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Résumé

La colite ulcéreuse (CU) est une affection inflammatoire chronique qui fait partie des
maladie inflammatoires de l'intestin (MII), tout comme la maladie de Crohn. Elle se
caractérise par une inflammation pouvant entrainer de graves ulcérations et affecter d'autres
organes du corps. C'est cette problématigque qui nous a incités a entreprendre ce travail, dans
le but d'explorer I'utilisation de la phytothérapie pour le traitement de cette maladie.

Le genre Thapsia garganica est une plante médicinale appartenant a la famille des
Apiacées, tandis que le pin d'Alep appartient au genre Pinus et a la famille des Pinacées.
Ces plantes sont connues pour leurs propriétés médicinales. Dans notre étude, nous avons

choisi d'utiliser la racine de Thapsia garganica et la résine de pin d'Alep.

Pour cela, nous avons preparé un extrait méthanolique en utilisant la méthode de
macération dans le méthanol, et le rendement obtenu a été de 42,23%. Nous avons détecté
la présence de métabolites secondaires dans cet extrait méthanoique gréce a un screening

phytochimique, qui a révélé la présence de composés tels que les polyphénols, les



flavonoides, les tanins, les terpenoides et les proteines.

L'activité antioxydante de l'extrait a été testée en utilisant la méthode de piégeage desradicaux
libres DPPH, et les résultats ont montré un effet bénéfique de I'extrait étudie de la poudre

végétale.

L'étude in vivo a été réalisée sur quatre groupes de souris Balb/c. Deux de ces groupes
ont été testés avec le macérat seul afin de déterminer son effet, tandis que I'autre groupe a recu

a la fois le carraghénane comme inducteur d'inflammation et lemacérat.

Mots clés : colite ulcéreuse, phytothérapie, Thapsia garganica, résine de pin d'Alep,extrait

méthanolique, screening phytochimique, activité antioxydante, étude in vivo.



Abstract

Ulcérative colitis (UC) is a chronic inflammatory condition that, like Crohn's disease, it is
classified as an inflammatory bowel disease (IBD). It is characterized by inflammation that
canlead to severe ulceration and affect other organs in the body. It was this problem that
promptedus to undertake this work, with the aim of exploring the use of phytotherapy in the
treatment ofthis disease. The Thapsia garganica genus is a medicinal plant belonging to the
Apiaceae family, while theAleppo pine belongs to the Pinus genus and the Pinaceae family.
These plants are known fortheir medicinal properties. In our study, we chose to use Thapsia
garganica root and Aleppo pine resin. For this purpose, we prepared a methanolic extract using
the methanol maceration method, and the yield obtained was 42.23%. We detected the presence
of secondary metabolites in this methanolic extract through phytochemical screening, which
revealed the presence of compounds such as polyphenols, flavonoids, tannins, terpenoids and
proteins. The antioxidant activity of the extract was tested using the DPPH free radical
scavenging method, and the results showed a beneficial effect of the extract studied from the
plant powder The in vivo study was carried out on four groups of Balb/c mice. Two of these
groups were tested with the macerate alone to determine its effect, while the other group
received both theinflammation-inducing carrageenan and the macerate. Key words: ulcerative
colitis, phytotherapy, Thapsia garganica, Aleppo pine resin, methanolicextract, phytochemical

screening, antioxidant activity,
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Introduction general

Introduction ;

Les maladies inflammatoires, y compris les différents types de maladies intestinales
constituent un probleme de santé majeur dans le monde entier. La majorité de la population
humaine est affectée par des troubles liés a I'inflammation. Bien que plusieurs agents soient
disponibles pour traiter de multiples maladies inflammatoires, leur utilisation prolongée entraine
des effets indésirables graves (Patil et al., 2019). Le traitement de ces maladies avec des
médicaments stéroidiens ou non stéroidiens est une pratique clinique traditionnelle. Les anti-
inflammatoires non stéroidiens (AINS) inhibent les premiers stades de la biosynthese des
prostaglandines en inhibant la cyclooxygénase (COX). Les AINS sont des médicaments
importants utilisés pour réduire les conséquences néfastes de 1’inflammation (Jo et al., 2010)
mais une toxicité cardiovasculaire, gastro-intestinale et rénale peut se provoquer a cause de
I’utilisation a long terme des AINS (De Oliveira et al., 2014). De méme, ['utilisation de
corticostéroides a été associée a I'hypertension, a I'hyperglycémie, a I'ostéoporose et au retard
de développement (Gautam and Jachak, 2009). La toxicité et la récurrence des symptémes apres
I'arrét du traitement sont des problémes majeurs avec les médicaments de synthese actuellement
disponibles (Jo et al., 2010)donc Le développement de médicaments anti-inflammatoires plus
sOrs reste un sujet de grand intérét (Gorzalczany et al., 2011). Il existe un besoin clinique
d'identifier de nouveaux composés surs pour la prévention et le traitement des maladies
inflammatoires. Les plantes médicinales constituent une alternative viable pour la découverte
de nouveaux composés bioactifs plus sirs. Par conséquent, de nombreux modéles animaux ont
été développés pour évaluer des médicaments aux propriétés anti-inflammatoires. Ces derniéres
années, les molécules dérivées des plantes, appelées composés phytochimiques, composants
botaniques ou produits naturels, sont devenues une source majeure de médicaments. En fait, il
est prouvé que les médicaments dérivés de produits naturels modulent divers médiateurs
inflammatoires., y compris leurs effets sur I'expression des effets sur I'expression de molécules
pro-inflammatoires qui sont la clé de l'inflammation, telles que l'oxyde nitrique synthase
inductible (iNOS),la cyclooxygénase (COX-2), les cytokines IL-1B, TNF-a et IL-10(De
Oliveira et al., 2014).



Introduction general

Dans notre cas, notre choix s'est porté sur le Thapsia Garganica connu en Algérie sous le
nom de w<b et le résine de pin d’Alep xsia) <, 1Is sont largement utilisés dans le bassin méditerranéen
pour leurs nombreux bienfaits thérapeutiques et sont largement utilisés dans La médecine
traditionnelle algérienne.

L’objectif de notre travail vise a faire une macération de ces deux plantes et appliquer in vivo
sur des souris de souches Balb/c pour évaluer I’effetantiinflammatoire de ce mélange en
utilisant le K carraghénane pour induire une inflammation intestinale.

L’étude de notre travail a été divisée en trois partie :

Une premiere partie, consacrée a une revue bibliographique sur I’inflammation et coliteulcéreuse,
le stress oxydatif, le carraghénane et des généralités sur les composés polys phénoliquesen tant que
classe de composés secondaires des plantes et la description botanique du deux
plantes.

La deuxiéme partie décrit les matériels et les méthodes de la physico-chimie et de labiologie
utilisée dans cette étude.

La troisieme partie, contient les principaux résultats et leur discussion.

Une conclusion générale, avec les références bibliographiques.
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1.1 inflammation
1. Définition

L'inflammation est une réponse biologique du systéme immunitaire qui peut étre
déclenchée par divers facteurs, notamment des agents pathogénes, des cellules
endommagées et des composés toxiques. Ces facteurs peuvent induire des réponses
inflammatoires aigués et/ou chroniques dans les organes suivants : cceur, pancréas, foie,
reins, poumons, cerveau, intestin et systeme reproducteur, entrainant potentiellement
des lésions tissulaires ou des maladies (Chen et al., 2018). Les événements
microcirculatoires importants qui se produisent pendant I'inflammation comprennent les
modifications de la perméabilité vasculaire, le recrutement et l'accumulation de

leucocytes et la libération de médiateurs inflammatoires. (Chen et al., 2018).

Tableau 01 : Réactions biologiques liées aux signaux inflammatoires (Lordan et al., 2019)

Réponse Résultat
Vasodilatation, augmentation de la Augmentation du flux de neutrophiles, de
perméabilité des capillaires, monocytes et de protéines plasmatiques ;
et augmentation de l'infiltration cellulaire activation des macrophages et des cellules

dendritiques ; activation des neutrophiles et des
monocytes en circulation et des monocytes ;
activation des cellules endothéliales.
Activation des plaquettes Amélioration de la coagulation ; attraction des
fibroblastes ;

production de médiateurs inflammatoires et de
molécules adhésives

Libération de facteurs de croissance augmentation de la biosynthése des
composants cellulaires et I'augmentation de la
division cellulaire.

Initiation de la réponse immunitaire Changements dans les profils biosynthétiques
et cataboliques de nombreux organes.
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2. Inflammation aigue

L'inflammation aigué est la réponse immédiate de I'organisme aux agents
pathogenes (Wang et al., 2016) et se caractérise par une rougeur, un gonflement, une
chaleur, une douleur et une perte de fonction tissulaire, qui resulte de réponses
immunitaires, vasculaires et inflammatoires locales a une infection ou a une blessure
(Chen et al., 2018).
3.Inflammation chronique.

La production de chimiokines et cytokines va favoriser la survie et le maintien
des cellules sur le €inflammatoire. Les mécanismes et médiateurs impliqués dans
I’inflammation chronique sont similaires dans différentes maladies inflammatoires
chroniques telles que le psoriasis ou encore les maladies inflammatoires chroniques de
I’intestin (MICI) comme la maladie de Crohn (MC). Parmi ces agents communs, les
cytokines représentent des facteurs primordiaux pour 1’environnement cellulaire, que

ce soit local mais également systémique (Noack and Kolopp-Sarda, 2018).
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FigureOl : schéma montre la différence entre I’inflammation aigue et chronique A.
Lors de la phase initiale de I’inflammation, les PN neutrophiles (1) sont les premiéres
cellules recrutées Lalibération de cytokines et chimiokines va alors agir sur les cellules
endothéliales et permettre le recrutement dans un second temps des monocytes et
cellules dendritiques (2) puis des lymphocytes (3) B. Une fois I’agression maitrisée, la
phase de résolution se déclenche : libérationde cytokines anti-inflammatoires, migration
hors du site inflammatoire et mort cellulaire. Lors de I’inflammation chronique, cette
phase de résolution est absente. L’infiltrat immunitaire persiste, ce qui contribue a

I’hyperplasie et a la destruction du tissu (Noack and Kolopp-Sarda, 2018).
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4. Maladie inflammatoire de I'intestin
4.1 Définition

Les MICI se caractérisent par une inflammation chronique du tractus gastro-intestinal et
comprennent deux troubles gastro-intestinaux idiopathiques appelés colite ulcéreuse (CU) et
maladie de Crohn (MC). Malgré d'importants efforts de recherche, I'étiologie de la maladie n'est
pas entierement comprise. Cependant, des facteurs génétiques et environnementaux semblent étre
impliqués dans I'étiologie des MICI, affectant l'interaction entre les bactéries muqueuses et
liminales intestinales, brisant les contraintes qui régulent les réponses immunitaires muqueuses
aux bactéries intestinales. En d'autres termes, la réponse immunitaire (inflammatoire) est trop
facilement déclenchée et/ou inutilement prolongée. La CU et la MC sont a la fois des maladies
chroniques récurrentes et récidivantes. Tout comme les causes initiales des MICI sont inconnues,

les causes des rémissions et des rechutes le sont aussi (Tavakoli et al., 2021).

4.2 Histoire de MICI

L’histoire originale de maladie inflammatoire intestinale est I'histoire de la CU. Mais cela
ne signifie pas que la CU est apparue avant la maladie de Crohn (MC) - les deux conditions
peuventavoir affecté les patients bien avant que la médecine moderne ne soit capable de les
distinguer(Mulder et al., 2014).

Les premiéres descriptions de la colite ulcéreuse étaient controversées. Les médecins ont
signalédes diarrhées chroniques dés la Grece antique. Méme Hippocrate (460-370 av. J.-C.) a
mentionné cecnombreuses causes possibles de diarrhée. Au début du 19e siecle, plusieurs facultés
de médecine ont souligné l'importance de l'inflammation intestinale. Francois-Joseph- Victor
Broussais (1772-1838 aprés JC) et John Brown (1810-1882) ont tous deux émis I’hypothése que

toutes les maladies résultaient d'une inflammation du tractus gastro-intestinal.

Cette théorie est née de I'étude accrue de I'anatomie et de l'utilisation des microscopes cette
fois-ci (Mulder et al, 2014).

De plus, des vagues de choléra ont balayé le globe au XIXe siecle, attirant I'attention sur
les causes infectieuses de la diarrhée. Sir Samuel Wilks (1824-1911), écrivant un rapport de cas
en 1859, fut le premier médecin a utiliser le terme "colite ulcéreuse"” pour décrire une condition
similaire a ce que I'on entend aujourd’hui par UC. Des rapports de cas similaires de maladies
diarrhéiques persistantes sévéres qui ne semblaient pas infectieuses se sont accumulés dans la

seconde moitié du 19e siecle. En 1888, peu de temps apreés I'émergence de la théorie des germes,
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Sir William Hale White (1857-1949) de Londres a publié un article détaillant ses observations de
cas de "colite ulcéreuse” dans lesquels aucune autre cause connue. Les exemples incluent la
"croissance”, la dysenterie, la tuberculose, la typhoide, etc. " C'est a partir de ce rapport que le
terme "colite ulcéreuse" est entré dans le lexique médical général (Mulder et al., 2014).

4. 3 Causes et facteurs de risque

L'hypothese de I'hygiene est un théme central de l'incidence croissante des MII, mais il
reste difficile d'identifier les facteurs spécifiques qui causent les MII. L'augmentation rapide de
I'incidence des MII au cours du siecle dernier, tant dans les pays en développement que dans les
pays developpés, peut étre liée a I'amélioration des pratiques d’hygiéne, telles que lI'accés a de
I'eau potable, & des aliments non contamines et a la réduction de la taille de la famille. Bien que
la cause exacte des MICI reste insaisissable et inconnue, de nombreuses études indiquent 10
facteurs causaux différents, les trois principaux étant la génétique, l'environnement et

I'alimentation (qui affecte le microbiote intestinal de I'hdte) (Yeshi et al., 2020).

