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INTRODUCTION

Depuis les temps les plus anciens, les grandes civilisations (chinoise, égyptienne,
babylonienne, grecque, romaine, etc.) ont eu recours aux plantes médicinales pour leurs
propriétés thérapeutiques, cosmeétiques, chimiques, diététiques, agro-alimentaires

industrielles et pharmaceutiques.

Plus de 170 000 molécules bioactives ont été identifiées a partir des plantes qui renferment de
nombreux principes actifs ou certains sont issus du métabolisme secondaire (Carillon, A.
2009) tels que les polyphénols qui possedent la capacité d’agir sur I’expression des génes
ainsi que sur de nombreuses voies de signalisation impliquées dans différents processus

pathologiques (Larrosa et al., 2009).

Vu la position géographique privilégiée et I'étendu entre la méditerranée et 1’Afrique
subsaharienne, I'Algérie est considéré parmi les payés connus pour leur diversité floristique

(bounar R et al., 2013) .

Ainsi, I’intérét majeur de ce travail est de mettre en évidence les activités biologiques de
Clematis flammula, une plante médicinale largement employée par les populations rurales en
Algérie pour traiter les différentes pathologies a caractére inflammatoire (Atmani D et al.,
2011), y compris les troubles de I'appareil digestive, les brulures, les douleurs

articulaires...etc.

Les rectocolites hémorragies, sont des pathologies multi factorielles d'étiologie inconnu dont
différents facteurs génétiques, immunologiques et environnementaux, semblent contribuer a

leur developpement.

Dans cette présente étude, nous nous sommes intéressées a 1’évaluation de 1’effet préventif
des extraits de Clematis flammula sur la colite ulcéreuse induite par I'acide acétique chez des

souris albinos males afin de déterminer I'effet protecteur des substances bioactives de ces
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extraits sur divers symptémes et marqueurs de I’inflammation suivant différents parametres

incluant les scores et 1’activité myéloperoxydase.

Pour cela notre étude est divisée en deux parties, la premiére partie de ce manuscrit constitue
une étude bibliographique portant sur les métabolites secondaires et leurs activités
biologiques, ainsi que l’inflammation plus particulierement 1’inflammation intestinale "la
rectocolite hémorragique ". La seconde partie expose les procédés expérimentaux, suivie de la

discussion des différents résultats obtenus.
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Chapitre 11 Mateériel et méthodes
1.1 Matériel

11.1.1 Matériel végétal

Dans ce présent travail, on s’est intéressé¢ a 1’évaluation de I’activité ulcéro-protectrice des
différents extraits (N-butanol, Ether de pétrole, Ethyle acétate a 100-50 et 25mg/kg) de

Clematis flammula sur un modele animal.
I1.1.2 Les animaux et les conditions d’élevage

Des souris albinos méales de souche BALB/c, provenant du centre d’élevage de I’institut
Pasteur d’Alger, ayant un poids compris entre 30 et 40g ont é&té utilisées.
L’expérimentation a été réalisée au niveau du I’animalerie de I'universit¢ Abderrahmane

MIRA de Bejara.

Pour respecter leur cycle biologique, les souris ont été mises sous des conditions de
température ambiante avec un cycle 12h lumiere et 12h obscurité, répartis en lots de 7.

Elles ont été nourris avec du granulé avec un acces libre a ’eau du robinet (Figure N°13).

e e— =

Figure N°13 : Elevage des souris au sein de I’animalerie (Originale).




Chapitre 11 Mateériel et méthodes

11.1.3Appareillages et produits chimiques

Tableau VI : Liste des appareillages et les produits chimiques utilisé.

Etape Produits Matériel et appareillage
Broyage | Les feuilles de Clematis flammula Broyeur (KIKA), tamis a
et différentes

tamisage granulométries

Extraction | Ethanol, Eau, N-butanol, éther de pétrole, éthyle | Ampoule a décanter,

acétate, poudre de Clematis flammula éprouvette, rotavapor
Gavage Eau physiologique, Carboxyméthylcellulose Plague chauffante
(CMC 0,8 %), Sulfasalazine 500 mg (PFIZER), | (LEICA), balance
Extraits de Clematis flammula (RADWAG), vortex
(VELP), sonicateur
(RAYPA),
Induction | Acide acétique (1 %), Vaseline, Eau Tube de polypropylene
d’ulcére physiologique
Sacrifice | Chloroforme Dessiccateur, epingles,
ciseaux, pinces, glace,
épundorff,
Dosage PBS, KoHPO., H,KO4P, HTAB (0, 5%) Vortex, micropipettes,
de la lecteur de microplaque

0 T
MPO H202 (1%), O-dianisidine, ddH.0. (BioTeK), centrifugeuse,
homogénéisateur
(SIGMA), microplague,

épundorff

11.2 Méthodes

11.2.1 Préparation des extraits

A) Récolte

Les feuilles de Clematis flammula ont été récoltées en Juin 2016, dans un endroit naturel
loin de tout impact de pollution dans la forét d’Azru n’Bechar dans la commune

d’ Amizour, wilaya de Béjaia.
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B) Séchage, broyage et tamisage

Les feuilles ont été séchées a I’air libre et a température ambiante. A 1’aide d’un broyeur
électrique,Ces feuilles ont été broyées jusqu'a I’obtention d’une poudre fine de 64pum en

utilisant une tamiseuse électrique, menée de divers tamis a différentes granulométrie.
C) Extraction

L’extraction des composés phénoliques a partir de la poudre fine des feuilles de Clematis
flammula aété réalisée par macération dans 1’é¢thanol (70 %) avec un rapport masse/volume
de (1/4) atempérature ambiante, sous agitation pendant 24 h. Le mélange obtenu a été
transféré dans uneéprouvette et laissé décanter pendant 24h et le surnageant hydro-
alcooliquea été récupéré. L’extraitaqueux a eté obtenuapres évaporation totale du solvant a

’aide d’un rota-vapeur fixé a unetempérature de 40°C (Maamria et al ; 2015).

Cette extraction solide/liquide a été suivie par une deuxiéme extraction liquide/liquide,

avecplusieurs solvants (V/V)(Figure N°14).

Extrait agueux

Ether de pétrole ﬂ.

Agitation et décantation
A JV

Extrait aqueux

Ethyle acétate J\L

Agitation et décantation

RS
' }

Extrait aqueux

N-butanol i,L

Agitation et décantation

A

Extrait éther de
pétrole

Extrait d’éthyle
acétate

'

Extrait aqueux

Extrait de N-
butanol

FigureN°14 : Protocole d’extraction des composés phénoliques des feuilles de Clematis
flammulla
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I1.2.2 Evaluation de I’effet préventif de Clematis flammula sur la RCUH

Un effectif de 84 souris a été utilise au cours de ce protocole. Elles ont été réparties en 12
lots de 7 souris chacun.

Les différents traitements (extraits de Clematis flammula, médicament de référence et la
solution véhicule) ont été administrés par voie intra-gastrique a I’aide d’une sonde a

gavage (Figure N°15)comme le résume le tableau et les figures ci-dessous :

N° du lot Traitement

1,23 N-butanol (100, 50 et 25mg/kg) respectivement + RCUH

4,5, 6 Ether de pétrole (100, 50 et 25mg/kg) respectivement + RCUH

7,89 Ethyle acétate (100, 50 et 25mg/kg) respectivement + RCUH
10 Sulfasalazine (100mg/kg) (Médicament) + RCUH
11 Control ; CMC a 0,8%. (véhicule) + RCUH
12 Témoin ; CMC a 0,8%. (véhicule)

Tableau V :La nature des traitements regus par les différents lots.

Figure N°15: Administration des différents traitements.A/Gavage intra-gastrique ;
B/Souris albinos (Originale)
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11.2.2.1 Préparation des solutions

» Solution de CMC (0,8%) : Cette solution a été préparée dans de 1’eau physiologique
(0,89 de CMC dans 100ml H>0)

» Médicament de référence (Sulfasalazine) : Une solution de Sulfasalazine (100mg/kg)

a été préparée en dissolvant 100 mg de la poudre de Sulfasalazine dans 10 ml de CMC.

