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Introduction

Introduction

La maladie de Crohn (MC) et la rectocolite hémorragique (RCH) sont les principales maladies
inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI). Cependant, les causes spécifiques n'ont pas
encore été identifiées et il n'est pas clair si les MICI sont une réponse a des facteurs nocifs,
qui sont soit uniques, soit multiples ; ils apparaissent comme une sorte de « puzzle » dont la
composition est difficile tant que les différentes piéces ne sont pas reconnues et correctement
assemblées. Bien que I’étiopathogénie soit actuellement mal définie, la compréhension des
mediateurs moléculaires et des mécanismes des lésions tissulaires a considérablement
progressé, et certaines caractéristiques de ces maladies ont suggéré plusieurs domaines
d'importance possible reliés entre eux d’une maniere complexe, tels que les facteurs
génétiques, environnementaux et immunologiques. Les maladies inflammatoires chroniques
intestinales (MICI) sont associées avec une augmentation de la production des cytokines pro-
inflammatoires telles que l'interleukine IL-1pB, IL-6, IL-17, facteur de nécrose tumorale
(TNF)-a, prostaglandines et monoxyde d'azote (NO) qui peuvent altérer les contractions

musculaires du colon et la barriere intestinale (Mekki et al., 2013 ; Araujo et al., 2017).

A T’heure actuelle ; la thérapie des MICI repose principalement sur 1’utilisation de diverses
familles des médicaments tel que les corticoides, les antis TNFa, le méthotrexate et les
antibiotiques, bien qu’ils aient montré leur efficacité dans la plupart des cas, ces médicaments
restent symptomatiques. Toutes les options thérapeutiques sont souvent associées a des effets
indésirables, ce qui limite leur utilisation a long terme. Par conséquent, la recherche des
nouveaux agents actifs via le screening des sources naturelles (plantes médicinales)
permettant la découverte d’un grand nombre de médicaments utiles commence a jouer un role

majeur dans le traitement des MICI (Gurib et al., 2006).

Parmi ces plantes médicinales, Myrtus communis, utilisée en médecine traditionnelle comme
remedes contre de nombreuses maladies courantes (I’hyperglycémie, I’hypertension artérielle,
les diarrhées et les hémorragies). Cette espéce était largement décrite comme posseédant une
variété et une grande teneur en métabolites secondaires. Par ailleurs, les études portant sur
I’effet anti inflammatoire intestinale de cette plante ont été peu fréquentes, ce qui a motivé

notre choix pour cette espece (Beloued, 2003).

Notre travail s’inscrit dans le cadre de 1’évaluation et I’étude de I’activité anti inflammatoire
intestinale que ’extrait éthanolique de Myrtus communis pourrait montrer sur des modéles de
colite induite par le DNBS chez des souris BALB/c.
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I. Les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin

Les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI) regroupant la maladie
de Crohn (MC) et la recto colite hémorragique (RCH), sont des affections cryptogéniques
caractérisées par une inflammation chronique rémittente/récurrente de la muqueuse
intestinale, s’évoluent par poussées avec un pic d’apparition chez le jeune adulte,
entrainant souvent des douleurs abdominales intermittentes, de la fievre et de la diarrhée.
Chaque maladie possede également des caractéristiques cliniques, pathologiques et

endoscopiques distinctives (Podolsky, 2002).

Bien que I’étiologique des MICI reste encore méconnue, 1’hypothése actuelle est
celle des maladies multifactorielles complexes, survenant chez des individus
génétiqguement prédisposes, au cours desquelles une réponse immunitaire mugueuse
anormale vis-a-vis de la dysbiose de la microflore intestinale déclenchée ou aggravée par
des facteurs environnementaux (Podolsky, 2002 ; Sartor, 2008 ; Nitzan et al., 2016 ).

> La Maladie de Crohn

La MC est une atteinte inflammatoire pouvant atteindre 1’ensemble du tractus
digestif de la bouche a I’anus (figurel), de maniére segmentaire et transmurale touchant
toutes les couches de la paroi intestinale. Son évolution naturelle est ponctuée de phases de
poussees inflammatoires et de rémissions. Son caractere inflammatoire transmural induit
des complications de types sténosantes ou perforantes (fistules, abceés). Parmi les facteurs

environnementaux, le tabac est le seul reconnu favorisant la MC (Jess et al., 2002).