Figure 02 : Interaction des facteurs a l'origine des maladies inflammatoires de I'intestin (MI1)
(Yeshi et al.,2020).
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4.4 Colite ulcéreuse
4.4.1 Définition

La distribution unique de lI'inflammation intestinale observée dans la CU est généralement
maximale dans le rectum et s'étend de maniére continue dans le clon proximal (Teigen et al.,
2019).cette maladie intestinale inflammatoire chronique non spécifique caractérisée par des
troubles gastro-intestinaux tels que des douleurs abdominales, une diarrhée avec du mucus et/ou du
sang, des nausées et des vomissements ; cependant, des symptdémes généraux tels que fievre, perte
de poids et anémie peuvent eégalement étre observes dans les symptdémes parentéraux - arthrite
périphérique, cholangite. , pyoderma gangrenosum, érythéme noueux et arthropathie. L’étiologie
et la pathogenése de la CU ne sont toujours pas claires et les études actuelles suggeérent qu'elle
est principalement causée par l'interaction de la susceptibilité génétique, du défaut de la barriére
épithéliale, du dysfonctionnement du systeme immunitaire et des facteurs environnementaux.
Parmi tous ces facteurs, 1’altération de la réponse immunitaire qui joue un réle important dans le
développement et la progression de la CU (Chen et al., 2023).1a colite est le plus souvent
diagnostiquée entre 20 et 40 ans, mais elle peut survenir a tout age (Katuznaet al., 2022) ; les
hommes et les femmes sont touchés de la méme maniere (Kayal and Shah, 2019).elle se
caractérise par une alternance d'épisodes cliniques et de rémissions (Katuzna et al.,2022)

Cette maladie inflammatoire provoque une morbidité importante dans le monde, avec une
incidence et une prévalence croissantes au fil du temps (Zhang et al., 2017), sa prévalence
mondiale devrait atteindre 30 millions d'ici 2025 (Porter et al., 2020a) .

\ - Y
f \ \‘:\ lesions \l“\ \ \
ssure — - ;“ ‘/'\( \\v\\ \\ ‘\\
\ \ \ A\ \\
\ \ linear || \ \
narrawndJ,‘ %3 % owrations || \.“x \
lumen \I\‘\ {\ \ \\ 1\
\ ‘1“ abscess ‘\ “ | ', ll |
| | crypt |
thekened || é ‘Pj-,— N || datorion T N wal
vl ~—f— /0N ‘ ‘ - depletion
| & ) | |
; ;[ INT ; w ‘
‘cobblestone | = ‘ | |
appearance I // I Il I -#- pseudopolyp
{ // 4 Il l f
' Il y /]
U \ U
Crohn's disease Normal colon Ulcerative colitis

Figure 03 : Les caractéristiques fondamentales des MICI sont présentes dans le c6lon des patients

atteints d'une maladie active (Wagnerova and Gardlik, 2013).
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4.4.2 Facteur environnemental

L'augmentation rapide de l'incidence de la CU dans les pays nouvellement industrialisés
suggeéreque les facteurs environnementaux sont importants, en particulier, la CU est d'abord
apparue dansles zones urbaines, et I'incidence a augmente rapidement puis a ralenti ; par la suite,
I'incidence de la MC a augmenté et s'est finalement approchée de I'occidentalisation. Le mode de
vie urbain,l'exposition & la pollution, les changements dans les habitudes alimentaires, I'acces aux
antibiotiques, une meilleure hygiene et moins d'infections sont tous considérés comme des
facteurs généraux contribuant a la maladie (Porter et al., 2020a).

4.4, 3 Génétique :

Environ 8 a 14 % des patients atteints de CU ont des antécédents familiaux de MICI, plus
souventde CU (Gajendran et al., 2019).

Des études sur les jumeaux ont montré que le taux de concordance pour les jumeaux
monozygotes est estimé a 16 % pour les jumeaux monozygotes et a 4 % pour les faux jumeaux.
Plusieurs études ont tenté d'identifier des prédicteurs génétiques d'évolution clinique sévére RHC
(Gajendran et al., 2019).

De nombreux facteurs de risque génétiques sont associés au développement de la CU, mais
la génétique n'explique que 7,5 % de la variation de la maladie .parmi les plus de 200 loci de
risque associés aux M|, les variants HLA-DQAL présentaient la plusforte association avec la CU:
Plusieurs voies génétiques augmentent le risque de RCH, y compriscelles impliquées dans la
fonction de barriére épithéliale (par exemple, CHD1 et LAMBL1), cellescodant pour des cytokines
(par exemple, IL1R2, IL8RaIRB et IL7R) et celles codant pour des marqueurs inflammatoires
(par exemple, TNFRSF15, TNFRSF9) (Feuerstein et al 2019).

4.4.4 Etendue de la colite ulcéreuse :
a) Rectite ou proctite.

L’étendue de la maladie est définie comme une proctite, Si l'inflammation est limitée au
rectum,a moins de 15-20 cm de I'anus, Au cours de la maladie, environ 30 % des patients adultes
atteints d'une maladie localisée présenteront des signes d'extension proximale basés sur

I'endoscopie/l'histologie ou la radiologie(Kayal and Shah, 2019).
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b) Colite gauche

Si l'atteinte de la muqueuse s'étend du rectum a la flexion splénique (<50 cm de I'anus) ou
au- dela de la flexion splénique, la maladie est reclassée comme gauche ou étendue/pancolite,
respectivement.

La proctite limitée survient chez 30 a 60 % des patients adultes atteints de RCH et se
manifeste par une hématochézie et un ténesme, la colite du coté gauche chez 16 a 45 % par une
proctite accompagnée de diarrhée et de crampes abdominales, et la colite étendue chez 15 a 35 %
par unecolite du cdté gauche accompagnée de symptdmes constitutionnels, de fatigue et de fiévre
(Kayal and Shah, 2019).

c)Colite ulcéreuse modérée a sévere

La CU moderée a sévere est cliniquement definie comme 4 a 6 selles par jour avec des
saignements rectaux modérés a séveres mais aucun signe ou symptéme. La CU modérément
sévere a été définie par endoscopie comme une muqueuse nettement érythémateuse sans

vascularisation, friable, granuleuse, saignant spontanément et ulcérée(Kayal and Shah, 2019).

Proctitis Left-sided colitis Extensive colitis

30-60% of patients 16-45% of patients 15-35% of patients

Symptoms Symptoms Symptoms

Rectal bleeding, tenesmus, urgency Proctitis plus diarrhoea, abdominal cramping Left-sided colitis plus constitutional symptoms,
fatigue, and fever

Figure 04 : Phénotypes de la colite ulcéreuse selon la classification de Montréal (Kayal and
Shah, 2019).

4.5 Pathogénie de la colite ulcéreuse

Bien que la maladie soit courante, sa pathogénie exacte n'est pas entierement comprise ;
cependant, la CU est connue pour étre associée a une réponse immunitaire exagéree aux facteurs
environnementaux ou au microbiote, résident chez les personnes génétiqguement prédisposées
qui joue un réle crucial dans I'augmentation de la perméabilité et I'altération de la fonction
intestinale. 1l est plausible qu'une altération de la fonction de barriére précede I'apparition de la

maladie ou que le développement d'une inflammation dans la lamina propria de la muqueuse
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Intestinale induit un dysfonctionnement épithélial intestinal (Katuzna et al., 2022).

Legend

@ Macrophage ’

Figure05 :la pathogenése de colite ulcérative (Katuzna et al.,2022).

4.5.1 Dysbiose du microbiote intestinal

Les cellules épithéliales intestinales représentent une interface héte-microbe critique dans
la CU.Plusieurs études ont montré que le processus inflammatoire qui déclenche la réctolite
hémorragique résulte du contact direct de microbes dérégulés avec la muqueuse intestinale
(Popov et al., 2021).Ce contact la peut entrainer des modifications de la composition du
microbiote intestinal, connues sous le nom de dysbiose, associé a des modifications
fonctionnelles du transcriptome, du protéome ou du métabolome microbien, 1l y a de plus en plus
de preuves montrent que la perturbation du microbiome intestinal peut alimenter d'autres bactéries
nocives et rares peuvent encore exacerber l'inflammation intestinale. En effet, la dysbiose dans
I'intestin distal est habituellement caractérisé par une prévalence réduite d'anaérobies stricts et

I'abondance relative des anaérobies facultatifs a augmenté (Pickard et al., 2017).

4.5.2 Interactions microbiome-immunité dans la réctolite hémorragique

4.5.2.1 Perturbations du systeme immunitaire

La perturbation du microbiote intestinal et la dérégulation immunitaire sont des
caractéristiques clés de la pathogenése de la RCH ; Il est généralement admis que la
colonisation commence pendant la parturition, bien que des preuves limitées suggérent que
certaines cellules microbiennes peuvent étre présentes in utero pendant la période prénatale.

Le mode d'accouchement et I'alimentation pendant la petite enfance sont les principaux
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facteurs  affectant la  composition du  microbiote intestinal.  L'expansion

et la diversification dumicrobiome intestinal se poursuivent tout au long de I'enfance et de

I'adolescence jusqu'a ce qu'une composition relativement stable soit atteinte a I'age adulte
(Popovetal.,2021).
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Figure 06 : Interactions entre I'n6te et I'immunité dans la colite ulcéreuse DC :
cellules dendritiques ; ADN, acide désoxyribonucléique ; ETBF, Bacteroides fragilis
entérotoxigene ; IFN-y, interféron-y ; immunoglobuline A, MAMPs, microbe-associated
molecular patterns ; PAMPs, pathogen-associated molecular patterns ; SCFAS, short chain
fatty acids ; SFB, segmented filamentous bacteria ; Th, T helper ; Treg, T régulatrice ; TNF-
a,tumor necrosis factor-alpha(Popov et al., 2021).
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4.5.2.2 Modification de la barriere épithéliale

L’¢épithélium digestif recouvert de muqueuse représente une véritable barriére, séparant le

Systeme immunitaire intestinal de I'h6te des microbes ou des antigénes alimentaires luminaux. Toute
altération de cette barriére entraine une réponse immunitaire altérée de I'h6te, qui initieune cascade
inflammatoire. Une altération de la perméabilité chez les patients atteints de CU aété rapportée
comme étant associée a diverses altérations : sulfatation défectueuse des mucines de astype colique
de niveau 2, dérégulation des jonctions serrées intercellulaires. Ainsi, cetteperméabilité accrue
facilite le passage des antigénes luminaux. Les données actuelles de lalittérature ne permettent
pas de déterminer si cette altération de la barriére epithéliale est unecause ou une conséquence
de l'inflammation chronique. Cet épithélium n'est pas inerte, Enparticulier, il a la capacité de
générer des peptides antimicrobiens, défensines, y compris laproduction d'iso formes. D’autre part,
Les niveaux coligues semblent augmenter pendant la CU,La raison de cette augmentation n'est pas
claire, il peut étre induit en réponse a des micro-organismes ou Cytokines pro-inflammatoires.
Certaines équipes ont Accent mis sur le rdle desrécepteurs activés par les proliférateurs de
peroxysomes Gamma (PPAR-), un récepteur nucléairequi régule certains génes de I’inflammation
(Buisson et al., 2012) .
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Figure 07 : Dans des conditions saines, la barriére intestinale est intacte et renforcée par des jonctions
serrées (Yu et al.,2022).
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4.5. 3 Réponse immunitaire anormale
Réponse immunitaire innée

Dans la CU active, il existe un environnement inflammatoire complexe de cellules immunitaires
innées et adaptatives qui infiltrent la lamina propria. Les neutrophiles sont des cellules "premieres
réponses” de courte durée qui sont fortement recrutéesdans la CU avec les caractéristiques
histologiques caractéristiques d'un "abces de la crypte”, dans lequel les neutrophiles migrent a
travers I'épithélium colique et meurent au début de la maladie. L'environnement inflammatoire
de la CU dans les cryptes coliques favorise la survie desneutrophiles. Cette survie accrue
augmente les effets inflammatoires et les lésions tissulaires (parde multiples moyens, y compris
la libération de sérine et de métallo protéinases matricielles, d'especes réactives de I'oxygeéne et
de cytokines pro-inflammatoires). Un nombre élevé de neutrophiles subit une mort cellulaire pro-
inflammatoire incontrélée (nécrose, necroptose), améliorant et amplifiant ainsi I'environnement
pro-inflammatoire. De plus, Les piéges extracellulaires des neutrophiles (NET) servent de
réservoir de molécules immunogénes qui soutiennent les réponses inflammatoires. 1l est donc
plausible qu'apres le début de la maladie, une vague précédente de neutrophiles et de monocytes
inflammatoires innés (et leur répertoire de cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-1, I'lL-6
et la famille TNF a) crée un environnement inflammatoire (nutritionnel, métabolique et cytokine)
qui favorise les réponses immunitaires adaptatives pathologiques (éventuellement les cellules T).
Cet environnement peutégalement faconner les monocytes inflammatoires nouvellement arrivés,
la fonction monocyte- macrophage, la survie et le phénotype, ainsi que d'autres facteurs qui
affectent la capacité de I'n6tea résoudre I'inflammation, a restaurer I'noméostasie et a réparer la

mugqueuse de la colite ulcéreuse (Porter et al., 2020Db) .

Réponse immunitaire adaptative

L'UC était associée a une réponse Th2, avec des taux élevés d'IL-4, d'IL-5 et d'IL-13, tandis
quela MC avait une réponse Th1/Th17 plus prononcée. Des études antérieures ont montré une
production moindre d'IL-4 et d'IL-13 par les lymphocytes T tueurs naturels restreints au CD1d
dans la RCH, ce qui suggére une réponse Th2 non canonique. Plusieurs développements récents
ont dépassé ce domaine. Celles-ci incluent I'identification de I'lL-23 en tant que moteur clé des
réponses Th17 ; l'association génétique avec I'lL-23 et ses génes associés, et la présence de
cellules Th17 (et Th9) dans la RCH. De plus, bien que I'on pense que les lymphocytes T CD4
jouent un role plus important dans la pathogeneése des MI, c'est la signature transcriptomique des
lymphocytes T CD8 qui influence I'évolution plus agressive de la CU et de la MC (Porter etal.,
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2020c).

De nouvelles données caractérisant les populations immunitaires adaptatives au niveau
transcriptomique (et unicellulaire) fourniront des informations supplémentaires. La découverte récente
des cellules lymphoides innées (ILC) en tant que médiateurs supplémentaires des réponses
inflammatoires du co6lon induites par I'lL-23 est une nouvelle dimension de la CU (Por
ter et al.,2020c).
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Figure 08 : Physiopathologie de la colite ulcéreuse (Yeshi et al., 2020).