» Les extraits de la plante : La solution mére a été préparée en mélangeant 320 mg de
I’extrait éthanolique avec 32 ml de CMC. Une série de dilution a été réalisée afin d’obtenir

les différentes doses (25, 50, 100 mg/kg).

» L’acide acétique : Une solution d’acide acétique a 1% a été préparée (en diluant 1ml

d’acide acétique dans 99ml d’eau physiologique).
I1.2.3 Induction d’ulcere par I’acide acétique

Afin de mettre en évidence ’activité anti-RCUH des extraits de Clematis flammula, le
protocole décrit par (Badami Shrishailappa et al ; 2011).a été adopté avec certaines

modifications.

Chaque traitement, précédemment évoqué, a été administré aux souris
quotidiennement pendant cing jours par voie intra-gastrique a I’aide d’une sonde a

raison de 10 ml/kg.

so s A

I'eau. Le 5éme jour apres 1 heure du traitements susmentionnés, la RCUH a été induite
chez tous les lots sauf le lot témoin par administration de 0,5 ml de solution d’acide
acetique a (1%) par voie intra-rectale a I’aide d’un tube en polypropyléne de 2 mm de
diametre(Figure N°16), les souris ont étémaintenues en position décubitus dorsal
pendant 30 s pour éviter la fuite du l'acide acétique intracolique. La nourriture et I’eau

ont été redonnées aux souris a volonté (Badami Shrishailappa etal ; 2011).
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Figure N°16 :Induction de RCUH par voie rectale (Originale).
11.2.4 Sacrifice des animaux

Apres I’induction de I'ulcere, les souris ont été observées pendant les premicres heures
pour des signes en relation directe avec la maladie. Les célons ont été récupérés apres
sacrifice (anesthésie avec du chloroforme suivi d’une dislocation cervicale), lavés avec

I’eau physiologique pour éliminer les résidus fécaux(Figure N°17).

Figure N°17 :Sacrifice des animaux.

A/Dislocation cervicale, B/Préparation de la souris, C/Dissection, D/prélévement du
cblon (Originale).
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11.2.5 Evaluation de la colite (Le score macroscopique)

La longueur et le poids des cblons ont été notés, les scores macroscopiques de

I’inflammation ont été déterminés pour chaque condition expérimentale.

Les cdlons ont été par la suite conservés a -80°C afin de réaliser un dosage de la

Myéloperoxydase (MPO).

Un score d’inflammation macroscopique leur a été attribué suivant le tableau ci-

dessous (Pra hu et Guruvayooppan ; 2014).

TableaulV : Modéle d’évaluation du score macroscopique (Prabhu et

Uruvayooppan ; 2014).

Le score macroscopiaue Observations

1 ulcération

2 ur avec ou sans écoulement d’eau

3 Ulcération avec inflammation a un site
4 Ulcération avec inflammation a deux sites
5 d’ulcére

6 ~d’ulcére

7 1 d’ulcére

8 n d’ulcére

9 1d’ulcére

10

“ulcére (gonflement et saignement)

11.2.6 Détermination du taux de la MPO

La détermination de l'activité de la myéloperoxydase dans lintestin est un test

biochimique simple qui peut étre utilisé pour quantifier I'inflammation.
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Le protocole expérimental de la quantification du taux de la MPO décrit par

Rodriguez-palacios et al(2015) ; a été adopté avec quelques modifications.
11.2.6.1 Préparation des solutions

» Tampon PBS Le tampon PBS (0,1M ; pH= 6).

» Solution HTAB (0,5%)

Hexadecyl trimethyl ammonium bromide est un tampon qui a pour but la lyse des tissus et
la libération de la MPO de I’'intérieur des cellules inflammatoires. 100mL de PBS sont

chauffés a une température de 50°C puis 0,5 g de HTAB y est rajouté.
» Solution du peroxyde d'hydrogéneH>0, (1%0)

Fraichement préparée a température basse et a 1’obscurité. 20ul du H202 (30%) dans
580pL de ddH20.

» Solution d’O-Dianisidine dihydrochloride

La solution d’O-Dianisidine dihydrochloride est fraichement préparée en laissant dissoudre
5 mg d’O-diasinidine dans 22,5ml de ddH2Oet 2,5ml du PBS, le mélange obtenu est

vortexé avant 1’utilisation.
» Solution d’O-Dianisidine actif

La solution d’O-Dianisidine actif a été préparée en rajoutant 10ul du peroxyde d'hydrogéne
(1%) a un volume de 10ul d’O-dianisidine.

11.2.6.2 Principe du dosage du MPO

Les cblons conservés a -80°C ont été récupeérés et broyés dans un tampon phosphate pH= 6
(PBS) sur un support de glace, puis homogénéisés a 1’aide d’un homogénéisateur
électrique (50mg du tissu dans 100ul du HTAB), ceci dans le but de lyser les membranes
cellulaires et libérer ainsi la MPO. L’homogénat a été réparti dans des tubes et centrifugé a

4°C durant 5 min a 12500 rpm.

A la fin de la centrifugation, 10 pl du surnageant ont été récupérées puis mélangés avec

200 pl de la solution d’O-Dianisidine actif (substrat colorimétrique).
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La cinétique enzymatique de la MPO a été suivie a 450nm pendant 5 minutes a 1’aide d’un

lecteur de microplaque.
11.2.7 Analyse statistique

Les résultats des tests ont €té exprimés en Moyenne = SEM. L’analyse statistique a été

réalisée en utilisant le logiciel Graphe Pad Prism 5.0, software, one Way

ANOVA, suivi du test de Dunnettpour la comparaison statistique. Les différences ont
été considerées comme significatives a p < 0,05, hautement significative a p < 0,01 et

trés hautement significative a p < 0,001.

27

——
| —



CHAPITRE 11

RESULTATS ET
DISCUSSIONS



CHAPITREIII RESULTATS ET DISCUSSIONS

I11.1 Extraction des composes phénolique de Clematisflammula

Le séchage des feuilles de Cflammula, a une température ambiante, loin de I’humidité a pour
but d’éliminer toute trace d’eau afin d’éviter la dégradation et la détérioration des composés
phénoliques. Le broyage permet l'obtention d'une poudre fine de degré de granulométrie

(63um) adapté a une dissolution optimale des différents composés (Macheix et al., 2006).

L’extraction des composés phénoliques est une étape cruciale pour la valorisation de principes
actifs. Le rendement d’extraction dépend de plusieurs facteurs telle que : la méthode et le
solvant approprié qui préservent leurs propriétés biologiques, la granulométrie des particules,

la température... etc.(Mahmoudi et al., 2013).

L’extraction a partir de feuilles de C flammula a été réalisée selon le protocole de Maamria
et al (2015), qui est basé sur 1’utilisation des solvants de différente polarité a savoir 1’éthanol,

¢ther de pétrole, I’N-butanol et I’acétate d’éthyle.

La poudre de la plante a été macérée avec EtOH-H20 (70:30 V / V) pour une période de 24
heures. Apres filtration et évaporation de la solution alcoolique aqueuse, le résidu aqueux a
été mélangé successivement avec I'éther de pétrole, qui nous a permis dans un premier temps
d’éliminer les carbures, les matiéres grasses, les lipides, les stérols et les cires (wichtl et al.,
2003), et de I’acétate d’éthyle et du n-butanol afin d’obtenir un extrait riche en métabolites

secondaire (terpeneoides, steéroides, phénols, flavonoides, saponines tanins ...etc).

Les solvants ont été éliminés sous vide pour obtenir les extraits suivants: éther de

pétrole,l’acétate d’éthyleet n-butanol (Maamria et al., 2015 ; wichtl et al., 2003).

I11.1- Effet de I’'induction de la RCUH par ’acide acétique

Une colite peut étre déclenchée par plusieurs techniques, telle que l'utilisation de de I’acide
acetique par voie intra rectale(Prabhu&Guruvayoorappan., 2013), la prise orale du
Dextrane Sulfate de Sodium (DSS) (Larossa et al., 2009), et I’administration de deux
hapténes, 1’acide Trinitrobenzéne sulfonique (TNBS)et ’acide Dinitrobenzeéne sulfonique
(DNBS) par voie intra-rectale (Nanecy et al., 2008)

Dans notre expérimentation, l'acide acétique a été choisi comme modéle d’induction de la

RCUH, car les colites induites par cette substance présentent des similitudes avec celles
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observées chez I'nomme(Jurjus et al.,2004). Ce modele est caractérisé par une induction d'un
mécanisme inflammatoire stable et qui affecte la structure du colon et la destruction de la

muqueuse (Prabhu&Guruvayoorappan., 2013).