> La Recto colite hémorragique
La RCH est une maladie inflammatoire intestinale qui se différencie de la MC par
une atteinte exclusivement colique (Figurel), continue et superficielle au niveau de la
mugueuse intestinale. Les complications sont des Iésions ulcéreuses profondes et séveres,
voire le développement d’un mégacdlon dans le cadre d’une colite aigué¢ fulminante, et un

risque élevé de cancer colorectal a long terme (Shetty et al., 1999).
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Maladie de Crohn Rectocolite ulcéro-hémorragique

Figure 1 : Distribution de I'infestation du tractus gastro-intestinal dans la maladie de
Crohn et la Rectocolite hémorragique (Rasenack, 2010).

I.1. Facteurs de risque et pathogenése

Les MICI sont des pathologies complexes pour lesquelles les facteurs
environnementaux, la génétique et le microbiote intestinal entraineraient une suractivation
du systeme immunitaire et conduiraient a une inflammation chronique de I’intestin
(Ananthakrishnan, 2015 ; Dutta et Chacko, 2016).

1.1.1. Le Microbiote

Le microbiote intestinal d’un individu adulte est composé de 500 a 1 000 especes
bactériennes différentes vivant en symbiose avec I’organisme et jouant un role essentiel
dans la physiologie de D'intestin, en empéchant la colonisation de I’intestin par des
microorganismes pathogénes, ou encore en permettant le développement et la maturation

du systeme immunitaire intestinal (Tannock, 2010; Sasaki et Klapproth, 2012).

De plus en plus d’arguments associent les MICI a une diminution de la biodiversité
du microbiote intestinal et a son déséquilibre appelé dysbiose. Cette derniére correspond a
un déséquilibre entre la quantité de bactéries dites « protectrices » et de bactéries dites «
délétéres ». Il a été démontré par Darfeuille-Michaud et ses collaborateurs qu’une
diminution de la proportion de certains groupes de bactéries protectrices tel que
Clostridium Leptum et ’augmentation de la proportion des Entérobactéries dont certains E.
coli entéro-adhérents et invasifs sont associés a 1’apparition des MICI (Huttenhower et
al.,2014).
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Par ailleurs, il a été montré que les bactéries « protectrices » possédent des propriétés
anti-inflammatoires, d’une part en inhibant la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires
par les cellules du systéme immunitaire et d’autre part en favorisant la sécrétion de

cytokines anti-inflammatoires (Sokol et al., 2008).
1.1.2. Facteurs environnementaux

De nombreux facteurs environnementaux, notamment le tabagisme, l'alimentation, la
pollution de l'eau, la géographie, le sommeil, le stress ainsi que lutilisation croissante
d’antibiotiques ont été identifiés comme des facteurs de risque de MICI. Par conséquent,
I'amélioration de I'hygiéne et des soins de santé peut altérer la composition du microbiote
intestinal et conduire a un état de déséquilibre entre bactéries protectrices et pathogénes
(dysbiose) (Abegunde et al., 2016).

Il existe des preuves accumulantes que la vitamine D considerée comme un élément
immunorégulateur dans pas mal de maladies auto-immunes, peut jouer un role essentiel
dans l'incidence et lactivité de la maladie dans les MICI (Ananthakrishnan et al.,
2012 ;Ananthakrishnan, 2015).

Le tabagisme influence I’évolution des MICI, curieusement et de maniére non
expliquée, de facon opposee. En effet, on observe un effet défavorable dans la MC, mais
paradoxalement « bénéfique » dans la RCH. Théoriquement, la nicotine augmente la
production de mucine par I’épithélium colique qui est justement diminuée par la muqueuse
malade dans la RCH, mais pas dans la MC. Ceci pourrait expliquer en partie 1’effet

différencié du tabac sur ces deux maladies (Finnie et al;Pullan, 1996).

1.1.3. Facteurs génétiques

Bien que les MICI ne surviennent qu'apres exposition a un (des) facteur(s) de risque
environnemental (aux) sur un terrain génétiqguement prédisposé, ce dernier terrain n'est lui-
méme pas simple a définir et consiste en une association plus ou moins complexe de
plusieurs variantes génétiques a risque situé sur le chromosome 16g12, le Nucleotide
oligomérisation Domain 2 (NOD2) est un géne composé de 12 exons qui code pour une
protéine dite Caspase recruitment Domain 15 (CARD15) récepteur intracellulaire au sein
des cellules épithéliales et activable par des composants de la paroi bactérienne tel que les

lipopolysaccharides (LPS) et lepeptidoglycane (PG), qui aprés leur stimulation induisent
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un processus qui maintient 1’homéostasie intestinale dit 1’autophagie (Cartot et

al.,2009 ;Khor et al.,2011).