I-6 Stress oxydatif et les radicaux libres
1. 1 Stress Oxydatif

Le concept global de "stress oxydatif" est défini comme "un déséquilibre entre les oxydants et
les antioxydants en faveur des oxydants, entrainant une perturbation de la signalisation et du contréle
de I'oxydation et/ou des dommages moléculaires™" (Sies, 2020).Ce déséquilibre est le résultat d'un
contr6le anormal de la réduction et de I'oxydation (redox) en présence d'un exceés de production
d’especes reactives de l'oxygene (ROS) et/ou d'une insuffisance des mécanismes de défense
antioxydant. Dans un état redox équilibré avec des niveaux appropriés de ROS, les ROS sont
nécessaires et bénéfiques pour la fonction physiologique normale. Ils protégent les cellules contre
l'infection en détruisant les agents pathogénes envahissants sur les sites d’inflammation (Wu et al.,

2013a) ,Cependant, 1’¢tat nefaste se produit lorsque les espéces réactives de I'oxygéne (ROS) ou les
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espéces réactives de I'azote (RNS) sont surproduits ou sous-dégradés, et qu'ils dépassent la capacité
de protection de I’organisme, ou insuffisamment dégradé et submerge le mécanisme de Défense
cellulaire, entrainant une perturbation fonctionnelle et une éventuelle mort cellulaire (Berg et al.,
2004).

Pollution Drugs Heavy metal

Exogenous source
S .g. VC, VE, Polyphenols, Metal oxide

[ Exogenous scavenging ]
e

¥

2 Reactive species

/ / N N .
Endogenous source ROS  RNS RSS RCs 14 Endogenous scavenging

Mitochondrial respiratory chai - e.g. Antioxidant enzymes

Prostaglandin synthesis - ; R VE, Bilirubin, B-carotene
Phagocytosis

Figure 09 : le stress oxydatif (Liu et al., 2021).

ROS - especes réactives de I'oxygene ; RNS - espéces réactives de l'azote ; RSS - espéces réactives du
soufre ; RCS - especes réactives du carbonyle ; VC - acide ascorbique ; VE — tocophérol.
2.1 Les radicaux libres:

Un radical libre est un atome ou un groupe d'atomes avec un nombre déséquilibré d’électrons,c’est
une substance hautement réactive qui peut initier des réactions en chaine. Cette derniére comporte une
série d'étapes et chaque étape produit un radical libre qui initie I'étape suivante (Wu et al., 2013b).les
especes de radicaux libres comprennent les especes réactives de I'oxygéne(ROS), les espéces réactives de

I'azote (NOS), les radicaux centrés sur le carbone et le soufre (Wu et al.,2013a).
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FigurelO: Especes réactives de l'oxygéne et leur r6le dans l'induction de maladies
Source(Nadipelly, 2017).

3.1Conséquences cellulaires du stress oxydant :

Les conséquences du stress oxydatif varient considérablement selon la dose et le type de cellule
(Figure 11). Un stress léger augmente la prolifération cellulaire et I'expression des protéines d'adhésion
un stress modéré favorise l'apoptose et un stress élevé entraine une nécrose et Une pression vigoureuse
peut perturber les membranes, entrainant une lyse immédiate. D'autres perturbations biologiques sont
observées apres un stress oxydatif : diminution de la fluidité membranaire, anomalies des récepteurs,
diminution de la sensibilité a I'insuline, perturbations immunitaires cellulaires, fibrose, dépot lipidique,
faiblesse musculaire, voire mort neuronale ouémergence de mutations. De nombreuses anomalies
pathologiques sont également causées par lestress oxydatif : mutations, carcinogenese, malformations
feetales, dépot protéique anormal, fibrose, formation d'auto-anticorps, dépot lipidique oxydatif,

immunosuppression (Favier, 2006a).

Figure 10 : Conséquences pathogéenes du stress oxydant (Favier, 2006b).
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4.1 Les ERO intestinales

En tant qu'organe endocrinien et immunitaire le plus important, I'intestin est riche en micro-
organismes et joue un réle important dans la gestion des réponses au stress telles que le stress
oxydatif. Le radical anion superoxyde (O2- ) et le radical oxyde nitriqgue (NO-) sont deux
principales espéces réactives endogenes de I'oxygene et de I'azote (ROS/RNS), d'autres radicaux
réactifs, tels que le peroxyde d'hydrogéne (H202), le radical hydroxyle (HO-) et I'anion
peroxynitrite (ONOO-), Il existe de multiples sources de ROS dans le tube digestif. Les micro-
organismes luminaux produisent de grandes quantités de ROS ; a l'intérieur des cellules, 1’anion
superoxyde, le peroxyde d'hydrogene et les radicaux hydroxyles sont des sous-produits de la

respiration mitochondriale dans le métabolisme aérobie et les réactions de détoxification du

Cytochrome P450 ; pendant I'inflammation chronique, les granulocytes neutres phagocytent les
bactéries, les particules ou les stimuli solubles, générant de grandes quantités de ROS (Rahalet al.,
2014).

En temps normal, les ERO intestinales ont un effet bactéricide et participent ainsi a la fonction
de défense du tractus intestinal. Cependant, le stress oxydatif d0 a la surproduction de ROS qui
dépassela capacité tampon des défenses antioxydantes de I'ndte peut entrainer une peroxydation
lipidique, des dommages a la barriére muqueuse intestinale, une translocation bactérienne et des

réponses inflammatoires (Rahal et al., 2014).

4.2 Maladies humaines liées a un stress oxydant

Comme l'inflammation, le stress oxydatif est un phénomene associé a de nombreuses
maladies. Ladiversité des conséquences médicales ne devrait pas surprendre puisque, selon les
circonstances, cestress sera localisé a des tissus et types cellulaires spécifiques, impliquera
différentes espéces de radicaux libres, et sera lié a d'autres facteurs pathogénes. Ou des anomalies
génétiques spécifiques et individuelles. Par la production de biomolécules chimigquement et
irréversiblement anormales et la surexpression de certains genes, le stress oxydatifdeviendra la cause

initiale fondamentale de nombreuses maladies (tableau 2)(Favier, 2006a).
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Tableau 02 : Relations entre les maladies et le stress oxydant (Favier,2006b).
Maladies dues Al e G Maladies oi le stress oxydant - Maladies entrainant
; ' aladics o le stress oxydant . . R
A une production insuffisante S AR R 7 R fait partie un stress oxydant
de radicaux libres st a cause peiemodiale des facteurs décdencheurs secondaire
¢ Agranulomatose septique  » Cancers « Maladie ' Alzbelmer * Diabéte
+ Psorlasis * Autolmmunité « Stérlités masculines ¢ Insuffisance rénale
* Cataracte » Maladics virales : EBV, HVB * Mucoviscidose
* Dégénérescence maculaire * Rhumalismes * Sida
* Sdérose latérale amyotrophique  * Athérome * Choc seplique
¢ Photo-velllissement cutané o Asthme ¢ Infarctus du myocarde
+ Photosensibilisation + Insuffisance respiratoire + Ischémies/reperfusion
* Irradiation * Parkinson
* Intoxications : CCl,, Cd, Fe, akool, * Brillurcs
* Hémochromalose * Thalassémic

¢ Grefles d'organes
Traitements :

¢ Anticancérenux

* PUVA thérapie

¢ Oxygene hyperbare

4.3 Stress oxydatif et colite

Le stress oxydatif a été impliqué dans la propagation et I'exacerbation des MICI (Krzystek-
Korpacka et al., 2020). D’ailleurs La colite ulcéreuse (CU) est une inflammation chronique avec des
phases de rémission et de réactivation. En phase active, la RCH se caractérise par une infiltration
diffuse de cellulesinflammatoires dans la muqueuse de l'intestin gréle et des abcés des cryptes. Dans
un cblon enflammé, lamuqueuse, la sous-muqueuse et la lamina propria sont fréquemment infiltrées
par des neutrophiles, des lymphocytes, des plasmocytes et des éosinophiles. Les neutrophiles
infiltrants produisent de grandes quantités de ROS, déclenchant un stress oxydatif et des enzymes
protéolytiques. Les enzymes protéolytiques et les ROS agissent sur les cellules endothéliales,
provoquant des lésions cellulaires, qui aleur tour rendent la barriere épithéliale perméable, et les
agents pathogénes envahissent la lumiere, ce quia son tour aggrave linfiltration des cellules
inflammatoires et les dommages inflammatoires, et conduit finalement a la nécrose de la muqueuse
intestinale et a la formation d'ulcéres (Wang etal.2016).les composés bioactifs, tels que les polyphénols

et les fibres alimentaires, ou L'huile d'olive est une source principale de matiéres grasses (Norde et al., 2021).

Le régime alimentaire joue un role important parmi les facteurs de risque modifiables et non
modifiables, car il peut avoir des impacts directs par moduler la réponse inflammatoire par
provoquer une inflammation systémique de bas grade en apportant des nutriments et des composes

bioactifs et un impact indirect comme I'augmentation du poids corporel.

La protéine C-réactive (CRP), qui est produite dans le foie sous l'activation de I'interleukine
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(IL6) en phase aigué, est inversement corrélée au régime méditerranéen, tandis que les
taux plasmatiques d'adiponectine (une adipocytokine anti-inflammatoire) sont positivement

corrélés aurégime méditerranéen (Norde et al., 2021).

7.2 Aliments et inflammation intestinale chez ’homme

Bien que des études humaines parfaitement correspondantes soient bien sir contraires a
I’éthique, les rapports susmentionnés sur les additifs alimentaires couramment utilisés qui
provoquent uneinflammation intestinale chez les modeles animaux ont déclenché des recherches
sur la maniéredont ils peuvent provoquer une inflammation intestinale chez les humains. Les
mécanismes par lesquels le carraghénane provoque une inflammation dans 1’intestin humain sont
probablement similaires a ceux des animaux et multifactoriels : la stimulation des cytokines pro-
inflammatoires, la perturbation de la barriére épithéliale et I’interférence avec les réponses
immunitaires innées des muqueuses contre les micro- organismes. L’altération de la fonction de
barriére peut entrainer des modifications de 1’expression des protéines de la jonction serrée, ce
qui peut stimuler I’immunité et entrainer le développement de maladies inflammatoires chez les

personnes sensibles (Martino et al., 2017)

Healthy Inflammatory bowel disease (IBD) Dietary strategies affecting IBD
Healthy diet: # Harmful diet: Dietary strategies:
+» Whole grain  * Fruits P » High protein  * High sugar + CDED +MD
* Vegetables  + Fibers ﬂ ‘{l‘ﬁ I * Red meat * Processed meat + Low-FODMAP diet
+ Olive oil * Fishes b ‘ * Food additives * UPFs + Anti-inflammatory diet
‘ * Trans FAs + Plant-based diet
o +SCD + Others
outer
mucus SCFAs t u-diversity : oS v
3 D . Microbial diversit
layer (acetate, ’ 4 Beneficial bacteria | ) ],'l][k]::l:(l‘iln:\mr L.
propionate, o Mucolytic bacteriat - ; i o® )
and butyrate) ”® - ¥ I"«Uwhmm\ t @ y -
\ SCFAs | - P
) , ® “o o o )
| =~ o Nl e W . Nl
mucus o \ N, ‘
layer
L - :
Th17/Treg t o IL-11 oo LI IL-1} '
Effects|  1L-10 ! ® IL-61 S " . 1L-6 l ’ o
221 ¢ Treg | © TNF-a Activated @ s TNF-a 4 '
macrophages

Figure 13 : Le rble de l'alimentation dans la pathogenése et la rémission des maladies
inflammatoires de l'intestin (Yan etal., 2022). 1 représente une augmentation, | représente unediminution.
Abréviations : IECs, cellules épithéliales intestinales ; PUFAS, acides gras polyinsaturés ; SCFA, acides
gras a chaine courte ; UPFs, aliments ultra-transformés ; Fas, acides gras ; CDED, régime d'exclusion de
la maladie de Crohn ; MD, régime méditerranéen FODMAP, oligo-, di-, monosaccharides et polyols

fermentescibles ; SCD. Régime glucidique spécifique.
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7.3 Impact de carraghénane sur la Flore Intestinale :

L'un des d'autres effets de régime occidental étudié est sa capacité d’altéré la flore intestinale
par réduire sa diversité microbienne (dysbiose). Par conséquent, induire et le sustente d'une
inflammation peuvent augmenter la susceptibilité aux maladies inflammatoires chroniques de
I'Intestin (MICI) et a d'autres maladies chroniques courantes telles que I'obésité et le diabete (Chiba
etal., 2019),(Al Bander et al., 2020).

Plusieurs études animales ont montré que les additives alimentaires utilisés dans les aliments
transformeés sont susceptibles a faire détériorer le microbiote intestinal joint & un potentiel
inflammatoire chronique ((Chassaing et al., 2015) ,(Chassaing et al., 2017). Par exemple chez les
rongeurs, le carraghénane provoque une inflammation intestinale et modifie significativement la
composition du microbiote (Benard et al., 2010), (Wu et al., 2022).Une expérience menée sur l'effet
des additifs alimentaires sur la composition du microbiote. Les résultats ont montré une réduction
des Lactobacilles, genre Streptococcus, les Bactéroides étaient significativement enrichis en
carraghénanes kappa et lambda, tandis que les Carraghénanes iota diminuaient l'abondance
relative de Fécal bacterium également connu pour ses propriétés anti-inflammatoires. Ces
émulsifiants alimentaires induisent une augmentation lente mais persistante de I'expression de ces

molécules pro-inflammatoires dans le microbiote (Naimi etal.2021).