Lors de I’injection de 1’acide acétique 1% a travers le rectum des souris du lot contrdle
négatif, divers changements physiologiques ont été notés, par exemple des troubles au niveau
de l'appareil digestif (diarrhée aigué ainsi que des saignements couvrant I’anus). Par la suite,
nous avons remarqué également des changements comportementaux (immobilisation des
souris dans les coins des cages, accompagnée d’une réduction de leurs activités et d’une
diminution de la prise de nourriture). Les souris du lot témoin qui n’ont pas été traitées par
’acide acétique, n'ont pas présenté des changements physiologiques précis, ce qui prouve que

les ulcérations retrouvées chez le groupe contréle ont été bien induites.

Nos résultats sont en accord avec les travaux décrits (Topcu-Tarladacalisir et al.,2013) qui,
en utilisant le méme protocole expérimental, ont rapporté les mémesmanifestations suite a une

administration de l'acide acétique.

Les diarrhées aigués causées par I’induction d’acide acétique, sont dues a une diminution voir
méme une incapacité du colon a effectuer son pouvoir d’absorption d’eau, des électrolytes et
des sels minéraux. Ce trouble fonctionnel est causé par la lésion de la barriére épithéliale
résultant de phénomene de I’apoptose, systématiquement relatif avec 1’augmentation de taux

des TNF-a dans le siege de I’inflammation (Touboul., 2007).

Les principes actifs de la Sulfasalazine jouent un rdle capital dans la diminution de I’activité
apoptotique des cellules épithéliales intestinales bien évidement en réduisant partiellement le
niveau de TNF-a dans la RCUH induite par I’acide acétique (Sakhtivel&Guruvayoorappa.,
2014).

Pour les lots traités par les extraits de C flammula, différentes observations ont été notées. La
nature du solvant et la dose choisie conditionnent 1’efficacité de ces extraits. Les souris qui
ont été traitées par (I’acétate d’éthyle 100mg/kg), n'ont pas présenté aucun signe caractérisant

I'inflammation du colon.

Alors que pour les autres lots traites par les extraits N-Butanol et 1’éther de pétrole (100

mg/kg), de légeres diarrhées sans saignement ont été observees.
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I11.2- Evaluation macroscopique de I’effet des extrais de C flammula sur la RCUH

Dans notre ¢étude on a utilis¢ le modele d’évaluation du score de
(Prabhu&Guruvayoorappan., 2014),une échelle allant de 0 a 10 qui indique les dommages
causés par l’induction de I’acide acétique, la sévérit¢ de la RCUH et le degré de
l'inflammation. Les résultats d’évaluation macroscopique de la colite dans le tissu colique des

groupes expérimentaux sont présentés dans les figures (figure 18 et 19).

Un score macroscopique de (0,00 £ 0,00) (Figure 19) a été révélé chez les souris du
groupe témoin, cela est justifié par un colon sain, dans lequel aucun changement

morphologique ni inflammation n’a était montré (Figure 18.A).

En revanche, L’action d’acide acétique induit chez le groupe contrdle négatif, se
manifeste par son acidification qui permet la libération des protons dans l'espace
intracellulaire a I’ origine d’ulcérations hémorragiques (Somani et al., 2014), caractérisée
par une réaction inflammatoire cedémateuse intense du gros intestin, un épaississement de
la paroi colique et par une hémorragie étendueaccompagné d’une rougeur due a la
vasodilatation des vaisseaux sanguins locaux par les médiateurs de la réponse
immunitaire, conduisant ainsil’augmentation de 1’afflux sanguin, responsable de
I’apparition d'immenses dommages épithéliaux (Yougbaré-Ziébrou et al., 2015) (Figure
18.B).

Des scores de (7,75t 0,48) ont été notés (Figure 19), correspondant a un site
d’inflammation de 4cm selon I’échelle allant de 0-10, (P < 0,001) par rapport au groupe
témoin. Une étude menée par Prabhu etGuruvayoorappan (2013),sur I’induction de la
RCUH par administration de 2 ml d’acide acétique 3% chez des souris, a montré une
inflammation aigué avec un score maximal de 9, (sites majeurs d'inflammation>5 cm le long

du colon)
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Figure N°18 : Morphologie des cblons apres traitement avec les extraits de C flammula, la
Sulfasalazine et induction de la RCUH. (A) Groupe témoin : célon normal; (B) Groupe
contréle négatif : c6lon avec RCUH non traité ; (C) Groupe contréle positif : colon traité avec
la Sulfasalazine + RCUH ; (D) (E) (F) Groupes test : colons traités avec les extraits de C
flammula, N-butanol (100mg/kg), éther de pétrole (100mg/kg), l’acétate d’éthyle
(100mg/kg) respectivement + RCUH (Originale).
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Figure N°19 : Score macroscopique des différents lots, Les valeurs sont exprimées en
moyenne (n=7) £ SEM. *p<0,05, **p<0,01 et ***p<0,001 significativement différents du

groupe Témoin.
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Les souris du contrble positif, traitées par le médicament de référence a une dose de
100mg/kg, ont révelé un score macroscopique de (3,16 + 0,87) (P > 0,01) (Figure 19) par
rapport au groupe témoin (7,75 + 0,48), dévoilant ainsi une 1égere amélioration de 1’état de
la muqueuse colique (Figure 18 C). Cette amélioration est traduite par une baisse de

l'intensité de I’inflammation y compris la rougeur (Figure 18.C).

Ces observations sont interprétees par le pouvoir anti-inflammatoire de la sulfasalazine qui est
soumis apres administration orale a une dégradation via les bactéries du célon donnant ainsi
une manifestation de deux composés : le sulfapyridine et le 5-ASA (5-aminosalicylate). Ces
derniers sont des inhibiteurs puissants et spécifiques de I’ NF-kB, un médiateur central de la

réponse inflammatoire (Wabhl et al., 1998).

La Sulfasalazineréduit également I’inflammation en activant les récepteurs nucléaires
(PPARY) fortement exprimé au niveau de nombreuses cellules de I’'immunité non spécifique
par D’inhibition de la synthése des TNFa, IL-1b, IL-6 au moyen de son pouvoir

antiproliferatif sur les cellules épithéliales (Andrééva-Gatéva., 2003).

Elle s’avére de méme avoir une action inhibitrice relativement faible sur la cyclo-oxygénase,
par contre puissante vis-a-vis de la principale enzyme du métabolisme des prostaglandines
(PGDH), notamment les enzymes de métabolisme de 1’acide arachidonique y compris la
lypoxygénase. L’ensemble de ces effets entraine une diminution des produits pro-

inflammatoires (Allgayer&stenson.,1988).

Les résultats obtenus suite a l'utilisation de la Sulfasalazine (100 mg/kg) concordent avec
deux autres études: la premiere menée par I'équipe de recherche de Thippeswamy et al
(2011), qui ont induit une rectocolite ulcéro-hémorragique par la méme technique que nous
avons suivie dans notre étude, ou des scores macroscopiques de I'ordre de (0.83+0.16) ont été

signalé, par rapport au lot contréle (4.80+0.58).

La deuxieme réalisée par Sakthivel&Guruvayoorappan (2013), qui ont démontré par leur
expérience menée sur des rats, que l'injection intra-péritonéale de la Sulfasalazine (100

mg/kg) a amelioré significativement le score macroscopique jusqu’a 4.

Les traitements des souris avec la dose 100 mg/kg des trois extraits de C flammula, 1’acétate

d’¢thyle, N-butanol et 1’éther de pétrole, dévoilent respectivement les scores macroscopique

suivants (0,83 + 0,24 ;1,33 +0,88; 2,5 £ 0,89).
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L’extrait d’éther de pétrole n’a pas peut supprimer les symptomes et les dommages causé par
I’acide acetique dans les muqueuses épithéliale (Figure 18 D), Cela peut étre disculpé par la

pauvreté de de cet extrait en composés phénoliques.