Une mutation touchant ce géne abouti a une apoptose incontrélée des cellules
¢épithéliales et la sécrétion des cytokines pro inflammatoires (IL1 ), ce qui provoque
I’activation non régulée du récepteur intracellulaire, par conséquent du facteur régulateur

clé de transcription des lymphocytes : NF- kb (Neurath et al., 1997).

La prédisposition génétique est insuffisante pour expliquer l'apparition de la maladie
chez la plupart des patients, et plusieurs facteurs de risque immunologiques putatifs ont été

identifiés.
1.1.4. Facteurs immunologiques

Le mucus intestinal constitue a la fois une barriere physique et chimique dont des
peptides antimicrobiens sont synthétisés par les cellules épithéliales, ces derniéres qui ont
tendance a présenter des jonctions serrées grace aux diverses molécules d'adhésion qui
assurent la perméabilité de la muqueuse vis-a-vis des cellules du milieu extérieur (Roda et
al., 2010).

En plus, il existe au sein du tube digestif des tissus lymphoides précisément dans les
plaques de Peyer ayant pour réle la discrimination entre les antigénes commensaux et les
antigenes pathogeénes, et cela, par le biais de déclanchement d'une réponse immunitaire
innée importante (cellules dendritiques, les monocytes/macrophages et les polynucléaires
neutrophiles) (Mowat, 2003). Par ailleurs, la paroi intestinale est dotée d’une grande
capacité de renouvellement qui permet le remplacement rapide des cellules endommagées
(Kokten et al., 2016).

La perte des mécanismes de contrble de la flore intestinale tel que la diminution de la
sécretion de mucus et de peptides antimicrobiens par les cellules épithéliales engendre la
mise en place d’une dysbiose intestinale. Ces facteurs provoquent I’augmentation de la
perméabilité de la barriere épithéliale. Ainsi, les bactéries pathogenes pourront étre en
contact direct d’'une maniére prolongée avec I’épithélium intestinal et envahir la lamina
propria, qui aura pour conséquence l’activation excessive du systéme immunitaire

muqueux (Marcon et al., 2013).

Cette activation excessive de la réponse immunitaire se traduit par une augmentation

de taux de synthése de cytokines pro-inflammatoires : IL-1p, IL-6, IL-23 et IL-8 par les
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cellules épithéliales et les macrophages au lieu du Transforming Growth Factor-beta (TGF-
B) et de prostaglandine E-2 (PGEZ2), induisant ainsi la mutation des cellules dendritiques.
Apres migration vers les ganglions lymphatiques, les cellules dendritiques matures perdent
leur tolérance et synthétisent un taux élevé en IL-12 pro-inflammatoire au lieu de I’IL-10,
ce qui induit la différenciation des LT CD4+ naifs en lymphocytes T effecteurs LTh1,
LTh2 et LTh17 ; en fin, ces LT effecteurs amplifient I’inflammation en secrétant a leurs
tour des cytokines pro-inflammatoires notamment les interférons gamma IFN-Y, TGF-p,
IL-4 et IL-17(Mowat, 2003).

En effet, les LThl permettent ’expansion de la réponse cellulaire en activant les LT
cytotoxiques, CD8+ et les macrophages qui permettent I’élimination des bactéries
pathogenes. Tandis que les LTh2 permettent la mise en place d’une réponse immunitaire
humorale qui active les LB a sécréter des immunoglobulines (IgA) et (1gG) pour combattre
I’infection. Quant aux LTh17, ils sont impliqués a la fois dans le recrutement massif des
cellules de 'immunité innée comme les neutrophiles responsables des 1ésions intestinales,

mais également dans 1’amplification de I’inflammation (Pelletier et al., 2010).