7 s TN
v" Increased pro-inflammatory bacteria
v Decreased anti-inflammatory

1

]

1

1

1 .
! bacteria
I

1

1

i

\

——————
-,

Flora disorder =~ >~

o

el

e © & @ ¢ O it . \\\ v" Increased bacterial adhesion, fluidity
LY - & [ & / QP ™ wX v inhibited Akkermansia muciniphila 3
Z A A A - i
& ey @egs e 0@ 0 0 o @mg T

KN e SO T e

o ¢

0 oo @ &
o RS Doy (hued
\/V‘ 4 7
L Ofle* @ (fd

Figure 14 : Effets du CGN sur la barriere biologique et chimique (Guo et al., 2023).
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7.4 Carraghénane et systeme immunitaire

Preuves in vitro des études précliniques ont montré que certains de ces additifs tels que le
CGN etaient liés a des altérations du microbiome intestinal, & une diminution de I'épaisseur de la
barrierede mucus protégeant I'épithélium intestinal et & une inflammation intestinale. (Borsani et
al., 2021).Les voix immunitaires déclenchées par le carraghénane Dans les lignées cellulaires
épithéliales coliques humaines, les CGN induisent une inflammation déclenchant des voies
immunitaires innées inflammatoires impliquant a la fois des voies canoniques et non canoniques
d'activation de NF-kB. L'interaction du CGN avec le récepteur de type Toll (TLR) -4 conduit a
I'interaction de BCL10 avec IKKy, une sous-unité régulatrice du signalosome IKK, conduisant a
l'ubiquitination d'IKKy, a la phosphorylation d'TkBa par IKK et NF-kB RelA (p65) et p50. De
plus, comme la voie d'activation non canonique de NF-xkB, BCL10 phosphorylé interagit avec
NIK phosphorylé, conduisant a la phosphorylation d’TKKa et a la translocation nucléaire de RelB
et p52. Enfin, NF-kB joue un rdle central dans l'activation transcriptionnelle du géne IL-8. De
plus, le CGN stimule les voies médiées par les espéces réactives de I'oxygene (ROS) en plus des
voies médiées par TLR4 et BCL10. Dans cette cascade, phospo-Hsp27 interagit avec le
signalosome IKK, conduisant a la phosphorylation IkBa et a la translocation nucléaire NF-kB.
Une boucle de rétroaction est établie pour augmenter la production de BCL10, et NF-kB se lie
au promoteur BCL10 pour maintenir I'activité pendant les processus

inflammatoires (Guo et al., 2023).

Lumen )
Undigested food particles,
microorganisms and toxins
ﬁ & Carrageenan ﬁ
. d
Outer mucus layer (%) N 2
( 4 Qi L
g @
f TLR4 activation & Junctional destruction
&Y - Changes in actin
Inner mucus layer _. i': filaments j
(/M.;,oas*
C RAK ) L 3 - SN
( scL10 ) »
Epithelial cells o @ [’% & “
-
3 T Cell

Lamina Propria

@
e s
o
®
@
L)

% Dentric Cell
Chemokines

Figure 15 :La carraghénane déclenche l'activation du systeme immunitaire et le développement

d'une inflammation(Borsani et al., 2021).
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Carrageenan

Figure 16 : Illlustration schématique des voies de signalisation inflammatoires stimulées par la

carraghénane dans les colonocytes humains (Borthakur et al., 2012).

Le carraghénane, par l'intermédiaire de TLR4 et de BCL10, entraine-la translocation/activation
nucléaire de NF-xB, RelA et RelB. A leur tour, ces facteurs nucléaires se lient a I'éelément de liaison
putatif de NF-xB dans le promoteur de BCL10, stimulant I'augmentation de I'expression de BCL10,
ce qui entraine a nouveau une augmentation de la translocation/activation nucléairede NF-«xB par le

biais d'effets sur le signalosome IKK.
1.8 La phytothérapie

Depuis I'Antiquité, les gens ont utilisé les plantes a leur disposition pour se soigner (Iserin
P.)Actuellement, les substances actives présentes dans les plantes jouent un rdle crucial dans de
nombreux médicaments et produits de soins (Hans, 2007). En effet, parmi les 300 000 espéces
végétales recensées sur la planéte, plus de 200 000 especes se trouvent dans les pays tropicaux
d'Afrique et possedent des propriétés medicinales (NECIB et al, 2017).

8.1 Définition

De l'origine grecque, « phyton » signifie plante et « therapein » signifie soigner,
L’utilisation deplantes a des fins thérapeutiques est connue sous le nom de phytothérapie (Jorite
etal, 2015)

Ainsi, la phytothérapie est une méthode de traitement utilisant des plantes, des parties de

plantes etdes préparations a base de plantes pour traiter certains problemes fonctionnels et états
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Pathologiques. C’est une médecine traditionnelle basée sur un savoir empirique enrichi au fil des
générations. C'est ce qu'on appelle la phytothérapie traditionnelle, qui est encore largement
utilisée dans certains countries qui continuent d'utiliser les méthodes de leurs ancétres (Jorite, et
2015).

8.2 Les bénéfices de la phytothérapie

Malgré les avancées considérables de la médecine moderne, la phytothérapie présente de
nombreux avantages. Aujourd'hui, les traitements a base de plantes sont de plus en plus
populaires en raison de la diminution de l'efficacité des médicaments. De plus, les effets

secondaires liés aux médicaments suscitent des inquiétudes chez les utilisateurs.

L'un des principaux atouts de la phytothérapie réside dans la bonne tolérance des plantes,
a condition qu'elles soient utilisées a des doses appropriées. Les effets secondaires sont

généralement mieux connus que ceux des composés de synthese.

En regle génerale, les plantes médicinales couramment utilisées ne provoquent que tres
peu d'effets indésirables. De plus, leur utilisation est simple et peut se faire a domicile, et les

effetsrecherchés se manifestent généralement rapidement (NECIB et al, 2017).

8.3 Les désavantages et les risques associes a la phytothérapie

Il convient de noter que certaines plantes peuvent étre dangereuses, voire entrainer la mort,
maiselles ne seront jamais prescrites, méme a des doses minimes. Parmi les risques associés a
cette pratique, on peut mentionner : le surdosage, les allergies, les contaminations par divers
toxiques tels que les métaux lourds et les micro-organismes, la présence de substances
allopathiques dansles préparations, les interactions avec d'autres plantes ou traitements, en
particulier allopathiques, et les modifications des doses absorbées.

8.4 Les plantes médicinales

Les drogues végétales dont au moins une partie possede des propriétés médicamenteuses
sont appelées plantes médicinales. lls proviennent soit de plantes entiéres, soit de parties de
plantes telles que les feuilles, les pédoncules, les bourgeons, les fleurs, les racines et les
tubercules. Lesherbessimples, les préparations traditionnelles, les mélanges d’herbes différentes et
I’ajout d’un deces trois types de préparation a une medecine occidentale active sont tous inclus
(Farnsworthet al.,1985).
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8.4.1Les composes naturels biologiquement actifs (NBC)

Les composeés naturels biologiquement actifs (NBC) sont un groupe de composés organiques qui
sont synthétisés via un certain nombre de voies de biosynthese qui fonctionnent dans le
fonctionnent dans le métabolisme primaire et secondaire d’un organisme. (Srivastava et al.,
2021).

a) Importance des NBCs

En médecine traditionnelle, les métabolites secondaires sont utilisés depuis des siecles en raison
de leurs importantes activités pharmacologiques. Aujourd'hui, ils sont connus pour étre des
composants importants des produits de l'industrie pharmaceutique tels que les produits
pharmaceutiques, les cosmétiques, les produits chimiques de pointe ou les nutraceutiques.
(Srivastava et al., 2021).

En fait, les plantes ont développé des voies biochimiques pour synthétiser des composes qui
peuvent guérir de nombreuses maladies, comme les antimicrobiens, les agents anticancéreux, les
antipaludéens et les analgésiques. La plupart des plantes produisent des flavonoides qui les
protégent des dommages causés par les ultraviolets (UV) ; plus les plantes sont exposées a la

lumiere UV, plus elles produisent de flavonoides (Srivastava et al., 2021) .

Méthodes classiques d'extraction des NBC

La récupération optimale du CNB a partir de matériel végétal dépend principalement de la
sélection correcte et de l'optimisation du processus d'extraction. Dans les études qualitatives et
quantitatives de CNB, la méthode d'extraction joue un rdle important et constitue la premiere étape
pour influencer les résultats finaux. L'étape d'extraction est la partie la plus critique et sasélection est
généralement ignorée par les chercheurs non formés. Cependant, un chimiste analytique estime que
la technique de préparation des échantillons représente les deux tiers de l'effort. Le terme « extrait »
est utilisé pour diverses catégories de formulation appelées infusions, décoctions, teintures, extraits
liquides, extraits de comprimes (semi-solides) etextraits bruts. Ces préparations sont utilisées dans le
traitement de diverses maladies. L'objectif principal est d'optimiser la préparation/extraction
d'échantillons a partir de biomatériaux est derécupérer les NBC thérapeutiqguement actifs optimaux

et d'éliminer les fractions inactives en choisissant le solvant approprié (Srivastava et al., 2021).
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Macération
La macération ou Le trempage est depuis longtemps une technique populaire et peu

colteuse pour fabriquer des toniques maisons. De plus, cette technique a été utilisée pour
extraire des huiles essentielles et des composés actifs de matériel végétal. Généralement, le
processus de macération comprend plusieurs étapes d'extraction. Les médicaments bruts
entiers ou grossierement broyes sont broyés pour augmenter la surface de mélange du
matériau en poudre avec le solvant. Les médicaments bruts entiers ou grossiérement broyeés
sont broyés pour augmenter la surface de mélange du matériau en poudre avec le solvant.
Le processus se dérouledans un récipient fermeé auquel un solvant approprié (solvant) est
ajouté. Le solvant est ensuite filtré et le résidu solide du processus d'extraction, appelé marc,
est pressé pour récupérer une quantité optimale de solution occluse. Le liquide de presse
résultant est mélangé avec un solvantfiltré et les substances indésirables sont séparées par
filtration. L’agitation fréquente pendant la macération a deux objectifs : (1)
facilite la diffusion et (2) séparela solution concentrée de la surface de
I'échantillon en ajoutant du solvant frais a la solution pouraugmenter le rendement

d'extraction (Srivastava et al., 2021).

a). Les polyphénols

Les polyphénols sont des métabolites secondaires veégétaux ou des produits naturels non nutritifs
présents dans les fruits, les graines et les Iégumes. Ils sont courants dans le regne végétal et constituent
une large classe de métabolites bioactifs produits par métabolisme secondaire. La plupart des
polyphénols sont dérivés de la I-phénylalanine via la voie des phénylpropanoides. llsse caractérisent par
la présence d'un ou plusieurs groupements phénoliques aux structures trés diverses, dont les
flavonoides, les acides phénoliques, les lignanes, les stilbénes, les tanins et lescoumarines sont les
principaux types structuraux de polyphénols, ils ont des bénéfices pour la santé. Leurs effets
antioxydants sont renforcés dans la prévention et le traitement de diverses maladies, notamment contre
le stress oxydatif, le cancer, les maladies cardiovasculaires, inflammatoires, neurodégénératives et
dégénératives liées a I'age. lls ont un large éventail d'utilisations en tant que produits pharmaceutiques,

compléments alimentaires et additifs cosmétiques (Riaz et al., 2023).
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b) Les flavonoides

Les flavonoides sont des polyphénols omniprésents que I'on trouve principalement dans les
aliments et les boissons a base de plantes. On les trouve couramment dans les raisins, les cerises,
les baies, les prunes et les canneberges. Plus de 8000 flavonoides ont été identifiés. Les deux
principales classes de flavonoides sont les anthocyanes et les anthoxanthines. Les anthocyanes,
qui sont des molécules incolores classées comme flavones, isoflavones, Flavanols et Flavanones,
sont responsables de la couleur des plantes et des fruits. Les anthocyanes, le kaempférol,
I'nespéridine, la naringénine, la myricétine, et la quercétine sont les principaux flavonoides qui

ont des effets spécifiques sur la santé humaine en raison de leurs activités biologiques. Les

Flavonoides ont une activité anticancéreuse et le potentiel de prévenir les dommages cellulaires
causés par les processus oxydatifs. Ces composés ont été rapportés comme immunomodulateurs

avec des effets benéfiques sur le systeme immunitaire (Riaz et al.,2023).

b) Terpénes
Les terpenes, également appelés terpénoides ou isoprénoides, constituent la plus grande classe de
produits naturels, avec plus de 55 000 composés connus. Ces produits chimiques constituent le
métabolisme secondaire des espéeces végétales et animales et sont produits a partir d'unités

d'isoprene C5 reliées téte-béche par le mévalonate.

Les terpenes sont largement utilisés dans l'industrie comme parfums, parfums et agents
aromatisants, ainsi que dans les parfums, les cosmétiques et les additifs alimentaires. Ce sont les
principes actifs des médicaments de I'industrie pharmaceutique. Les applications thérapeutiques
des alcaloides suscitent un intérét croissant, parmi lesquels les antipaludéens (artémisinines) et

les anticancéreux (paclitaxel) sont deux terpénoides bien connus(Riaz et al., 2023a).

c) Les tanins

Selon la definition classique de Bate-Smith, les tanins sont un groupe de metabolites
secondairesvégétaux qui ont la capacité de tanner ou de transformer la peau animale en cuir
(Sieniawska andBaj, 2017), ils sont des composés complexes pouvant étre solubles dans I’eauou
I’alcool. lls sontprésents en quantité importante dans de nombreuses plantes médicinales etsont
souvent trés amers. lls appartiennent aux polyphénols (Wollgast and Anklam, 2000) possédant

diverses bioactivites in vitro, parmi lesquelles les propriétés antioxydantes et antimicrobiennes
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ont été lesplus étudiées. Les tanins sont connus pour inhiber la peroxydationdes lipides et pour
avoir la capacité de piéger les radicaux libres qui sont importants dans les états Pro oxydants

cellulaires (Sieniawska and Baj, 2017).

Composés phytobioactifs et leurs mécanismes d*action

Composé Activités bio . e e
bioactifs harmacoloaigues Meécanisme d'action Réferences
p giq
Prévenir la cancérogenese| Inhibe I'activation de NF-xB
, ce qu_i eptraT_ne une et l’e_xp_ression de COX2, (Riaz et al
Polyphénols diminution éliminent I'excés de 2023b) B
de l'incidence de radicaux libres (ROS)
certainscancers
Inhibition de la croissance| Activation de la caspase- 3/9,
tumorale,anti suppression de Bax, _
Elavonoides| Prolifération, apoptose et | Akt/PI3K/MAPK, VEGFA, (Riaz etal.,
anti angiogenése cycline D1, PCNA, Bcl-2 et 2023a)
EGFR
Inhibe la prolifération
cellulaire, la migration et
. o I'angiogenese (inhibition des (Riaz et al.,
Terpenes Activite anticancereuse | yoies de signalisation 2023a)
Src/FAK/ERK et PI3K/AKkt).
Antioxydant, anti Une diminution ou une
Inflammatoire, inhibition des biomarqueurs
anti@iabétique, (ROS, CAT, SOD) (Fraga-
Tanins card_loprote(_:teur, augmentation ou une Corral et al.,
Antimicrobien, promotion du glutathion 2021)
antifongique, Anti -
diarrhéique reduit (GSH)
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8.7 Les plantes utilisées

8.7.1 Thapsia garganica

Thapsia L. est un genre de plantes vivaces herbacées de la famille des Ombelliferes.
L'abondancede métabolites secondaires dans les plantes Ombelliféres les rend populaires a des
fins médicinales, et il existe un intérét croissant pour leurs activités biologiques. La
thapsigargicine, la thapsiagargine, les thapsivillosines (CE, I, J et L) et le notrilobolide sont les

principaux composés bioactifs synthétisés par Thapsia garganica L(Jmii et al., 2020).