En analysant les résultats acquis, on constate que les effets exercés par les deux autres extraits
sur le poids sont presque semblable a ceux observés par 1’éther de pétrole mais différents
pour d’autres critéres ; des colons moins touché par les lysions intestinales, réduction de la
rougeur et absence totale de saignement. Toutefois, 1’acétate d’ éthyle a exhibeé le plus puissant
effet sur ’inflammation. Un résultat qui peut étre attribué a la richesse de cet extrait en
polyphénols qui agissent en limitant la réponse immunitaire et la migration des lymphocytes,
macrophages et PN neutrophiles diminuant ainsi ’activité d’enzymes impliqués dans le
métabolisme d’acide arachidonique telles que la COX-2 fréquemment associée a une

réduction du taux des prostaglandines et des produits de son activité.

Selon la littérature, la consommation de resvératrol réduit significativement 1’activité de la
COX-2 mais aussi de la prostaglandine-E synthase (PGES) chez des rats dont I’inflammation

a eté induite par le DSS (Larrosa et al.,2009).

La curcumine a présenté un effet anti-inflammatoire en agissant sur le facteur de transcription

NF-kB ce qui affecte les taux de cytokines pro-inflammatoires (Villegas et al., 2011).

I11.3 L’effet des extrais de C flammula sur le poids et la longueur des colons

Le poids du tissu colique est considéré comme un indicateur fiable et sensible de la sévérité et

de I'étendue de I'inflammation intestinale (Somaniet al., 2014).

Les résultats illustrés sur la figure montrent clairement que le traitement des souris avec le
CMC a montré une augmentation hautement significative (P <0.01) du poids du célon, en
raison de la formation d’cedéme,caractérisé par 1’accumulation inhabituelle de liquide séreux
riche en granulocytes (liberent de nombreux meédiateurs inflammatoires tels que les enzymes
lysosomales), métabolites de l'acide arachidonique, les radicaux anions superoxyde (O3) et
hydroxyles (OH), H.O> produite par des neutrophiles, et dautres phagocytes qui sont

accumulés dans les Iésions inflammatoires (Caroline., 1981).

En examinant les résultats, on constate que 1’administration orale de I’extrait (1’acétate

d’éthyle 100mg/kg) a réduit significativement les poids du c6lon avec une valeur de 426,70 £
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12,74 mg (p <0,05) par rapport au groupe controle (545,93 mg + 30,80). La sulfasalazine (100

mg /kg) a également montré une baisse significative (486,7+ 39,3mg).
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Figure N°20 : Effet de ’administration de 1’acide acétique sur le poids du colon, les valeurs

sont exprimées en moyenne £ SEM (n=7).

La longueur du célon peut étre affectée par la rectocolite ulcéro-hémorragique. Le passage a
la chronicité de la maladie entraine un rétrécissement du colon suite a 1’apoptose des cellules
épithéliales et I’altération de leur fonction proliférative (Topcu-Tarladacalisir et al., 2013).
D’apres la figure 21, I’administration de 1’acide acétique a provoqué un rétrécissement non
significatif de la longueur du célon chez le groupe contréle négatif (13,33 + 0,52 cm) en

comparaison au lot témoin (14,50 £+ 0,60cm).

L’administration orale des extraits de feuilles de C flammula prévient I’évolution de
I’inflammation, avec des valeurs de (14,3 + 0,85cm ; 14 £+ 0,75cm; 13,70 + 0,44cm) pour
I’acétate d’éthyle, N-butanol et éther de pétrole respectivement. Un résultat similaire a été

enregistré par la sulfasalazine (14,1 £ 0,61 cm).

Ces résultats rejoignent ceux trouvés par (Topcu-Tarladacalisir et al., 2013) dans leur étude
sur le processus inflammatoire, et qui ont signalé une corrélation positive entre le

rétrécissement du célon a la chronicité de la maladie.
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Figure N°21 : Effet de ’administration de ’acide acétique sur la longueur du colon, les

valeurs sont exprimées en moyenne = SEM (n = 7).

111-4 Effets des extraits de Clematisflammula sur Pactivité de la MPO

Dans le but de mettre en évidence I’infiltration des tissus de la paroi colique par les PNN, on
a ¢laboré une étude sur les colons des souris sacrifiées, calculant ainsi 1’activité de marqueur

de ’'inflammation MPO.

La myéloperoxydase, agent cytotoxique et inflammatoire, est une peroxydase hémique
présente principalement dans les granules primaires des PNN et a plus faible concentration
dans les monocytes et les macrophages. Ces différentes cellules colonisent en grand nombre
les tissus lors des phénoménes inflammatoires intestinaux. Cette enzyme catalyse 1’oxydation
de I’ion chlorure par le peroxyde d’hydrogeéne (H2O2) pour former I’acide hypochloreux
(HOCI) favorisant la peroxydation lipidique qui induit des 1ésions gastrique et I’amplification

de la réaction inflammatoire (Serteyn et al., 2003).

Au cours dune activation normale, l'activit¢ de la MPO s'exerce dans les vacuoles
intracellulaires, des quantités modérées sont libérées dans le milieu extracellulaire afin de
détruire les microorganismes étrangers. Cependant, lorsque la réaction inflammatoire devient
incontrélée, la dégranulation massive et la mort des neutrophiles liberent la MPO et les
enzymes protéolytiques dans le milieu extracellulaire conduisant a une production excessive
de ROS qui entrainent un stress oxydatif responsable de destruction des cellules au niveau
local (Serteyn et al., 2003).
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Les résultats statistiques de I’activité de MPO sont présentés dans la figure ci-jointe(Figure

22).

Il ressort a travers 1’observation des résultats, que le niveau de I’activité enzymatique de la
myéloperoxydase est faible dans les tissus coliques du lot témoin  (13,990730 =+
22039216,004 U/g de tissu) alors que I’instillation rectale de I’acide acétique a marqué une
augmentation trés hautement significative (p < 0,001) (Figure 22) chez le lot contr6le négatif
(73,893810 + 8,271434U/g de tissu) indiquant ainsi I’infiltration massive des neutrophiles au
niveau du célon enflammé. Uneétude ultérieureréalisée par PrabhuetGuruvayoorappan

(2014) a abouti aux mémes résultats.

Quant au groupe traité a la Sulfasalazine, une réduction (< 0,05) significative (52,507370

+8,740064 U/g de tissu) (Figure 22) a été noté par rapport au groupe controle négatif.

Des résultats similaires ont été rapportés auparavant par 1’équipe de recherche de Prablu et
Guryvayoorappan(2014) qui a indique un taux de (24,47+2,84 U/g de tissu) pour le groupe

traité a la Sulfasalazine par rapport a (74,45+7,8 U/g de tissu) pour le groupe Controéle.
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Figure 22 : Effet des extraits de Clematisflammula (N-butanol ; éther de pétrole ; I’acétate
d’¢thyle 100m/k) et la Sulfasalazine sur I’activité de la My¢loperoxydase au cours de la
RCUH.

Les résultats exprimés en Moyenne +SEM, (n=7) ont été obtenus en comparant, avec le test
de Dunnett, les différents groupes par rapport au groupe Témoin, (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p

< 0,001).
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Kettle&Winterbourn(1997) etCouto et al (2010) suggérent que la Sulfasalazine piege les
molécules de peroxyde d’hydrogéne « H202 » qui servent de substrat pour la MPO afin de

catalyser la formation de I’acide hypochloreux qui est responsable de :

-L’oxydation de la majorité¢ des acides aminés en aldéhydes qui deviennent par la suite des

composés actifs au site inflammatoire, favorisant la destruction des anti-protéases.

-L’oxydation de GSH en dérivés qui ne peuvent plus étre transformés au stade de GSH par la
GSH réductase, entrainant une réduction de sa quantité, une diminution des défenses

antioxydantes et une perturbation de I'équilibre oxydo-réducteur.

-Destruction des tissus coliques au site inflammatoire par 1’activation des enzymes latentes
comme la progélatinase et la procollagénase, une action attribuée a I’activité oxydante

d’HOCI(Serteyn et al., 2003).

