT, GSH-Px, GST
(Glutathion-S-transférase) et épuisement du niveau de GSH en paralléle avec une augmentation

marquée des niveaux de MDA.

En revanche, le traitement par ’HPR a favorisé des améliorations significatives dans les
niveaux de MDA, les activités des enzymes antioxydants et la teneur en GSH, par rapport aux

groupes intoxiqueés.
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Conclusion



Le raisin est parmi les cultures fruitieres les plus répandus dans le monde avec une
production annuelle approximative de 58 millions de tonnes métriques, la grande partie de cette
production subit des processus de vinification, le marc se forme la ou les graines représentent

une partie des résidus solides.

Dans le passé, le marc de raisin était généralement jeté et a provoqué des problemes
environnementaux, alors que de nos jours, grace a nombreuses études qui ont mis en évidence
la valorisation de ce marc en raison de sa richesse en composés biologiquement actifs, il a été

de plus en plus utilise.

Les pépins de raisin représentent la portion majeurs du marc, leur teneur en huile est

élevée ce qui offre une voie de valorisation alternative pour ce sous-produit.

En plus de ses caracteres organoleptiques idéals, les études in vitro ont confirmés que
I’huile des pépins de raisin représente divers activités biologiques ; antioxydante,
antimicrobienne, anti-inflammatoire.. ., ces activités sont principalement liées a sa composition
en acides gras mono et polyinsaturés, les polyphénols et les vitamines liposolubles

principalement la vitamine E.

Parmi les propriétés les plus connues de I'huile des pépins de raisin ; la propriété

antioxydante a laquelle nous nous sommes intéressés dans notre étude.

En effet notre étude était effectuée in vitro sur les lymphocytes humains dans le but

d’évaluer I’activité antioxydante de ’HPR.

Le but de notre travail était de modéliser une concentration de 1’huile des pépins de

raisin pour un pouvoir antioxydant considérable.

Pour cela, nous avons mesuré le taux du lactate déshydrogénase dans les lymphocytes
entant qu’un marqueur d’agression cellulaire avant et aprés I’ajout des trois concentrations
respectivement et on a constaté que la concentration C3 marque une diminution significative

du lactate déshydrogenase.
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Ensuite, on a apprécié la capacité de défense antioxydante endogene des lymphocytes
en mesurant le taux du GSH et de la catalase et on a constaté que la concentration C1 et C2
augmentent le taux du GSH et de la catalase respectivement.

De plus on a analysé les dommages cellulaires induite par I’oxydation en mesurant le
taux du malondialdéhyde comme marqueur de la peroxydation des lipides et le taux des
protéines carbonylés comme marqueur d’oxydation protéique, et on a constaté que la

concentration C3 permet une réduction considérable de ces marqueurs.

Et pour conclure nos résultats étaient remarquables sur le pouvoir antioxydant de I’HPR

mais ce pouvoir est toujours dépendant de la concentration (dose-dépendant)

La majorité des études ainsi que notre étude sur 1’évaluation de la capacité antioxydante

de I’huile des pépins de raisin sont exécutés in vitro.

Il parait intéressant d’effectuer des études in vivo sur les rats par exemple, puisque le
stress oxydatif est la principale cause des maladies chroniques comme le diabéte, les maladies
cardiovasculaires ou les maladies neurodégénératives.... On peut facilement provoquer les

différentes pathologies aux rats et évaluer 1’activité de ’'HPR administrée a différentes doses.
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Résumé

Les différentes formes de consommation du raisin dont la vinification engendrent des déchets vinicoles ; le marc
de raisin qui est rejeté dans I’environnement et provoque plusieurs problémes écologiques les pépins de raisin
représentent une portion importante du marc qui sont une excellente source de composés polyphénoliques, la
valorisation de ces sous-produits conduit a I'obtention de I’huile des pépins de raisin (HPR) qui est riche en acides
gras, composés phénoliques et en vitamines et présente plusieurs activités biologiques. Notre étude a pour but
d’évaluer la capacité antioxydante in vitro de I"HPR testé sur les lymphocytes humains préalablement oxydés par
le H20; en mesurant le taux des marqueurs d’agression cellulaires (LDH), les marqueurs de I’oxydation (MDA,
PCAR) ainsi que les marqueurs antioxydants et le taux des enzymes antioxydants endogénes (GSH, CAT). Nos
résultats montrent que I’HPR augmente le taux du GSH et CAT et diminue le taux du LDH, MDA et PCAR a des
concentrations bien déterminées.

Mots clés: Déchets vinicoles, HPR, activité antioxydante, lymphocytes.

Abstract

The different forms of grape consumption, the vinification of which generates wine waste; the grape marc which
is released into the environment and causes several ecological problems the grape seeds represent a significant
portion of the marc which are an excellent source of polyphenolic compounds, the valorization of these by-products
leads to obtaining the Grapeseed Qil (HPR) which is rich in fatty acids, phenolic compounds and vitamins and
exhibits several biological activities. Our study aims to evaluate the antioxidant capacity in vitro of the HPR tested
on human lymphocytes previously oxidized by H202 by measuring the level of cellular aggression markers
(LDH), oxidation markers (MDA, PCAR) as well as antioxidant markers and the level of endogenous antioxidant
enzymes (GSH, CAT). Our results show that HPR increases the level of GSH and CAT and decreases the level of
LDH, MDA and PCAR at well-defined concentrations.

Keywords: Wine waste, HPR, antioxidant activity, lymphocyte