La découverte de la thapsigargin et de ses propriétés en pharmacie a donné lieu a de
nombreusespublications sur la chimie de la thapsie. Des lipides liés et des phényl propanoide
cytotoxiques ont été détectés dans les fruits des plantes collectées a Ibiza, des flavonoides
antioxydants dans les parties aériennes de la population algérienne, et des coumarines dans les
racines des plantes collectées en Libye. En outre, les recherches phytochimiques antérieures sur

T. garganica ont mis en évidence la présence de nombreux ses qui terpénoides ayant des

propriétésbiologiques tres intéressantes (Jmii et al., 2020).

T. garganica a fait l'objet d'une attention considérable en raison de sa richesse en
métabolites secondaires, de ses propriétés médicales et de son potentiel en tant que plante
ombellifere utile (Jmii et al., 2020).

Thapsia : tiré de I’ile de Thapsos ou elle a été découverte pour la premiére fois.

Garganica : épithéte donnée par rapport au nom d’une montagne en Italie : Gargano, ou elle se

trouve en abondance (anonyme).
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Figure 17 : Photographie (A) et dessin représentatif (B) de Thapsia garganica L.
(A)John Sibthorp,1787,Flora (B)(peganum,2020).
8.7.2Activité biologique de t. garganica

Différents composés phytochimiques actifs ont eté trouvés dans les extraits de plantes tels
que les saponines, les terpénoides, les flavonoides, les tanins et les stéroides, ce qui pourrait
expliquerl'activité biologique des extraits connus pour avoir une activité anti-inflammatoire. Par
conséquent, les extraits de T. garganica sont capables de réduire la libération de la douleuret des
médiateurs inflammatoires. Il a également été démontré que cet extrait a une activité antioxydante
extrémement élevée (Bouimeja et al.,2018).

8.7.3 Le pin d’Alep

Pinus halepensis est un arbre forestier de type résine avec une hauteur de 20 a 30 m, et Son
tronc est un rebond. La vie de cet arbre ne dépasse pas 150. Son écorce est une fissure en argentlisse,
quidevient douce a mesure qu'il grandit. Ses branches sont vertes, puis elles deviennent gris clair
a mesure qu'ils poussent. Ses bourgeons sont des échelles brunes, implicites, aigués. (“Hammami
Ferroudja & Talbi Katia.pdf,” n.d.) .On trouve plusieurs appellations selon les pays. En France :
lepin d’Alep est appelé pin de Jérusalem ou pin blanc, En pays Arabes : Sanawbar Halabi, En
Angleterre : Jerusalem pine ; Aleppo pine, En Berbére : Tayada, En Espagnol : Pincarrasco,
Pinoblanquillo, Pin bord, Pi blanc (“Hammami et al, 2022).

a) En Algérie
En Algérie, le pin d'Alep couvre environ 1 1 585 333 ha de terres, soit environ 35 pour cent de
la superficie des arbres. L'arbre est assez commun a la fois a l'est et a I'ouest, tout en traversant le
centre. Dans larégion orientale, il s'est développé dans les foréts de Tébessa et des monts des Aurés.Dans
la région centrale, il est situé dans Forét d'Ouarsenis. A I'Ouest il est bien représenté a : Mascara, Sidi
Bel Abbes, les montagnes boisées de Saida et I'Atlas saharien dans les foréts des Monts Ouled Nail,
prés de Djelfa et Djebel Amour, prés d'Aflou (Lakreb etal.,2022).
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Figure 18 : le pin d’Alep

a) Résine de Pinus halepensis

La résine est le principal produit de cette espéce ¢’est une substance riche en cannabinoides
et terpenes. Elle s'écoule d'abord fluide, puis se concréte en s'oxydant en masses solides cassantes
jaunatres et translucides insolubles dans I'eau mais solubles dans I'alcool, fusibles mais non
volatiles (Meryem and Katia,2017.)

Figure 19 : La résine de pin d’Alep
8.7.4 Usage traditionnel de la résine de pin d’Alep

La résine de I'espéce d'arbre Pinus halepensis est connue pour ses propriétés dans la médecine
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traditionnelle algérienne comme antiseptique puissant aux propriétés rafraichissantes.
Mélangeravec de I'huile d'olive ou du miel pour usage externe et appliquer sur la poitrine, le
dos ou les zones touchées pour prévenir et traiter les maladies infectieuses respiratoires et
pulmonaires, lagrippe, la sinusite, les rhumatismes et les infections fongiques. En usage interne,
la résine est couramment administrée sous forme de poudre avec du miel ou liquide avec de
I'nuile d'olive une fois par jour pour le traitement des affections respiratoires (Boulaacheb,
2010).

8.8 Huile d’olive et les maladies intestinales inflammatoires

Un nombre croissant de groupes de recherche s'efforcent de déterminer les effets positifs
potentielsde I'huile d'olive et de ses composants sur les MII. Ces biophénols qui sont présents a des
concentrations élevées dans l'intestin, exercent des effets antioxydants directs tout en régulant
I'hnoméostasie épithéliale intestinale grace a des effets positifs sur I'inflammation et le microbiote
intestinal. 1l a également diminué I'expression des médiateurs pro-inflammatoires (IL-1p3, TNF-a
et iINOS) et aameélioreé la barriére épithéliale intestinale en restaurant I'expression de ZO-1, MUC-2
et TFF-3 ; Ces effets ont été démontrés dans un modéle ex vivo de patients atteints de la maladie
ceeliaque, ou 'extrait d'olive a réduit la production de médiateurs pro- inflammatoires (IL-1p, IL-
6, IL-8 et TNF-a)., (Vrdoljak et al., 2022).

Par conséquent, étant donné qu'un plus grand nombre de ces polyphénols bioactifs sont
présentsdans le tractus gastro-intestinal, on peut s'attendre a ce qu'ils aient un effet local plus
important et offrent ainsi un avantage significatif dans la lutte contre I'inflammation intestinale

Telle qu'elleest présente dans les MII (Vrdoljak et al., 2022).

= Otive o
o oo.ymnol-
=== == =
B e d—\t’ o - S
= O ~
P SN e
e S IE, o T eympnccytes \

[Cccruain

= —— (=
=t ~NOX-S —— 3 mos == K
=== =2 L/ ==
= B -
/""&'\J
e 7 =

-32-



Etude bibliographique

Figure 20 : Effets des polyphénols de I'huile d'olive sur I'homéostasie intestinale démontres pardes
études in vitro. Abréviations : ROS : espéces réactives de 1'oxygeéne, IkBa : inhibiteur de lakappa
Ba, INOS : synthétase inductible de Il'oxyde nitrique, IL-8 : interleukine 8, COX 2
cyclooxygénase 2, ZO-1 : zonula occludes protéinés 1, MUC-2 : mucine 2, TFF-3 : intestinal trefoil
factor (Vrdoljak et al., 2022).

8.9 Les polyphénols et I'inflammation

Les polyphénols retardent I'inflammation et restaurent I'homéostasie redox de l'intestin en
régulant le microbiote. L'intervention des polyphénols augmente la diversité du microbiote
intestinal, ce qui est essentiel pour maintenir I'intensité de la barriére muqueuse intestinale,
favorisant ainsi la défense antioxydante par I'activation de Nrf2, I'augmentation de la teneur en
SOD et GSH et I'affaiblissement de I'activité de NF-xB. Dans ce processus, le métabolite SCFAdu
microbiote intestinal aide a la différenciation des cellules Treg, contrecarrant I'inflammation

excessive causée par l'activation des cellules T effectrices (Li et al., 2023).
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Figure 21 : les polyphénols et I’inflammation intestinales (Li et al.,2023).
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Study design
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de |a catalase

But

1 _etude qualitatif (criblage de la présence de métabolite secondaire
2_pour I'évaluation de I'activité antioxydante de plante,

4 NO : déterminer sile traitement a un effet antiinflammatoire

5 MDA : rechercher I'effet antioxydant du traitement utilisé

7_CAT : vire capacité antioxydante de traitement.

8_Colon : l'organe ciblé pour notre étude.

9_foie : organe responsable de métabolisme dans le corps, pour voir
guel est I'effet de macérat et le carraghénane sur le foie (étude
histologique).
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Il. PARTIE 02 : MATERIEL ET
METHODESII.
1.Présentation de I’étude expérimentale
L’objectif de ce chapitre est de présenter en détail les méthodes utilisées et les différents
modes opératoires suivis pour la caractérisation des tests phytochimiques, et les tests
immunologiques consacrés pour 1’étude in-vivo sur un modéle murin, souris se souche Balb/c
provenant d’institutpasteur d’ Alger. Pour ce faire, nous avons évalué les principaux marqueurs du
stress oxydatif (lesprotéines totales, MDA (Malondyaldehydes, catalase) et celui caractérisant la
réaction inflammatoire et le burst respiratoire (le Monoxyde d’azote, NO) ; afin de connaitre
I’effet du macérat tester sur les souris sur 1’état inflammatoire colique induit par le carraghénane.
L’ensemble des expériences et des essais de préparation ont été réalisées au niveau du
laboratoirede recherche de biologie et pharmacologique et expérimentale de la faculté des
sciences a I’Université de Médeéa.
2. Récolte de matériel végétal
La plante Thapsia Garganica était récoltée la période de floraison le mois de Mars de la
région de Berrouaghia. La résine de pin d’Alep était récoltée de la région de Berrouaghia Cherata,

wilaya de Médéa. Dans cette étude la partie souterraine (racines) et la résine de pin d’Alep sont

ciblée dans cette étude.

Figure 22 : Thapsia Garganica et résine de pin d’Alep.

Les deux sont séchées al’abri de la lumiére pendant un mois. Une fois séchée le matériel végétal
aété broyée dans un broyeur jusqu’a 1’obtention d’une poudre, puis conservé dans des flacons, bien

fermés a I’abri de la lumiére, de L’humidité et de la chaleur jusqu’a son utilisation.
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3.Préparation d’extrait méthanoique (MeOH)

Pour extraire les polyphénols totaux (PPT), la méthode utilisée ¢’était macération avec le
solvantorganiques le méthanol. Pour obtenir I'extrait total, nous avons ajouté 30g de poudre a 300
ml deméthanol, puis nous avons agité le mélange de maniere continue pendant 24 heures a
températureambiante. Ensuite, nous avons filtré la suspension avec I’appareil de filtration sous
vide. Le filtrat obtenu a ensuite été évaporés avec le rota-vapeur.

e g mE—sae |
~ T 3 2 S

Erlenmeyer contenant 30g de
poudre végétale + 300ml de
méthanol

Agitation continue 24H Filtration de la suspension
obtenue a I’aide d’appareil de
filtration sous vide

Extrait alcoolique de la
résine de pin d’Alep et
thapsia garganica

Evaporation de méthanol

Figure24 : procédés d'extraction d’extrait de la résine de pin d’Alep et thapsia garganica.
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4. Rendement d'extraction

Une premiére étape essentielle consiste a quantifier le rendement d'extraction d’extrait brut

issu dela résine de pin d’Alep et thapsia garganica, obtenu par la technique de macération.

Le poids de I'extrait sec est déterminé en calculant la différence entre le poids d'un ballon
plein (aprés évaporation) et le poids d'un ballon vide (avant le transfert du filtrat & évaporer),

comme indiqué par référence.

Le rendement (%) est calculé en utilisant la formule suivante : ((Masse de ballon apres
I’évaporation (m1) masse de ballon avant 1’évaporation (m0O)/masse de la poudre végétale.
m0=435,74 m1=448,41

R=(13,67/30) *100=45,56

5. Criblage de matériel végétal

L'analyse phytochimigue constitue une premiere étape dans la recherche de nouvelles molécules
d'origine vegétale possédant des propriétés biologiques et thérapeutiques. Les tests
phytochimiques reposent sur des essais de solubilité des composants presents dans la plante en
fonction de solvants organiques de polarités variées, ainsi que sur des réactions de coloration
spécifique et de précipitation. Les résultats qualitatifs obtenus sont ensuite classifiés enplusieurs

catégories :

(1 Réaction trés positive +++ : Présence confirmée.

[J Réaction positive ++ : présence m

[J Réaction positive ++ : présence m

[J Réaction plus au moins positive + : présence en tant que trace.

[1 Réaction négative -

Ces tests phytochimiques sont utilisés afin de détecter les métabolites secondaires présents
dans la gt 1ls sont realisés en analysant I'extrait végétal sous forme de poudre (Nawel et al.2021.)

a. Test du polyphénol principe

0,1g d’extrait a été dissout dans 3 ml de méthanol et 5 gouttes de FeCI3 a2 % y ont etéajoutées.
L’apparition de la couleur bleu verdatre signifie la présence des composes phénoliques
(Goudjil,2016)
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c- Test des flavonoides
Principe

Le test consiste a ajouter a 0.5 ml de macerat a une solution de NAOH (10%) et laisser agir
3minutes, 1’apparition d’une couleur jaune intense signifie la présence de flavonoide.
c. Test de tannins

Principe

La détection des tanins est réalisée en ajoutant 1 ml d'extraita 1 ml d'eau distillée, puis en ajoutant
2 a 3 gouttes de solution de FeCI3. Une coloration bleu-noir indique la présence de tanins
galliques, tandis qu'une coloration vert-noir indique la présence de tanins catéchiques ((Douhou
et al & Diallo et al)

d. Test de Terpénoides

Principe
Ce test consiste a ajouter 0.5 ml de maceérat avec 1 ml de CHCL3 et quelques gouttes d’acide

sulfurique concentré.

La présence de terpénoides est confirmée par I’apparition d’une interface brune.

d. Test des protéines

Principe
1 ml de maceérat été additionné a 5ml de solution A (98 ml de carbonate de sodium (NA2CO3)
a 2 % dans hydroxyde de sodium (NAOH) 0.1 N, 1ml de sulfate decuivre a 1 etlml de tartrate
double de potassium sodium). Apres avoir agité et laisser au repos pendant 10 min .0 ,5 de
réactif de folin ont été ajoutés. Le mélange a été ensuite agit énergétiquement puis laisser reposer
pendant 30 Min. La présence de protéines a été indiquée par I’apparition d’une couleur
bleue.