En examinant les résultats obtenus pour les extraits, on remarque que le puissant effet est
exhibé par I’extrait d’acétate d’éthyle & une dose de 100mg/kg (18,682400 + 3, 95373266,86
U/g de tissu) (< 0,001), en comparaison aux resultats obtenus par le n-butanol et éther de
pétrole (29,301870 + 9,379933 ; 41,396260 + 4,444836 U/g de tissu) respectivement.

L’extrait d’acétate d’¢éthyle s’est avéré étre le meilleur par rapport aux autres extraits et
notamment au groupe médicament, suggérant que les composés responsables de cette activité
sont présents dans ce dernier et qui jouent un role crucial dans la réduction de la colonisation
du tissu colique par les cellules inflammatoires a travers la réduction de [Dactivité

myéloperoxidase (Martin et al., 2004).

Plusieurs etudes réalisees sur les propriétés biologiques des extraits de plantes ont rapportées
I’implication des composés phénoliques dans la réduction des taux de MPO ; la quercitrine a
présenté une réduction de 1’activité enzymatique de 57% lorsqu’elle est administrée
préventivement et de 60% lorsqu’elle est utilisée une fois la colite établie (Camuesco et al.,
2004).
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L’utilisation  préventive d’extraits végétaux comme I'extrait méthanolique de
Zatariamultiflora riche en lutéoline permet également de limiter la réaction inflammatoire par

réduction de I’activité MPO (Nakhai et al., 2007).

Il a été démontré que Clematisflammula renferme une variété de composés phénoliques, a
savoirCatéchine, des extraits d’acide caféique, isoorientines, la quercétines, les tanins,
saponines et les lignanesll est probable que ces composes exercent le méme mécanisme

d’action que les médicaments de références, a savoir I’atténuation de I’inflammation.
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CHAPITRE I ETUDE BIBLIOGTAPHIQUE

1.1 Définition des plantes médicinales

Une plante est dite médicinale lorsqu'elle est inscrite a la pharmacopée, connue pour ses

propriétés préventives ou curatives vis-a-vis des différentes maladies (Carillon., 2009).

Les plantes médicinales, également appelée «drogue végétale» sont utilisées depuis des
siecles en médecine traditionnelle dont au moins une partie possede des propriétés
médicamenteuses. Leur action est liée a leurs constituants chimiques, métabolites primaires

ou secondaires ou encore de la synergie entre les différents composés (Gazengel., 2013).

1.2 Définition des principes actifs

Ce sont des molécules bioactives issues de plantes fraiches ou séchées présentant un
intérét thérapeutique pour I'homme ou l'animale, généralement utilisées dans 1’industrie de

la fabrication des médicaments (Chabrier., 2010).
1.2.1 Les différents groupes des principes actifs
1.2.1.1 Les métabolites primaires

IIs interviennent dans le métabolisme ainsi que dans le développement végétal, on les
retrouve dans toutes les especes, tel que les protéines, les glucides et les lipides
(Gazengel., 2013).

1.2.1.2 Les métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des substances naturelles de faible masse moléculaire
(<1000Da généralement)

Ces composés sont d’une importance capitale non seulement en raison de leur role dans la
plante mais aussi pour leurs propriétés biologiques et leurs effets thérapeutiques (Figure
N°1) (anti-inflammatoires, antioxydants, antimicrobiens, anti diabéte ...) (Naik and al-
Khayri., 2016).




CHAPITRE I

ETUDE BIBLIOGTAPHIQUE

Bienfaits
cardiovasculaires

Activité
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anti-inflammatoire

Activité
antioxydante Action
antiulcéreuse
) Activité
Polyphénols antivirale
Propriétés

antitumorales

Activité enzymatique
et hormonale

Figure N°1 : Actions cellulaires, moléculaires et biochimiques des polyphénols (Rahul et
al., 2015).

Ces composés sont différents d’une espéce a une autre, on peut les classer en plusieurs

grands groupes : les polyphénols, les alcaloides et les terpénes.

e Les polyphénols

Les polyphénols constituent un vaste groupe de composés bioactifs synthétisées par
I’ensemble des plantes, présents dans toutes les parties (racines, tiges, feuilles, fleurs,

fruits, et graines (Scalbert et al., 2000).

La qualité et la quantité de ces substances dans les plantes peuvent varier considérablement
en fonction des différents facteurs intrinséques et extrinseques tels que le génotype des

plantes, la composition du sol, le degré de maturité...etc (Faller et Fialho., 2010).

L’élément structural de base qui les caractérise est la présence d’un noyau benzénique
auquel est directement lié au moins un groupe hydroxyle, libre ou engagé dans une autre

fonction (Figure N°2).

Ces composés sont issus du métabolisme de 1’acide shikimique ou/et de celui d’un

polyacétate (Bruneton., 2009).
Groupe hydroxyle —* OH
Anneau
aromatique )
Groupe phénol

Figure N°2 : Structure de base des composés phénoliques (Bruneton., 2009).
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En fonction du nombre des cycles phénoliques et les propriétés structurelles de liage, les
polyphénols peuvent étres subdivisés en plusieurs sous classe principalement : les acides

phénoliques, les flavonoides et les tanins (Scalbert et al., 2000).
v" Les acides phénoliques

Ce sont des petites molécules organiques solubles dans les solvants polaires qui
font partie des formes les plus simples des composés phénoliques, constituées d’un noyau

benzénique et au moins d’un groupe hydroxyle .

Les acides phénoliques varient selon le nombre et I’emplacement des groupements
hydroxyles sur le cycle aromatique. Ils sont classés en deux groupes : les acides hydroxy-
benzoiques et les acides hydroxycinnamiques (Figure N°3).Ces composés possedent des

activités anti-inflammatoires, antiseptiques et analgésiques (Boubekri., 2014).

A L B 0

OH

-

HO

Figure N°3 : Structure des acides phénoliques (Bruneton., 2009).
A) acides hydroxybenzoiques, B) hydroxycinnamiques
v Flavonoides

Ce sont des meétabolites secondaires ubiquistes des plantes, constituant 1’un des
principaux groupe de polyphénols, comprenant plus de 9000 composés, ils possédent une
structure de base composée de 15 atomes, formée de 2 noyaux aromatiques A et B et un
hétérocycle oxygéné C (C6-C3-C6) (Figure N°4) (Hernandez et al., 2009).

Figure N°4 : Structure de base des flavonoides (Bruneton., 2009).




CHAPITRE I

ETUDE BIBLIOGTAPHIQUE

Les flavonoides sont répartis en six sous-classes, quelques exemples sont résumés sur le

tableau N°I :

Tableau I : La structure chimique de quelques flavonoides (Scalbert et al., 2000).

Flavanone Flavone Flavonol Flavan-3-ol | Soflavone Anthocyane
-Q o EJO’( 3
e Tanins

IIs constituent un groupe de polyphénols de structure variée a haut poids moléculaire

allant de 500 & 3000 Dalton. On distingue habituellement deux groupes, différents aussi

bien par leur structure que par leur origine biogénique :

-Tanins hydrolysables qui sont des esters d’un sucre (généralement polymeéres a base du

glucose) et d’'un nombre variable de molécules d’acide phénolique dont un radical

hydroxyle forme une liaison d’ester avec 1’acide gallique (Figure N°5 B).

-Tanins condensés qui sont des polymeres formés par la condensation des unités flavan-3-

ols et flavan-3-4-diols, reliés par des liaisons fortes, non hydrolysables mais peuvent étres

oxydeés par les acides forts libérant des anthocyanidines et des tanins hydrolysables (Figure
N°5 A) (Sereme., 2008)

——

A
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B
1

i HO
T HO ¢
o >

Figure N°5 : Structure chimique des tanins (Sereme., 2008)

A) Tanins condenses, B) Tanins hydrolysables

e Alcaloides

Ce sont des molécules complexes hétérocycliques, définies comme des substances azotées,
a caractere basique solubles dans 1’eau et les alcools. Plusieurs études ont prouveé
I'implication de ces composés dans plusieurs effets biologiques, antioxydants, antalgiques,

antipaludéen, antidépresseurs ou encore anticancéreux (Figure N°6). (Bruneton., 2009).