Par ailleurs, Les cellules LT régulateurs (TReg) suppriment les fonctions pro-
inflammatoires des macrophages muqueux et des cellules T effectrices en produisant du
TGFB, ce qui conduit a l'activation intracellulaire des protéines Mothers against
decapentaplegic homolog 3 et 4 (SMAD 3et SMAD4). Cependant, il a été démontré que
les cellules T effectrices des patients atteints de MICI surexpriment une autre protéine
SMAD?7 qui inhibe la signalisation du TGFp, et ces cellules peuvent donc devenir
résistantes a la suppression médiée par le TGFp (Monteleone et al., 2001 ;Fantini et al.,
2009).

L'accent mis sur la réponse immunitaire adaptative a finalement conduit a
comprendre que la MC et la RCH représentent deux formes immunologiques distinctes de
I'inflammation intestinale. La MC considérée comme étant provoquée par une réponse Thl
(cellulaire) et la RCH étant associée a une réponse Th2 (humorale) non conventionnelle
(Cobrin et Abreu, 2005 ;Targan et Karp, 2005).
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Figure 2: Les cytokines impliquées dans la pathogenese des MICI

(Neurath, 2014).

1.2. Traitement des MICI

Sur le plan thérapeutique, il n’existe a ce jour aucun traitement curatif contre les

MICI. En revanche, les 15 derniéres années ont été marquées par de réels progrés qui ont

révolutionné leur prise en charge et changé profondément la qualité de vie des patients.

L’objectif reste le controle rapide des symptomes lors des poussées, puis le maintien de la

rémission par un traitement d’entretien.

1.2.1. Traitement médicamenteux

a) Les dérivés aminosalicylés : sont trés utilisés dans la recto colite hémorragique

pour leurs effets anti-inflammatoires mais également pour réduire le risque de

survenu de cancer colorectal. L’acide 5-aminosalicylique est

le dérivé

aminosalicylé le plus utilisé, il est connu pour son action inhibitrice de la cascade
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arachidonique (prostaglandines, leucotriénes) qui sont a l’origine du processus
inflammatoire (Fiasse, 1991).

b) Les corticoides : les anti-inflammatoires stéroidiens constituent le traitement de
base des poussées d’intensité moyenne ou séveres. La corticothérapie est utilisée
sur de courtes périodes, afin de limiter les effets secondaires. lls interviennent a de
multiples niveaux a tous les stades de I’inflammation en inhibant la phospholipase
A2 (PLA2), la Cyclooxygénase 2 (COX2) et en diminuant la libération de
I’histamine par les mastocytes, le chimiotactisme et I’activit¢ des mononucléaires
(Bannwarth, 2005).

c) Les immunosuppresseurs : agissent de maniére ciblée sur certains composants du
systéme immunitaire par exemple, ’azathioprine se transforme dans 1’organisme en
mercaptopurine et agit comme antimétabolite par formation d’un complexe RACI-
TGN qui stimule I’apoptose des cellules immunitaire, la cyclosporine ayant pour
role I’inhibition de 1’action de calcineurine, et le methotrexate se transformant en
Meéthotrexate poly-glutamylé (MTX-PGs)qui altére le fonctionnement de divers
complexes enzymatiques assurant le processus de méthylation d’ADN (Costantino
et al., 2016).

d) Les antibiotiques : sont prescrits pour traiter la prolifération de bactéries dans
l'intestin, Par exemple, la ciprofloxacine a effet bactéricide, elle neutralise les
enzymes bactériennes de réplication empéchant toutes multiplications cellulaires,

elle agit sur les topoisomérases de type 11 (ADN gyrase) (Deng, 2020).
1.2.2. La biothérapie

e Les anti-TNFa : I’infliximab et 1'adalimumab sont des anticorps monoclonaux
qui fixent et neutralisent le TNFa, une molécule inflammatoire produite en
exceés au cours des MICI. Ces anti corps favorisent 1’élimination de TNFa
soluble et membranaire, la lyse des macrophages et des lymphocytes T activés
et induit I’apoptose de ces derniers. Le traitement peut étre utilisé pour les
poussées réfractaires, les formes fistulisantes et comme traitement d’entretien

(Bouguen et al., 2013).
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1.2.3. Traitement chirurgical

Le Traitement chirurgical Consiste en 1’ablation des zones intestinales atteintes. Elle
est envisagée pour les patients chez qui une non-réponse au traitement médicamenteux est
décelée ou en urgence devant des complications de la maladie (occlusion, perforation,
fistule...).