6.Evaluation de I'activité antioxydante
Test du pouvoir anti radicalaire (Piégeage du radical libre DPPH)
Principe

Le DPPH est un radical libre violet stable en solution, qui présente une absorbance

caractéristique entre 512 et 517 nm. Lorsqu'il est réduit en diphényle picryl-hydrazine (jaune)
par un composé ayant des propriétés anti radicalaires, sa couleur violette disparait rapidement,
entrainant une décoloration. L’intensité de la couleur est inversement proportionnelle a la

capacité des antioxydants présents dans I’échantillon a donner des protons (Sanchez-Moren
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DPPH DPPH-H
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W i represents antioxidant

Figure 23: Mécanisme réactionnel du test DPPH« entre 'espéce radicalaire DPPHe et un

antioxydant (RH) (Goudjil,2016)

7.Etude in vivo

7.1Matériel biologique
28 souris ont été recrutées dans cette étude. Nous avons utilisé comme modeéle expérimental des
souris males de souche BALB/c du méme &ge (01 mois) d’un poids moyen de 24 g provenant de

I’Institut Pasteur d’Alger.

Les souris ont été soumises a un protocole d’¢levage conventionné, au sein de I’animalerie de la
faculté des sciences - Complexe annexe au laboratoire de recherche scientifique (Biologie et
Pharmacologie expérimentales), Université de Médéa.

Les animaux ont été soumis a une étude transversale cas/témoins sur quatre semaines. A la fin

dechaque semaine, 5 souris de chaque lot ont été sacrifiés.
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7.1.2 Conditions d’élevage

L’¢levage des souris est effectué a I’aide de I’administration de granulés (4 g par souris par
jour),en respectant les normes de température ambiante (22 + 2) °C, ainsi que le cycle de
lumiére/obscurité de 12/12h adéquat a leur horloge biologique. Pour se faire, des cages
traditionnelles recouvertes d’une litiere composée de sciure de bois, de mangeoires et debiberons,
a éte utilisée. Les souris ont bénéficié d’une période d’adaptation d’une semaine avantd’étre
soumis aux tests expérimentaux. Toutes les procédures animales ont été approuveées et réalisées

conformément aux directives du national Institute de la santé.

Figure 24 : Représentation photographique d’un lot des souris dans une cage conventionnelle.

7.1.3 Sacrifice et prélevement de sang et d’organes

On prend du sang de la veine latérale de la queue a I’exposition de la queue de I’animal a une chaleur
légere 37C° on utilise une lampe chauffante, qui facilite le prélévement sanguin ou L’injection
intraveineuse]. A I’aide de tube capillaire & hématocrite on prend du sanget le met dans des tubes a
Eppendorf contenant un anticoagulant Ethylénediaminetétraacétique « EDTA ».

L’utilisation de I’artére caudale, située au centre de la queue, ventralement, peut faciliter la

récolte de 1’échantillon sanguin. L’animal est ensuite pese puis sacrifié.
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Figure 2 5 : Prélevement sanguin a partir de la queue.

Les souris sont anesthésiées par le chloroforme dans une boite hermétiquement fermée pendant une
a deux minutes, au moment du sacrifice, le sang est collecté dans des tubes secs et d’autres héparines

pour des tests ultérieurs.

Le colon est rapidement récupéré ainsi que et le foie ; les deux organes sont conservés dans des

flacons contenant le formol dilué (10 %) pour éviter son autolyse.

Deux parties distinctes du célon sont isolées, afin d’étre soumis & comparaison lors de 1’étude
histologique ; nous citons la partie distale et la partie proximale. La conservation, jusqu’au jourdu test
expérimental se fait sur tubes Eppendorfes a I’aide d’eau saline, a température allant a

-20°C.

Le sang collecté est centrifugé a 1000 rpm pendant 15 minutes, le plasma obtenu est conservé a une
température de -20°C pour jusqu’au jour des dosages biologiques.

Figure 26: la dissection de la Souris
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Figure 27 : Mise en évidence du c6lon apres le lavage

7.1.4 Préparation de I’homogénat

On fait sortir les échantillons a température ambiante, du congélateur pendant un bon moment

jusqu’a ce qu’ils soient complétement décongelés avant de pouvoir les manipuler.

On retire le c6lon a 1’aide d’une pince en la plagant sur du papier pour éliminer L’excés d’eau, il
faut ensuite la peser et remettre dans les flacons appropriés.

Apres cela, nous passons a 1’étape de broyage, en utilisant I’homogénéisateur (une minute pour

chaque échantillon), et en ajoutant 1’eau saline en fonction du poids du c6lon [pour chaque
0.1 mg on ajoute 1 ml d’eau saline].

On procéde ensuite a une centrifugation pendant 15 min et 10000 rpm pour recueillir le
surnageant, et les remettre au réfrigérateur pour une utilisation ultérieure.

7.1.5 Méthodes expéerimentales
a. Préparation de solution de Carraghénane

On dissout 1g de k-carraghénane dans 100 ml d’eau distillée, puis on agite avec un agitateur

pendant une heure (la solution doit étre préparée une nuit a I’avance).

b. Préparation du macéréat
On additionne & 2 g de poudre de racine de Thapsia Garganica 2 g de poudre de résine de pin
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D’Alep, puis on compléte jusqu’a 100 ml, avec de I’huile d’olive dans un flacon.

On conserve le macérat a I’abri de lumiere pendant 10 jours avant la filtration et 1’utilisation.

Figure 28 : le macérat obtenu aprés 10jours

7.1.6 Répartition des souris

Les souris ont été réparties en quatre lots comparables (matchés) pour le poids, 1’age et le sexe.

Un groupe a été sacrifié aprés 3 semaines et I’autre apres 6 semaines de gavage.

[0 Lot1: lottémoin négatif, dont les souris ont recu un volume de 0,2 ml de solution PBS
par gavage gastrique une fois par jour (la dose de solution donnée était liée au poids

de la souris pour chaque 20 425g 0 ,2ml).

[0 Lot 2 : lot positif, les souris ont recu un volume de 0,2ml a 0,3 ml de solution préparée de

carraghénane par gavage gastrique une fois par jour.

[0 Lot3 - les souris ont recu un volume de 0,2ml a 0,3 ml de maceréat par gavage gastrique

une fois par jour.

00 Lot 4 . les souris ont recu un volume de 0,2 ml a 0,3 ml de solution préparée de
carraghénane pendant les trois premiers semaines (2 1jours) puis, ont recu de 0,2ml

a 0,3 ml de macérat par gavage gastrique une fois par jour.
e L’identification individuelle des souris se fait par numérotation au niveau de la queue

a I’aide d’un marqueur permanent.
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7.1.7 Evolution du poids corporel

Le poids corporel de chaque souris a été noté chaque jour durant toute la durée de

I’expérimentation. De plus, les souris sont pesées le dernier jour juste avant le sacrifice.

. 7.1.8 Méthode de Gavage des souris

Tout d’abord, nous utilisons une sonde de gavage appropriée aux souris (acier inoxydable)

d’une longueur adaptée a la taille de I’animal.

On injecte par biais d’un seringue adéquate, un volume de 0.2 ml de la solution de carraghénane

de 0,2 ml de macérat.

Aprés avoir tenu I’animal de maniére a ce que la téte ne puisse pas bouger pendant la Procédure,
nous insérons 1’aiguille a c6té des dents de devant a un angle de 45° tous en L’insérant doucement
le long du palais et en descendant lentement sans forcer. Aprés gavage des souris, nous retirons

délicatement la sonde de gavage

.Tableau 03 : mise en évidence le protocole suivis pour 1’étude

Voie
Les groupes substance La durée (jrs) La dose (ml) d’administration
Groupe01
o Orale Par
(témoin PBS 21 0,20,3
e gavage
negatif)
Groupe 02 Orale Par
. - carraghenan 21 0,2.0,3
(témoin positif) gavage
Orale Par
Groupe 03 Macérat 21 020,3
gavage
21 jours CGN+21 Orale Par
Groupe 04 CGN+macérat| . o 0,20,3
jours de macérat gavage

Protocoles expérimentaux

Avant le sacrifice : le sang a été prélevé a partir de la veine latérale de la queue de chaque souris
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dans des tubes EDTA, afin de mettre en évidence la formule de numération sanguine
(FNS).Parallélement, un autre volume sanguin intracardiaque a été prélevé dans des tubes secs
pour (dosage de Nitric Oxide, et dosage de protéines totales et héparinés pour le dosage de
Malondyaldehydes(indice de 1’oxydation des lipides),et pour 1’évaluation de I’activité de la
catalase.

7.1.9 Etude histologique
a- Fixation du colon et foie :

Il s'agit d'une étape essentielle dans la préservation des tissus dans un état proche de la
vie. La fixation se fait dans du formol a 10% jusqu’au moment de 1’analyse histologique, dans
le but de conserver les structures histologiques et protéger 1’organe de toute autolyse. Le foie
de chaque souris est mis dans un pilulier avec un volume de formol 10 fois supérieur a la taille
del’organe, et pour le colon on 1’étalait sur un support et le mets dans le formol a 10%.

b_Lavage et Déshydratation

[1 Cette étape prépare le tissu pour I'inclusion de paraftine. Pour cela, ’organe est retiré du
Pilulier est mis dans 5 bains de lavage d’eau courante pendant 5 minutes chacun,

dans le but dele débarrasser de I’excés de formol.

) La déshydratation est réalisée manuellement par une série de bains successifs d’alcool a
Concentration croissante (70 %, 90 % et 100 %) pendant 20 minutes chacune

afin d’enlever complétement I’eau des tissus.

1 Cette étape est suivie d’un bain de Xylene pendant 10 minutes pour éliminer les traces
D’alcool absolu.

Tableau 4: les étapes de la déshydratation.

Etape 01  Etape 02  Etape03 Etape 04 Etape 05 Etape 06  Etape 07

Alcool Alcool  Alcool 90%  Alcool 90 % Alcool Alcool Xyléne
70% 70% 100% 100%
10 min 10 min 10 min 10 min 15 min 30 min 10 min

c)Inclusion en paraffine

En premier lieu I’inclusion se fait en 2 bains de paraffine de T 56¢°pendant une heure et demi
ensuite les organes imprégnés sont transférer dans des cassettes identifies puis émerger dans la

paraffine les blocs sont préparer et conservé au froid +4.
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Tableau 05 : Les étapes depuis le prélevement jusqu’a I’obtention du bloc.

Etapes Réactifs Durée

| - Fixation Formol 48h

2 - Déshydratation Ethanol 70 % 10 min
Ethanol 90% 15 min
Ethanol 90% 1 5min

Ethanol 100% 30min

Ethanol 100% 15 min
3- Imprégnation Xyléne 10 min
4 -Inclusion Paraffine 90 min
Paraffine 90 min

d) Coupe au microtome.

Nous utilisons un microtome semi-automatique pour réaliser des coupes ultrafines pour
L’observation microscopique (microscopie optique).

Nous commencons par couper le bloc de paraffine contenant le tissu en bandes de 5 um

une plaque chauffante a 35° pour assurer une bonne adhérence aux lames de tissus avant la

(1 Les coupes de tissus sont étalées ensuite sur des lames de verre, qui a ensuite été séché sur
coloration.

Figure 29 : lllustration de la méthode Utilisée pour couper des blocs a 1’aide d’un microtome

automatique.

Figure 30 : Illustration de la méthode de fixation des lames
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e) Déparaffinage et réhydratation

Cette étape sert a enlever la paraffine et de réhydrater 1’échantillon, ceci par une série de bains
2 bains de Xylene 10 minutes chacun, suivis de 3 bains d’alcool a concentration
décroissante (100%, 96% et 70%) et un bain de rincage.

Coloration a ’hématoxyline-éosine

La coloration permet d’établir un contraste entre les différentes structures cellulaires, nous

avons utilisé la technique de ’hématoxyline-éosine.
L’hématoxyline est un colorant nucléaire. 1l colore notamment les noyaux en bleu/violet.

L’éosine est un colorant cytoplasmique. Il colore le cytoplasme en rose et les autres éléments
cellulaires basiques en rose/rouge.

Mode opératoire :
-Un bain d’hématoxyline d’une minute et 30 secondes suivi par un lavage a I’eau de robinet.

Le grossissement, ont utilisant les grossissements 40 et 100 pour 1’observation microscopique.

Tableau 06 : Protocole de coloration.

réactif durée
xyléne 10 min
xyléne 10 min
Alcool 100% 2 min
Alcool95% 2 min
Alcool 70% 2 min
Eau distillée 2 min
hématoxyline 2 min
Eau de robinet rincage
éosine 30 secs
Eau distillée rincage
Eau distillée rincage
Alcool 70%(2bains) ringage
Alcool 95%( 2 bains) ringage
Alcool 100%(2bains) ringage

- 49 -



Matériels et méthodes

Xyléne 1 min

E-Kit montage

f) Déshydratation et montage

La déshydratation consiste a faire passer les lames dans Bains  d’alcool &
concentration croissante (70 % 96 %, 100 %,) pour 2 minutes chacune

suivis d’un bain de Xyléne pendant une minute.

Le montage des coupes entre lames et lamelles a été effectué avec une solution d’adhésion

(Eukit) pour étre prétes a étre observées au microscope.

e) Observation microscopique

La lame a été placée sur la platine de microscope optique. L’observation microscopique
débute par la mise en évidence a 1’aide du plus faible grossissement puis 1’objectif est réglé, pour
augmenter le grossissement, en utilisant les grossissements 40 et 100 pour 1’observation

microscopique.