Figure N°6 : la structure d’alcaloide (Bruneton., 2009).

e Terpénes et stéroides

Les terpénes sont des hydrocarbures naturels, de structure cyclique ou de chaine ouverte.
Leur particularité structurale la plus importante est la présence dans leur squelette d’unités

isopréniques a cing atomes de carbone (C5H8) (Figure N°7) (Fillatre., 2011).
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? C10 Monoterpénes (ex: limonéne)
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C40 Tetraterpenes (ex: p-caroténe)

Polyterpénes (ex: caoutchoug)

Figure N°7 : La structure des terpenes (Fillatre., 2011).

On distingue ainsi selon le nombre d’entités isoprénes le groupe des hémiterpenes,
monoterpénes, sesquiterpeénes...etc. En thérapeutique, ils sont connus pour leurs propriétes
anti-inflammatoires, antipyrétiques, antinéoplasiques et immuno-modulatrice mais aussi,
les terpenes sont largement utilisés dans le secteur de la nutrition humaine (saveur,
conservateur) et ’industrie du parfum (Fillatre., 2011).

Cependant parmis les plantes riche en substances actives, on cite la clematis flammula
qui est connue pour ses vertus therapeutiques, essentiellement son activité anti-

inflammatoire (Kumar et a.l, 2008).
1.3 Clematis flammula
1.3.1 Description

Clematis est I'un des plus grands genres de la famille Ranunculaceae, représente autour
de 300 especes dans le monde telles que : Clematis viticella, Clematis vitalba, Clematis

fulvicoma.

Clematis flammula connue sous le nom de tonnelle de la vierge odorante, qui est une
plante ligneuse et grimpante, présente des tiges étroites qui peuvent atteindre 3 + 5m en
longueur, portent des feuilles bipennées caduques et des fleurs blanches parfumées de
juillet & septembre. Pousse sur les dunes cétieres des régions mediterranéennes (I'Europe
du sud et I’Afrique du nord). Cette plante est généralement utilisée pour le traitement des
maladies a caractere inflammatoire : 1’arthrite thumatoide, les plaies superficielles et les

brulures (Kumar et a.l, 2008 ; Kirmizibekmez et al., 2018)
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Figure N°8 : Photographie de Clematis flammula

Clematis flammula est communément appelée la Clématite brulante ou flammette en

frangais, Azenzu en kabyle et Yasmine berri ou nard barda en arabe.
1.3.2 Systématique

Tableau Il : Classification taxonomique de Clematis flammula (Areej., 2007)

Regne Plante
Embranchement Spermatophyte
Sous embranchement Angiosperme
Classe Dicotylédone

Sous classe Polypetale

Ordre Ranale

Famille Ranunculace
Genre Clematis

Espece Clematis flammula

1.3.3 Principaux principes actifs

Des différentes études phytochimiques ont été effectuées sur le genre Clematis,
démontrant ainsi ses principaux principes actifs impliqués dans les activités anti-
inflammatoire et antioxydantes, qui sont les suivantes : Catéchine, des extraits d’acide
caféique, ranunculin et ses dérivés, isoorientine, manghasline, ’acide p-hydrobenzoique,
la quercétine, les tanins, saponins et les lignanes (Atmani., 2011; Kirmizibekmez et al.,
2018).
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1.4 Les différentes activités biologiques des plantes médicinales
1.4.1 Activité antioxydante

Le stress oxydatif est une perturbation profonde dans [’équilibre de la balance

métabolique cellulaire entre les systémes pro-oxydants et antioxydants.

Il est souvent impliqué dans le développement de plus d’une centaine de pathologies
humaines différentes allant de 1’athérosclérose au cancer tout en passant par les maladies
inflammatoires, cardiovasculaires, neurodégénératives, le diabéte, les rhumatismes et le

vieillissement prématuré de la peau (Roberts et Sindhu., 2009).

Les flavonoides sont considérés comme des agents antioxydants tres puissants en raison
de leur structure capables d’inhiber la peroxydation lipidique causée par les ERO dans la

bicouche phospholipidique (Larrosa et al., 2009).
1.4.2 Activité antibactérienne

Les infections bactériennes sont les pathologies les plus courantes, représentent la cause
majeure de mortalité dans le monde provoqués généralement par des microorganismes

pathogeénes telles que les bactéries, les virus et les champignons (Alwash et al., 2013).

Les polyphénols sont doués d’activit¢é antimicrobienne importante, le taux
d’hydroxylation est directement proportionnel a leur toxicité relative envers les
microorganismes, cependant Les tannins ont regu plus d’attention du a leur large spectre et
forte activité antimicrobienne, a leur capacité de supprimer un nombre de facteurs de
virulence microbienne telles que ’inhibition de la formation de biofilms, la réduction de
I’adhésion aux ligands de I’hdte et la neutralisation des toxines bactériennes ainsi qu’a leur

capacité d’agir synergiquement avec certains antibiotiques (Daglia., 2012)
1.4.3 Activité anti-cancéreuse

La thérapeutique a développé plusieurs types de médicaments a base des plantes
médicinales qui agissent en stoppant la prolifération excessive des cellules cancéreuses a
différents stades de développement des cancers et par plusieurs mecanismes : par exemple
en bloquant leur division cellulaire, réorientation des cellules cancéreuses vers I’apoptose,
inhibition de la création de nouveaux vaisseaux destinés a alimenter la tumeur

(néoangiogeneése) (Huet et al., 2013)

10
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1.4.4 Activité anti-inflammatoire
1.4.4.1 Définition de ’inflammation

L’inflammation est une série de phénomeénes locaux des tissus vivants, vascularisés qui
se développent suite a des agressions extérieures tels que les Iésions tissulaires primaires,
dans le but d’éliminer I’agent pathogéne, de réparer et de maintenir I’homéostasie tissulaire
Cette réaction est caractérisée principalement par la présence de cing phénomenes
pathologiques macroscopiques : gonflement du tissu, élévation de la température tissulaire,
rougeur du tissu vasculaire, sensation de douleur, et enfin altération et perte de fonction de

la partie du corps affectée (Yougbare-Ziébrou et al., 2016).
1.4.4.2 Facteurs étiologiques :

Les causes de la réaction inflammatoire sont nombreuses et variées et déterminent des

1ésions cellulaires qui vont déclencher I’inflammation :

> Agents exogénes : présenter sous trois formes :

e Agents physiques : froid (gelures), électricité, chaleur (brilures), piqire d’insecte,
coupure, contusion, traumatismes (bréche cutanée, corps étranger), radiations.

e Agents chimiques : acide, base, gaz, substances minérales diverses.

e Agents biologiques : microorganismes pathogénes et d’autres agents comme le

vin, le pollen et les toxines (Crouzilles et Siebert., 2012).

Agents endogenes :

les auto-antigenes, antigénes tumoraux et des composés issus de la réaction immunitaire
(anticorps cytotoxiques, cytokines), également les cristaux formés dans les liquides

biologiques (urates, cholestérol) (Crouzilles et Siebert., 2012).

1.4.4.3 Les différentes formes d’une inflammation
A/ L’inflammation aigué

C’est la réponse immédiate ou précoce a une blessure, de durée relativement courte, allant

de quelques minutes a quelques jours (8 - 10 jours) (Yougbaré-Ziébrou et al., 2016).

11
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- Le mécanisme de I'inflammation

Les cellules inflammatoires résidentes (macrophages tissulaires, mastocytes) sont activées

et synthétisent des chimiokines pro-inflammatoires pour le recrutement des cellules

circulantes, en premier lieu les polynucléaires (PN) neutrophiles (cellules du systéeme

immunitaire inné) d'ou I’immunité innée joue un réle important dans 1’élimination directe

du pathogéne, mais aussi le déclenchement de la réponse adaptative (Serhan et al., 2007 ;

Lawrence et al., 2007).

2. Détection de I'agent

infectieux par les
cellules sentinelles

Récepteur

Cellule immunitaire

(Monocyte,

Cellule
dendritiqu

Motifs
moléculai
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infectieu
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3. Sécrétion de médiateurs
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/
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phagocytaires (tissu
infecté)
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Figure N°9 : Les étapes de la réaction inflammatoire aigué (Serhan., et al., 2007).