8. Parametres de stress azoté & oxydatif
8.1 Dosage du NOx par la méthode de GRIESS

La quantification du NO est difficile en raison de sa demi-vie trés courte (quelques
secondes),pour ces raisons la formation de NO dans les milieux biologiques est généralement
évaluée indirectement en déterminant la concentration de nitrite (NO2-) et le nitrate (NO3-),
qui sont les produits de dégradation oxydative du NO.
a. Principe

La détermination de I’oxyde nitrique est effectuée par la méthode GRIESS, qui a été mise
en évidence pour la premiére fois en 1879 et est une méthode simple, rapide et peu colteuse. La
réaction de Griess ne permet que la mesure du nitrite.
b.but

Mise en evidence de la capacité antiinflammatoire du macérat.

c. Protocole

Solution01: 10 g acide sulfanilamide dissous dans 100 ml d’orthodianisine
Solution 02 : 0,01 g éthyléne diamine (NED) dissous dans 100 ml d’eau distillé

Echantillon : homogénat, sérum 100 ul.On prend 1 ml de solution (01) qui était déja préparé
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10 g acide sulfanilamide dissous dans 100 ml d’orthodianisine avec 1 ml de solution (02)( 0,01
g éthyléne diamine (NED) dissous dans 100 ml d’eau distillé) en rajoutant 100 ul de

I’échantillon on comparant avec le blanc quiest la solution 01+solution 02 + eau distillée.

8.1.2 Evaluation de I’activité de catalase
a.principe

Un large nombre de tissus contiennent des catalases. Ce sont des enzymes tétra métriques,
avec une molécule d’héme et une molécule de NADPH dans chaque unité. Ces enzymes
défendent lacellule contre le stress oxydant en éliminant les espéces oxygénées et en accélérant
la réaction spontanée de dismutation du peroxyde d’hydrogeéne (H202), qui est toxique pour la

cellule, en eau et en oxygene(Regoli and Principato,1995)

.b.but

Vire la capacité antioxydante du traitement utilisé

c.Protocole

Dans un tube a essai on prend 1 ml de tampon phosphate et I’additionner de 25 pl de plasma.

(1975 ul d’H 2 O 2 sont rajoutés directement, vortexés.
(1 Lire immeédiatement la Densit¢ optique. La langueur d’onde est 240 nm

] Pour I’homogénat on prend 1,9 de tampon phosphate avec 20 ul d’homogénat avec 1 ml de
H202.
8.1.3DOSAGE DE Malondialdéhyde
a.Principe
Depuis le début de I’étude du stress oxydatif, les scientifiques se sont acharnés par la
découverted’unbiomarqueur capable d’identifier de maniere fiable la présence de stress oxydatif

dans diverses situations expérimentales ou cliniques. La mesure du

Malondialdéhyde (MDA) comme marqueur de I’oxydation des lipides a longtemps éte

considéréecomme le test de référence.

b.but

Rechercher I’effet antioxydant du suppose traitement administré.

c. Protocole

10,2 ml d’homogénat de tissu est ajouté au tube contenant 0,2 ml de dodécylsulfate de sodium
(SDS) a 8,1 %, 1,5 ml de solution d’acide acétique a 20 % (ajustée a un pH de3,5 avecIN(NaOH) et

1,5 ml de solution d’acide Thio barbiturique (TBA) a 1 %.
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] Le blanc a été préparé pour chaque €échantillon en remplagant la solution de TBA par de I’eau

distillée. Le volume final a été porté a 4,0 ml avec de I’eau distillée.

La solution a été mélanger et chauffée au bain-marie a 95°C pendant 60 minutes.

Les tubes sont ensuite été immédiatement refroidis et 2,0 ml de I’aliquote sont transférés dans un tube

a centrifuger auquel un volume égal de TCA a 10 % a été ajouté au préalable.
1 La solution est mélangée et Centrifugée a 1000 g pendant 15 minutes.

) La densité optique (D.O) est déterminée a une longueur d’onde de 532 nm.
La peroxydation des lipides a été calculée al'aide de la formule suivante

_ 0.D.ofsample x Dilution factor

E X Tissue weight (mg)
Where,
Dilution factor = 0.5
Extinction coefficient of MDA (E) = 1.56 x 10°

The results were expressed as n moles of MDA/mg tissue/60 minutes.

8.1.4 Dosage des protéines tissulaires par méthode de BRADFORT
a. Principe :

Dans un milieu alcalin, les ions cuivriques interagissent avec les ions peptidiques des protéines, créant
un complexe coloré (Gornall et al., 1949).
Mode opératoire :

Préparation du Réactif de Bradford

La méthode de Bradford (1976) a été utilisée pour calculer la quantité de protéines.

Tableau 08 : Préparation de la solution de Bradford.

Produit Quantité
Bleu de Coomassie G250 50mg
Ethanol (95%) 25ml
Acide Phosphorique (85%) 50ml
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Eau distillée 500ml.

[ Le mélange (Bradford) ainsi obtenu qui est filtré puis conservé a 1’obscurité a 4°C.
Pour la préparation de la solution, 50 ul du surnageant de c6lon ont été homogénéisés avec2 mi

de Bradford
"I Le mélange est ensuite vortex¢ et laissé pendant 15 minutes a la température ambiante.
(1 Préparation du blanc : il s’agit de I’eau distillée uniquement.

! La longueur d’onde de la lecture  est de 595 nm.

-53-



Reésultats et
discussion



Résultats et discussion

I11.PARTIE 03 :
Résultats et discussion

1. Screening phytochimique

Les tests de caractérisation réalisés sur le macérat ont données les résultats illustrés dans le
tableau suivant

:Tableau 09 : profil phytochimiques de macérat.(originale 2023).

Métabolites . A . )
) observation Macérat Coloration et observation
secondaires

polyphénols ++++
] loration
tanins Coloratio i
brune
Coloration
. . +++
jaune intense
Coloration
Terpénoides brune +++
verdatre
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0 i (LD

Protéines

Flavonoides

+++ : Présence confirmée. ++présence modérée.

Les résultats présentés dans le tableau montrent une richesse relative en métabolites secondaires
analysés dans les plantes, Cette différence dans le profil chimique des extraits est due a plusieurs
facteurs tel que : la nature du solvant, la situation géographique, la période de récolte et la
méthode d’extraction.

2.Activite antioxydante par  diphényle picryl_hydrazyl (DPPH).

La méthode au DPPH a éteé utilisée pour effectuer le test antioxydant. Pour cela, 50 pl de chaque
solution méthanolique desextraits a différentes concentrations ont été ajoutes a 1,95 ml de solution
méthanolique de DPPH(0,025 g/l). En paralléle, un contrble négatif a été préparé en mélangeant
50 pl de méthanol avecl1,95 ml de solution méthanolique de DPPH. Aprés une incubation de 30
minutes dans I'obscuritéa température ambiante, la lecture de I'absorbance a été effectuée a 515
nm en comparant avec un blanc préparé pour chaque concentration. Un contrdle positif a été
réalisé avec une solution d'un antioxydant standard, I'acide ascorbique, dont I'absorbance a été
mesurée dans les mémes conditions que les échantillons. Chaque test aété répété 3 fois pour

chaque concentration. Les résultats ont été exprimés en pourcentage d'inhibition (1%).

Acide ascorbique%
70
y=106,13x+4,3784

50
40

—= AA%
30

10

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
concentration mg/ ml

% activité antiradicalaire

Figure 31 : pourcentage d’inhibition d’acide ascorbique.
-56 -



Résultats et discussion

extrait méthanoique %

70

60 y=156,57x+ 19,845
R?=0,9916
50
40 ®
30 ® ®  AA%
20 ' ........................... Linéaire (AA%)

10

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3

concentration mg/ml

Figure 32 : pourcentage d’inhibition d’extrait méthanolique.

Nous avons consacré cette section a examiner la capacité de piégeage du radical libre DPPH par
les substances antioxydantes présentes dans de le thapsia garganica et la résine de pin d'Alep. Cette
étude est motivée par le fait que les radicaux libres jouent un réle dans le développement de
plusieurs maladies.Donc selon ces résultats on constate que 1’activité anti radicalaire de 1’extrait
méthanolique atteint respectivement 12,60% a la concentration 0,03125mg /ml, 24,46% a la
concentration 0,0625mg/ml, 28,58% a la concentration 0 ,125mg/ml, 41,44% a la concentration
0,25mg/ml.58,26%0a la concentration 0.5mg/ml. Ces résultats montrent que 1’extrait méthanolique
présente une bonne activitéanti radicalaire. Ceci prouve leur capacité anti radicalaire qui est
exprimée par la valeur IC50 qui est 0,19mg/ml.Les résultats obtenus par(“Hammami Ferroudja
& Talbi Katia.2016.) ,ont montré que 1’extrait éthanoique de la résine de pin d’Alep seul possede
une activité anti radicalaire importante.(Khenouf et al, 2012), ont montré que I’extrait brute
possédé une activité anti radicalaire inferieur que la partie aérienne de thapsia garganica
seul. L’activité anti radicalaire de 1’acide ascorbique est significativement supérieure acelle
obtenuespar la plante thapsia garganica et la résine d pin d’Alep, avec IC50 est 0,42mg/ml La
capacité antioxydante de la combinaison thapsia Garganica et la poudre de résine pin d'Alepest
due a la présence de divers composés antioxydants tels que les caroténoides, les flavonoideset les
tannins. Des études, telles que celle menée par(Suchitra M R et al., 2020)), ont démontré que les
composés poly phénoliques, en particulier les tannins et les flavonoides, présentent des propriétés
antioxydantes, anti-inflammatoires et analgésiques. Les flavonoides agissent en stimulant ou en

protégeant les systémes antioxydants naturels de lI'organisme, ce qui leur confere leur capacité
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antioxydante. Ils sont capables de neutraliser les radicaux libres et d'activer les autres antioxydants

présents dans le corps. Leur activité antioxydante leur permet également de réguler les radicaux,
tels que I'oxyde nitrique, ce qui favorise une bonne circulation sanguine, coordonne l'activité du
systeme immunitaire et du cerveau, ainsi que module la communication entre les cellules
cerébrales (Ross and Kasum, 2002). Les antioxydants jouent le réle de nettoyeurs des radicaux
libres en prévenant et en réparant les dommages causeés par les espéces réactives de I'oxygéene
(ROS){Sahar et al, 2022).

Résultats

Tableau 3.1 Caractéristiques des souris subdivisées en lots de comparaison.

Variable Lot 1 macérat Lot 2 Carageenan Lot 3 carageenan
+macérat
Age (jours) 35 35 35
Poids (g) 27,48 23,5 26,4
Sexe MALES MALES MALES
0,16
0,14 I
0,12
= 0,1
z I
= 0,08 -
(=)
= 0,06
0,04
T
0,02
0
LOT1 LOT2 LOT3

COLON DISTAL
B COLON PROXIMAL

0,138709677
0,143951613

0,032258065
0,133333333

0,095295699
0,057419355

Figure 33 : Niveaux de peroxydation des lipides sur I’homogénat du c6lon distal comparé au c6lon
proximal chez les souris traitées avec le macérat comparés aux souris avec carraghénan et ceux avec
carraghenan et macérat en méme temps. MDA : malondialdéhyde
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= COLON DISTAL 8,6 24,4 64,5
= COLON PROXIMAL 10,0 4,1 18,9

Figure 34 : Concentrations du NOx sur I’homogénat du c6lon distal comparé au cdlon proximal chez
les souris traitées avec le macérat comparés aux souris avec carraghénane et ceux avec carraghénane
et macérat en méme temps. NO : Monoxyde d’azote

3,50
3,00
< 2,50
3
= 2,00
wv
Q
£
3 1,50
j<
o
= 1,00
—
0,00 - -
LOT1 LOT2 LOT3
B COLON DISTAL 0,38 2,92 0,71
B COLON PROXIMAL 0,37 0,45 2,47

Figure 35 : Concentrations de protéines sur I’homogénat du c6lon distal comparé au cdlon
proximal chez les souris traitées avec le macérat comparés aux souris avec carraghénan et ceux
avec carraghenan et macérat en méme temps.
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Activité de la Catalase (mmol de H202
réduit/min/mgde prot)

Titre de I'axe

el |[OT]1 ol LOT2 === LOT3

Figure 36 : Cinétique enzymatique de I’ Activité de la catalase mesurée sur les homogénats des
colons des trois lots de souris comparés. H202 : Peroxyde d’hydrogéne ; Prot : Protéines, min :
Minutes
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< Colon Colon Colon Colon Colon Colon Colon Colon

distal distal distal distal = proxim proxim proxim @ proxim
t0 t1 12 t3 al to altl alt2 alt3

= | O0T1 0,71501 0,69206 0,68033 0,66605 0,04085 0,01676 0,00314 0,01571

Figure 37 : Cinétique enzymatique de 1’ Activité de la catalase mesurée sur ’homogénat de du

cblon distal comparé au c6lon proximal chez le lot de souris LOT 1.
H202 : Peroxyde d’hydrogene ; Prot : Protéines, min : Minutes

LOT2

1
0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
03
0,2
0,1

0

Activité de la catalase (mmol de H202
réduit/min/mg de prot

1 2 3 - 5 6 7 8
= | O0T2 0,01254 0,01281 0,01288 0,01294 090439 0,90482 0,90525 0,90396

Figure 38 :Cinétique enzymatique de 1’ Activité de la catalase mesurée sur I’homogénat de du

cblon distal comparé au c6lon proximal chez le lot de souris LOT 2.

H202 : Peroxyde d’hydrogéne ; Prot : Protéines, min : Minutes
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LOT3
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LOT3 0,09368 0,09499 0,0963 0,09805 0,022 0,01975 0,0175 0,02194

Activité de lacatalase (mmol de h202
réduit/min/mgde prot)

Figure 39 : Cinétique enzymatique de I’ Activité de la catalase mesurée sur I’homogénat de du

cblon distal comparé au c6lon proximal chez le lot de souris LOT 3.

H202 : Peroxyde d’hydrogene ; Prot : Protéines, min : Minutes I’activité enzymatique de la catalase
est significativement élevée au début cela peut indiquer une augmentation de la production de
peroxyde d’hydrogéne dans 1’organisme, cela se produire en réponse a I’inflammation et le stress
oxydatif.

L’augmentation de I’activité de la catalase peut étre une tentative du corps pour neutraliser I’exces

de peroxyde d’hydrogéne et prévenir les dommages cellulaires.

Interprétation
La mesure de la malonaldéhyde (MDA), comme marqueur de 1’oxydation des lipides, a été

pendanttreés longtemps considérée comme le test de référence.

L’augmentation du taux de MDA est le résultat de 1’augmentation des ERO (Especes
réactives a L’oxygene) qui attaquent les acides gras polyinsaturés de la membrane cellulaire et
provoque la peroxydation lipidique (Battacharya et al., 1997). L’augmentation des ERO pourrait
étre due, soita I’augmentation de leur production, soit a la réduction de leur élimination suite a

I’épuisement dessystemes antioxydants piégeurs tel que rapportent (Cho et al., 2002).
Le malonaldéehyde (MDA), est I’un des dérivés de 1’oxydation lipidique le plus souvent

étudiésLorsqu’on recherche un stress oxydatif et comme la Figure (33) montre un niveau de
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Peroxydation des lipides sur ’homogénat du célon distal comparé au colon proximal chez les

Souris traitées avec le macérat comparés aux souris avec carraghénane et ceux avec
carraghénane et Macérat en méme temps : on remarque Les taux élevés du MDA chez les souris
traitées avec un Macérat dans les deux parties de colon qui témoignent d’un désordre métabolique
qui reflete un état de stress cellulaire et tissulaire, d’autre part le lot traite par carageenan,il y a un
taux eleve deMDA au niveau de la partie proximale, tandis que la partie distale montre un niveau
tres bas de MDA, donc on peut dire qu’il ya un niveau élevé de stress oxydatif au niveau
proximale .dans lelot trois, il y a une présence modeste de MDA dans les deux parties du colon
comparant avec les deux lots précédent, ceci témoignerait d’une variation de I’augmentation ou
diminution des produits de peroxydation lipidique dans les différents lots comparés et au niveau
des différentes parties distinctes du colon, étudiées. Au cours du syndrome inflammatoire, on note
des modifications des taux des protéines plasmatiques (Dubost et al. 1994; Weill et Batteux 2003).
Certaines de ces modifications sont liées a I’activité de cytokines pro-inflammatoires, notamment
I’IL-6 qui agit sur la synthése protéique des hépatocytes. La composition en protéinesd’un sérum
ou dans un autre liquide biologique, tel ’homogénat des tissus coliques étudiés dans le présent
travail, doit étre étudiée D’abord par la détermination du taux des protéines totales, puis par
I’examen de sa composition en protéines. Les effets de ces variations sur la concentration des
protéines totales vont se traduire, soit par une hypo protéinémie, soit par une hyper protéinémie.
Les protéines totales dans 1’organisme se référent a la somme de toutes les protéines présentes,
elles sont impliquées dans la structure et la fonction des cellules.sa présenceest essentielle pour
maintenir le fonctionnement normal de 1’organisme. La figure (35) montre une concentration
faible de protéines dans les deux parties du colon dans le lot macérat et méme dans la partie
proximale et distale de carageenan,il et carraghénane plus maceérat respectivement, bienque la
concentration de protéines est trés élevée dans le lot carraghénane spécifiquement la partie distale

et dans la partie proximale dans le troisieme lot.

la catalase est une enzyme présente dans de nombreux organismes ,elle joue un réle essentiel
dans la décomposition de I’eau oxygénée en eau et en oxygene ce qui permet la neutralisation de

peroxyde d’hydrogéne , une substance potentiellement toxique produite lors de divers processus
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Métaboliques. La figure démontrant la cinétique enzymatique de I’activité de I’enzyme catalase,
Supposée active dans I’homogénat colique des trois lots de souris comparés, et au sein des deux

Parties du colon étudiés ; montre une activité élevée de catalase au premier lieu qui tend a
diminuer en fonction du temps, par contre le deuxiéme lot montre une cinétique inverse vis-a-vis
du précedent, ce qui signifierait une activité enzymatique importante au niveau du lot 1, ceci

témoignerait d’une immunité fonctionnelle et active des souris. Dans le troisieme lot, il ya une
Présence trés modeste d’activité enzymatique ; cela pourrait indiquer une production affaiblie

Peroxyde d’hydrogéne chez ce It de souris. De nombreuses tentatives ont été faites pour évaluer
I’ ; activité in vivo du NO. Un des moyens pour déterminer cette activité serait de mesurer les
métabolites de la réaction d’oxydation du NO, notamment les nitrates et les nitrites (NOXx) dans les
liquides biologiques, tels que le plasma et les urines, les homogénats tissulaires et autres (Sabryet
al., 1996). Plusieurs études auparavant, ont mesuré la concentration de NOx dans le sérum (Choiet
al., 2001; Kondo et al., 2006) par L’utilisation de différentes méthodes de dosage, dont celle de
Griess, actuellement la plus sollicitée pour sa simplicité, sa rapidité et son faible colt (Ghasemi et

al., 2007).le monoxyde d’azote (NO) est également appelé oxyde nitric , il agit comme un gaz de

Signalisation qui joue un role important dans la vasodilatation et un réle dans la réponse

immunitaire, en contribuant a la destruction des micro-organismes pathogénes . La figure

(34) montre que la concentration de NO de lot numéro 01 est tres faible, probablement ceci indiquerait
une limitation de la réponse immunitaire inflammatoire. De plus, dans le lot numéro 02, la
concentration de NO est modeste dans le colon distal cela signifie que peut étre due a la réaction de
systeme immunitaire contre le carageenan,il, il, élément supposé pro-inflammatoire. Dans le lot
numéro 03, on trouve une concentration élevée de NO, qui pourrait indiquer : 1’activation du systeme
immunitaire pour amorcer la réaction inflammatoire, peut agir comme un médiateur de
I’inflammation en modulant la libération de médiateurs inflammatoires, il favorise lavasodilatation

et en régulant les réponses immunitaires.
Influence du macérat sur I’histologie

Dans le but d’évaluer I’effet de macérat nous avons réalisé des coupes histologiques au niveau du
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foie et colon chez tous les groupes des souris. L'examen histologique est congu dans le but de
compléter nos resultats précédents.

Etude histologique du foie

Les résultats de I’étude histologique du foie des différents groupes sont présentés dans les figures
suivantes

Les coupes histologiques du groupe témoin
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Figure 40 : Coupe histologigue du tissu de foie du groupe Témoin. Coloration hématoxyline éosine
A (Gx10) et B (Gx40).

Le parenchyme hépatique est organisé en lobules sans séparation visible et il, est
schématiquementhexagonal avec un espace d'entrée a chaque sommet.

Ces lobules sont centrés sur la veine Centro-lobulaire. Entre la cavité porte et la veine Centro-
lobulaire, les travées hépatiques sont séparées par des sinusoides.

Les hépatocytes sont de grandes cellules polygonales disposées en rangées de 1 a 2
cellulesd'épaisseur. Ce sont des cellules polarisées (base coté sinusoidal, sommet c6té tubule).

Le canalicule biliaire est un petit espace intercellulaire entre les pbles canalicules de deux
ou trois hépatocytes. lls forment un réseau qui draine la bile synthétisée par les hépatocytes a

proximité de I'espace d'entrée. Les tubules ne sont pas Visibles sur des coupes de tissus avec les
techniques habituelles.
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Les coupes histologiques de groupe de carraghénane et macérat seule

Figure 41 : la Coupe histologique du foie du groupe traité par le carraghénane.
Coloration hématoxyline éosine A (Gx10) et B (Gx40).

%

la Coupe histologique du foie du groupe traité par le macérat.
Coloration hematoxyline éosine A (Gx10) etB (Gx40).

Figure 42 :
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Figure 43 : la Coupe histologique du foie du groupe traité par le
carraghénane et macérat. Coloration hématoxyline éosine A (Gx40)

L'analyse histopathologique des foies de chaque groupe (carraghénane, macérat, carraghénane et

macérat) a montré que le parenchyme hépatique a généralement conservé sa structure.

Les coupes histologiques de groupe témoin (colon distale)

Les coupes histologiques de groupe de carraghénane et macérat seule

Figure 44 : la Coupe histologique de colon partie distal du groupe traité par le
carraghénane Coloration hématoxyline éosine A (Gx10) et B (Gx40).
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Chez les souris traitées par le carraghénane on note qu’il y’a

e Une déformation de couche de cellules épithéliales.

e Une détérioration de cryptes.

Infiltration de neutrophiles. Lamina propria est occupée en raison de 1’augmentation des
plasmocytes et des neutrophiles. Les neutrophiles sont anormaux et ne devraient pas étre la du

tout. En plus, des territoires d’hémorragie et d’extravasation des globules rouges dans le t

Figure 45 : la Coupe histologique de colon partie distal du groupe traité par le carraghénane

Coloration hématoxyline éosine A (Gx40).

L'un des traits morphologiques caractéristiques et fréquents de la RCH est la distorsion
architecturale des cryptes, qui se caractérise par des cryptes irrégulierement disposées, ramifiées,
dilatées et/ou raccourcies. Au cours desquels la lamina propria a été enflammee, des plasmocytes
se sont rassemblés dans la région basilaire de la lamina propria et des lésions importantes des
cryptes avec régénération se sont produites. La distorsion architecturale de la crypte est

considérée comme une caracteéristique de la lésion chronique.
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Figure 46 : la Coupe histologique de colon partie distal du groupe traité par le macérat. Coloration
hématoxyline éosine A (Gx10) et B (Gx40)

On note que la structure des couches est on bon état, elles possedent une organisation tissulaire a

la limite de la normale proche a celle observée dans le groupe témoin.

Les coupes histologiques de groupe de carraghénane traité par le macérat

Figure 47 : la Coupe histologique de colon partie distal du groupe de carraghénane traité parle

macérat. Coloration hématoxyline éosine A (Gx10).
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Figure 48 : la Coupe histologique de colon partie distal du groupe de carraghénane traité par le
macérat.Coloration  hématoxyline  éosine A (Gx10) e B (Gx40).Le plus
souvent, on observe un Iéger infiltrat lymphoplasmocytaire dans la lamina propria.Cependant,
les cryptes sont généralement disposées de maniére plus uniforme et ne sont pas déformées.

Quelques neutrophiles peuvent étre présents dans la lamina propria, ou parfois dansune crypte.

Afin de vérifier les résultats des dosages des biomarqueurs de stress oxydatif dan I'homogénatdu
cblon provoqué par le carraghénane, une étude histologique du foie et du cblon distal a été
réalisée sur les quatre groupes mentionnés précedemment, en utilisant la coloration a
I'nématoxyline et a I'éosine. Les résultats ont montré que I'administration de carraghénane aux
souris a entrainé des modifications de la structure du célon, mais n'a pas affecté le foie. Ces
modifications histopathologiques ont confirmé la présence d'une inflammation dans le c6lon
distal des souris. Cependant, les résultats du groupe traité par le macérat ont montré une
amélioration de la structure et une réduction de I'inflammation, ainsi qu'un retour a un état normal
des couches du cblon. De plus, la comparaison des quatre résultats histologiques du foie n'a révélé

aucune différence, ce qui indique que le carraghénane n'altére pas le tissu hépatique et que notre
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Macérat n'a pas d'effet toxique sur le foie.
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Conclusion

Dans le but de découvrir de nouvelles approches thérapeutiques pour le traitement des
maladiesinflammatoires, nous nous sommes intéresseés a la recherche de substances naturelles
provenant dela résine de Pinus halepensis et de la plante Thapsia garganica, qui sont
traditionnellement utilisées par la population algérienne. Cette étude visait a évaluer les activités
biologiques de I'extrait phénolique obtenu en mélangeant la résine de Pinus halepensis et la

Thapsia garganica a Etde differentes méthodes in vitro et in vivo.

Les résultats de cette étude ont révélé que la Thapsia garganica et sa résine étaient une source
importante de composés phénoliques tels que les tanins, les protéines et les flavonoides.
L'évaluation du pouvoir antioxydant de I'extrait phénolique de la résine de Pinus halepensis et
thapsia Garganica a montré des activités antioxydantes tres élevées, depassant les 60% de I'activiteé
étudiée. Les tests in vivo réalisés sur des souris ont également démontré des activités anti-
inflammatoires significatives des composés phénoliques de ces plantes. La richesse de I'extrait
phénolique en composés phénoliques pourrait expliquer les propriétés observées, tandis que le
potentiel antioxydant contribuerait a lutter contre I'inflammation en neutralisant les radicaux libres.
Taux élevé de NO (nitric oxide) : Un taux élevé de NO peut indiquer une activation du systéeme
immunitaire et une régulation de l'inflammation. Dans le contexte d'un traitement anti-
inflammatoire, cela pourrait suggérer que le macérat favorise une réponse immunitaire bénéfique

pour réduire I'inflammation.

Taux modeste a élever de Malondialdéhyde (MDA) : Le MDA est un produit de la
peroxydation lipidique, qui se produit lorsque les radicaux libres oxydent les lipides membranaires.
Un taux élevé de MDA peut indiquer un stress oxydatif accru, ce qui peut étre associé a
I'inflammation. Cependant, un taux modeste a élever peut également indiquer que le macérat a
réussi a moduler laperoxydation lipidique, réduisant ainsi les dommages oxydatifs.

Concentration faible de protéines totales : Une concentration faible de protéines totales peut
suggerer une diminution de la production de protéines, ce qui pourrait étre lié a une diminution
de lI'inflammation. Cependant, une analyse plus détaillée des types spécifiques de protéines et de

leurs fonctions est nécessaire pour tirer des conclusions plus précises

Activité élevée de la catalase suivie d'une diminution : La catalase est une enzyme antioxydante

qui aide a décomposer le peroxyde d'hydrogene, un sous-produit potentiellement nocif du
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Métabolisme cellulaire. Une activité élevée de la catalase initiale pourrait indiquer une réponse
antioxydante pour contrer le stress oxydatif accru. Cependant, une diminution ultérieure de I'activité
de la catalase pourrait suggérer que cette enzyme a rempli son role et que le niveau de stress oxydatif
a diminué.

En combinant ces résultats, il est possible de suggérer que le macérat pourrait avoir un effet anti-

inflammatoire en modulant la réponse immunitaire, en réduisant le stress oxydatif et en favorisantla

régulation de I'inflammation.

Cependant, il est important de souligner que les résultats obtenus in vitro et in vivo ne représentent
qu'une premiére étape dans la recherche de substances naturelles biologiquement actives. Des essais
complémentaires seront nécessaires pour confirmer les performances observeées. Il serait nécessaire de
poursuivre ce travail en évaluant l'activité antioxydante in vitro contre d'autres radicaux libres génerés
par des systemes enzymatiques. De plus, il serait important d'isoler et d'identifier les composés
phénoliques a l'aide de méthodes plus avancées telles que la chromatographie liquide a haute
performance (HPLC) et de réaliser d'autres tests in vivo a différentes doses.

En résume, cette étude préliminaire a permis de mettre en évidence les activités biologiques de I'extrait
phénolique de la résine de Pinus halepensis et de la Thapsia garganica. Ces résultats encourageants
ouvrent la voie a des recherches approfondies sur ces substances naturelles et leurpotentiel

thérapeutique.
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