B/ L’inflammation chronique

Une inflammation chronique se produit lorsqu’un agent pathogene initial persiste dans les

tissus, ou lorsqu’une inflammation aigué récidive de fagon répétée dans le méme organe en

entrainant a chaque épisode des destructions tissulaires.
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C’est le mécanisme physiopathologique responsable de la plupart des maladies
d’aujourd'hui telles que la bronchite chronique, sclérose en plaques, la polyarthrite
rhumatoide et I’obésité. L’inflammation chronique est caractérisée par la présence a la fois
des témoins de I’inflammation cellulaire (macrophages, lymphocytes, plasmocytes) et des

témoins de la réparation (neoangiogenése et la fibrose).

Les symptdbmes systémiques de cette inflammation sont trés marqués, y compris, des

troubles du sommeil, dénutrition et perte de poids (Lawrence et al., 2007).
1.4.4.4 Les anti-inflammatoires

Diverses approches thérapeutiques sont disponibles pour réduire les réponses
inflammatoires de longue durée et donc les complications qui leur sont associées. Les anti-

inflammatoires sont divisés selon leur mode d’action :

¢ Anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

La prise orale, voie d’administration la plus fréquente des AINS implique un passage
digestif, sanguin, puis un métabolisme hépatique ou rénal, leur action est puissante se

manifeste rapidement mais reste réduite par rapport a celle des AlS.

Le mécanisme d’action principal des AINS est une inhibition de la synthese des
prostaglandines a partir de 1’acide arachidonique, par un blocage des deux iso-enzymes de
la de la cyclo-oxygénase (Cox-1, Cox-2), ainsi qu'une diminution de la migration, de

’agrégation et de la fonction des neutrophiles .

Selon la structure chimique de ces composés, on distingue les anti-inflammatoires
(indoliques, arylcarboxyliques, oxicams, anthraniliques, pyrazolés, salicylés.), Toutefois
leur utilisation provoque des effets indésirables, sur le systéme gastro-intestinal (dyspepsie,
nausees, ulcéres et saignements), cardiovasculaire, hépatique, rénal et neurologiques

(vertiges, céphalées) (Ziltener et al., 2010).
e Les anti-inflammatoires stéroidiens : les glucocorticoides
Les glucocorticoides, aussi appelés anti-inflammatoires stéroidiens ou corticostéroides ou

corticoides, voire communément cortisone, sont des médicaments de la famille des

hormones steroidiennes aux propriétes similaires au cortisol.

13
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Ces corticoides ont une activité hormonale sur les différents metabolismes, entrainant la
mise en repos des surrénales, par un mecanisme de freination de la réaction
d'’hypothalamus hypophysaire, et inhibant toutes les phases de la réaction inflammatoire,
vasculaire et cellulaire.

Plus exactement par I'augmentation de la production de la lipocortine, qui inhibe ainsi la
phospholipase A2, ce qui suit une diminution de la libération d'acide arachidonique,
accompagné d'une forte réduction de la migration des polynucléaires, monocytes-
macrophages vers le site de I’inflammation mais aussi la production d’autres médiateurs tel
que les cytokines.

On site parmi les AIS les plus fréquent les cortisones, prednisolone, bétaméthasone et
I'nydrocortisone, I'administration de ces derniers peuvent causés divers effets secondaires
tels que des troubles métaboliques, troubles gastro-intestinales (dyspepsie, ulcére), troubles
rénaux, troubles hématologiques, déficit musculo-squelettique, troubles neuropsychiques :
euphorie, troubles du sommeil, convulsion, troubles ophtalmiques (Roumestan et al.,
2004)

e Les anti-inflammatoires dites traditionnels

Les composés bioactifs des plantes médicinales peuvent servir de matrice pour la
synthese de nouveaux meédicaments anti-inflammatoires tout en ayant des effets
secondaires minimes et des effets pharmacologiques tres puissants (Agyare et al., 2013).
Des composés tels que les flavonoides, les tanins et les huiles essentielles, sont présumés
agir en bloquant les voies des enzymes pro-inflammatoires notamment, la cyclo-oxygénase
et la lipoxygénase. mais également en supprimant l'activité de transcription de la Cox-2 par

inhibition de la phosphorylation de signal des voies de transduction (Larrosa., 2009)
1.4.4.5 Les maladies inflammatoires de I'intestin

Ce sont des pathologies multifactorielles complexes d’étiologie inconnue qui
correspondent a une inflammation chronique du systéeme digestif évaluant par poussées
inflammatoires de durées variable, entrecoupées par des phases de rémission, ces
pathologies englobent deux entités principales, la maladie de Crohn (CD) et la rectocolite

hémorragique (RCH).
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CD est une inflammation transmurale qui peut affecter I'ensemble du tractus gastro-
intestinal, tandis que la RCH est une inflammation non transmurale restreinte au colon
(Jmour et al., 2018).

1.5 La Rectocolite hémorragique

C’est une maladie inflammatoire chronique intestinale (MICI) du colon et du
rectum, la RCH est une atteinte superficielle de la muqueuse, qui débute au niveau de
rectum pour remonter dans le colon, elle porte aussi le nom de colite ulcéreuse

(Beaugerie., 2014). On distingue 4 formes, selon I’étendue de la maladie :

Tableau N°I11 : Les différentes formes de la RCH (Baumgart et al., 2007).

La rectite La La colite distale La
ulcéreuse proctosigmoidite pancolite
-Se limite au -Touche le rectum -Touche la partie du -Touche
rectum et le c6lon cblon située du coté le cdlon
sigmoide gauche du corps en entier

La RCH est due a une réaction auto-immune dirigée contre les bactéries «

inoffensives » normalement présentes dans le tube digestif (la flore intestinale).

Le systeme immunitaire produit, dans ce cas, des molécules de défenses nocives,

(auto-anticorps), qui entrainent la destruction des tissus (Baumgart et al., 2007).
1.5.1 Anatomie du colon

Le colon est une partie du systeme digestif, situé apres l'intestin gréle comprise entre le
caecum et le rectum dont son r6le majeure est celui d'achever la transformation des déchets

issus des intestins en matiére fécale.

Il se divise en plusieurs segments : le colon ascendant ou droit, le colon transverse, le

colon descendant ou gauche, le colon sigmoide.
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Figure N°10 : Anatomie du cblon (Gérard et al., 2017)

Le colon peut-étre le siége de plusieurs pathologies y compris, polypes coliques
(croissance de tissu supplémentaire dans le c6lon), diverticulite (inflammation ou infection
des poches dans le cblon), Le syndrome du colon irritable, la maladie de crohn et la

rectocolite hémorragie (Gérard et al., 2017).
1.5.2 Diagnostique et symptdémes

La RCH se manifeste principalement par des selles abondantes et fréquentes (diarrhée),
accompagnée de perte de sang et de glaires, ainsi que des douleurs abdominales, elle peut
également entrainer une fiévre ou un amaigrissement. Les premiers examens effectués sont
une prise de sang et une analyse des selles, toutes fois les seuls examens permettant de
confirmer le diagnostic de RCH sont les examens endoscopiques tels que la coloscopie du

rectum et du cblon (Beaugerie., 2014 ; Moreau., 2011).
1.5.3 Traitement et entretien de la rectocolite hémorragique

Il n’existe pas de médicament qui permet la guérison de la RCUH, en revanche, plusieurs
traitements permettent de réduire 1’inflammation et ses symptomes et de diminuer leur

récurrence en maintenant la rémission.

Les modalités du traitement différent en fonction de la sévérité et I’étendue de la

RCUH (Figure 11 et 12):

16

——
| —



CHAPITRE I

ETUDE BIBLIOGTAPHIQUE

e Rectocolite modérée

Colite légére a modérée
Traitement d'attaque : 5-ASA £ 5-ASA en lavements

Evaluation du nombre d'émissions

v

v

Si favorable : Dose d'entretien de 5-ASA

Si défavorable : Prednisolone per os

| | Réévaluation a 2-4 sem

Corticorépondeurs

Corticodépendants

Corticorésistants

v

v

Traitement d'entretien

Débuter I'azathioprine

par 5-ASA per 0s

Réévaluation a 8-12sem

Si favorable

v

Si defarorable i
v

Traitement d'entretien par I'azathioprine

Anti-TNFa, si échec, envisager la colectomie

Figure N°11 : La prise en charge thérapeutique de la RCH légere a modérée (Moreau.,

2011)

e Rectocolite sévere :

RCH séveére

[ Hospitalisation pour traitement par corticoide i.v. Méthylprednisolone }

Nombre de selles et protéine C

v

'

Si favorable : passage a la prednisolone orale Débuter I'azathioprine

Si défavorable : Traitement de secours

v

Sevrage corticoide progressif
Poursuivre l'azathionrine

Rencontre avec le chiruraien

v

Si favorable

I'azathioprine

Passage a la ciclosporine Débuter

v v
Ciclosporine Infliximab
I
v
A v .
. Si favorable
Si défavorable .
Renouveler la perfusion
COLECTOMIE e
d'infliximab

Figure N°12 : Algorithme de prise en charge d’une poussée sévére (Moreau., 2011)
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1.6 Les différents modeéles d’induction d’une inflammation intestinale

Dans le but d’améliorer nos connaissances sur I’immunité et les interactions entre la flore
et I’hote dans des conditions normales et inflammatoires, de nombreux modeles

d’inflammation intestinale ont été développés :
1.6.1 Les modeles « toxiques »

L’administration d’un composé chimique toxique peut rapidement déclenchée une colite
qui conduit a des lésions souvent séveres par altération de la barriére intestinale. Plusieurs
voies d’administration du toxique sont décrites, notamment le lavement (éthanol concentré,
acide acétique ou formaline) et la prise orale (sulfate de dextrane sodique (DSS) dans
I’eau) (Nancey et al., 2008).

Dans cette présente étude, nous avons utilisé 1’acide acétique comme modéle. Cette
substance est utilisée a des concentrations et des temps d’exposition variables. Les atteintes
initiales dans ce modele sont une nécrose épithéliale relativement faible accompagnée d
cedéme (Jurjus et al., 2004).

1.6.2 Les modeles « immunologiques »

Ce sont des molécules chimiques de faible poids moléculaire non immunogenes par elles-
mémes, appelées hapténes comme 1’acide 2, 4,6 trinitrobenzéne sulfonique (TNBS) ou

I’acide 2,4 dinitrobenzeéne sulfonique (DNBS). L’administration d’une faible dose non
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toxique d’un haptene dans le colon entraine la formation d’un complexe entre ce dernier et
certains acides aminés cela en interagissant avec les protéines du contenu et des parois
coligues qui est a I’origine de déclanchement d’une réponse immunitaire. Le mécanisme
impliqué dans ces modeéles est une hypersensibilité retardée coliqgue médiee par les LT
CD4+ ou LT CDS8+ spécifiques, cytotoxiques, en produisant des cytokines et qui

s’accompagnent d’une inflammation récidivante de 1’intestin (Nancey et al., 2008).
1.6.3 Les modeéles de transfert a des souris immunodéprimées

Il est représenté par le transfert d’une population particuliére de LT CD4+ dits « naifs », &
des animaux immunodéprimés (souris dépourvues de LT et de lymphocytes B). Ces
animaux reconstitués avec cette sous-population lymphocytaire T particuliere développent
progressivement un infiltrat inflammatoire puis des Iésions coliques qui surviennent dans

les 3-10 semaines suivant le transfert (Nancey et al., 2008).
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CONCLUSION

En raison de multiples facteurs encore mal connus jusqu'a nos jours, plusieurs pathologies
digestives ont pris de I'ampleur pendant ces derniéres décennies.

L'usage des plantes médicinales constitue un vrai patrimoine pour les pays en voie de
développement, ou les populations comptent beaucoup sur la médecine traditionnelle, pour la
non disponibilité et les colts des médicaments conventionnels d’un coté, mais aussi pour les
effets secondaires qui résultent de leur consommation de I’autre coté. C'est pour cette raison
que la phytothérapie a recu par la suite un grand intérét dans la recherche biomédicale.

Notre travail fait ressortir des informations sur l'efficacit¢ de [I’utilisation de Clematis
flammula, une source naturelle de polyphénols dans le traitement préventif des maladies
inflammatoires chroniques plus exactement la rectocolite ulcéreuse hémorragique.

Notre étude a été menée sur un modele expérimental d'inflammation colique induite par
I'acide acétique, ou I'administration réguliére des différentes doses des extraits a montré un
effet protecteur sur divers parameétres cliniques et marqueurs de I'inflammation.

Les différents extraits ont exhibé de puissants effets sur la survenue des diarrhées et les
saignements rectaux. A une dose de 100mg/kg I'extrait d'acétate d'éthyle a présenté le résultat
le plus marquant, par rapport aux autres extraits et le médicament de référence utilisé dans
cette étude, et cela en diminuant l'altération de la muqueuse et I'activité du marqueur de la
colonisation des cellules de I'immunité qui est la myélopiroxydase (MPO).

Nous avons ainsi démontré que Clematis flammula, utilisée traditionnellement pour ses
propriétés analgésiques et antirhumatismales, peut étre employée dans le traitement d’autres
pathologies a caractere inflammatoire, en agissant sur les altérations colique causé par la
rectocolite hémorragique ainsi que sur I'immunité intestinale et les différents facteurs de stress
oxydatif.

Toutefois, cette présente étude doit étre confirmée par d’autres essais, a savoir les études
histopathologiques.

L'ensemble des résultats obtenus constitue une justification scientifique de I'usage traditionnel
de Clematis flammula et confirme encore une fois la pertinence des remédes traditionnels
dans le traitement de nombreuses maladies.
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CONCLUSION

En terme de perspectives, il serait intéressant de mener des études complémentaires, telle que
la caractérisation et 1’identification de 1I’ensemble des principes actifs responsables des effets
observés, 1’évaluation de 1’effet anti-inflammatoire de ces extraits sur des modéles cellulaires

afin d’élucider les différents mécanismes d’action.
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Résumé

Clematis fammula, une plante riche en métabolites secondaires, connue depuis longtemps pour ses
vertus thérapeutiques; plusieurs travaux de recherche ont été menés sur les activités biologiques de cette
derniére. Dans notre étude, nous nous sommes intéressées spécifiquement a 1’évaluation de 1’activité
anti~inflammatoire des différents extraits suivant un protocole d’extraction basé sur I’utilisation de trois
solvants : N-butanol, éther de pétrole et 'acétate d’éthyle (100mg/kg, 50mg/kg, 25mg/kg), qui ont été
par la suite administrés séparément a des souris albinos pour évaluer leurs effets sur la rectocalite
hémorragique (RCH) induite par une injection intrarectale d’une solution d’acide acétique a 1% . Les
résultats obtenus aprés observation des cdlons des souris sacrifiées, calcul les scores et la détermination
des taux des myéloperoxydases (MPO) ont montré que ’acétate d’éthyle a une dose de 100mg/ke a
présenté la meilleure activité anti-inflammatoire en comparaison au médicament de référence
«Sulfasalazine» et aux lots controls et témoins. Les résultats obtenus dans cette présente étude
constituent une source d'information qui pourrait justifier I"utilisation de cette plantie dans la médecine
traditionnelle.

Mots clés

Clematis flammula, activité anti-inflammatoire, acide acétigue, RCUH

Abstract

Clematis fammula, which is rich on secondary metabolites and has long been known for its therapeutic
virtues, many researches carried out on its biological activities. This study aimed to evaluate the anti-
intlammatory activity of the leaves of this plant. For that three extracts were used : N-butanol, petroleum
ether and ethyl acetate extracts at different doses (100mg / kg, 50mg / kg, 25mg / kg), they were
administered separately to albino mice in order to test their preventive effect, subsequently a rectocolitis
hemorrhagic (RCH) was induced in the large intestine and rectum by the administration of the acetic
acid to 1% rectally, Finally we evaluate the anti-inflammatory effect of the three extracts, obviously by
comparing them to the reference drug "Sulfasalazine”". However, after observations of sacrificed mouse
colons, scores and their myeloperoxidase (MPO) activities, and comparing the results obtained from
each extract with drug, control+ and control-. Ethyl acetate extract showed a significant anti-
inflammatory activity, compared to the results obtained with "Sulfasalazine” and other extract. Phenolic
compounds present in plant leaves would justify the anti- inflammatory activity exhibited in the anti-
ulcer test.

Keywords

Clematis flammula, anti-inflammatory activity, acetic acid, (RCH).
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