Pour la maladie de Crohn, la chirurgie ne constitue malheureusement pas un
traitement définitif de la maladie. Elle peut entrainer une longue période de rémission
contrairement au cas d’atteinte du recto colite hémorragique, la chirurgie permet de guérir
définitivement la maladie, par 1’ablation complete du cOlon appelée colectomie totale
(Dalibon et Pierre, 2015).

1.2.4. La phytothérapie

Selon I’'OMS, 25% des médicaments modernes aux USA et au moins 7000
médicaments composant la pharmacopée moderne sont dérivées de plantes. La
phytothérapie est la plus prévalente des thérapies complémentaires et alternatives dans le
traitement des MICI. De nombreux herbes médicinales ont été étudiés in vivo sur des
modeéles murins et in vitro sur des cellules en étude pré-clinique dans le but de préciser leur

mécanisme d’action pouvant intervenir dans la thérapeutique des MICI (Guo et al., 2017).
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Tableau | : Synthese de différentes especes botaniques Myrtaceae présentant un effet anti-

inflammatoire.

Type
. d’inflammation o . e
Plante Population i Mécanisme d’action Référence
étudiée
Réduction de la
. . . migration des . .
Eugenia Souris Cutanée 'grati (Pietrovski et
(edeme) | cucocytes al., 2008)
BrasiliensisLam. polymorphonucléaires. N '
Myrtaceae
Diminution de
- . I’expression des .
Pilina cauliflora. i ite indui g Da Silva et
Rats Wistar | Colite induite neutrophiles infiltrants, (I e
yr (Rattus du facteur TNFa et de
Souris : =  Gastrite. Suppression de
I’activation par voie
Rhodomyrtus = C57BL/6. | = Colite NE-Kb et P (Jeong et al.,
= ICR. ) IRAK1/IRAK4,
Myrtaceae algue.
Lignées Inhibition de
cellulaires I’expression génique du )
Calyptranthes murines - = Stimulation factfe) Ur Dro- genid (Dexheimer et
grandifolia. : par LPS ) P ) al., 2017).
macrophages inflammatoire TNFa.
Myrtaceae RAW 264.7.
Lignées Suppression de
. cellulaires I’expression protéique .
Backhousia . = Stimulation ) (Shim et
citriodora. murines : oar LPS Qes cytoklngs pro- al., 2020).
macrophages : inflammatoires : IL-6 et
Myrtaceae RAW 264.7. TNFa.
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1.3. Myrtus communis L

Connue sous le nom de "Rihan", Myrtus communis L est une espéce appartenant a la
famille des Myrtacées. C’est un arbuste vivace de 1 a 3 metres de haut, a tiges tres
ramifiées ; ses buissons aromatiques portent des feuilles ovales lancéolées, coriaces,
opposees, par deux fleurs blanches solitaires. La plante est trés aromatique (Figure 3)
(Quezel et Santa, 1963).

Figure 3: Myrtus communis L.(A) feuilles ; (B) fleurs et fruits immatures ; (C) fruits

matures ; (D) graines (Jabri et al., 2018).

1.3.1. La composition phytochimique de Myrtus communis L

Le Myrte contient des minéraux et de la matiere azotée, des métabolites secondaires,
dont on peut citer les huiles essentielles et les composés phénoliques et aussi des
métabolites primaires (Tableau I1). Les feuilles et les fruits sont riches en tannins,

flavonoides et anthocyanidines (Belaiche, 1979 ; Fioretto et al., 2007).
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Tableau I1: Composition phytochimique de Myrtus communis L.

Classe Sous-classe ~ Exemples de Partie de Structure chimique  Référence
chimique chimique COMpPOses la plante
Acides Acide gallique
hydroxy- . - .
0
benzoigues Acide vanillique aélj?g:llﬁzs o
Acide syringique ' X OH
Acides HO (Nassar et
hénoliques . . al., 2010).
P g Acides Acide caféique ) ; )
o o Feuilles, Acide caféique
ydroxy- Acide férulique fleurs.
cinnamiques
OH
OH
Delphinidine Feuilles, O S O (Medda et
. . fleurs et Z on al., 2021).
Tannins Malvidine . OH
baies.
Anthocyanidols Cyanidine Cyanidine
o —pinene (Tuberoso
Monoterpénes -terpinéol baies etal,
P a-terp 2006).
1,8-cineole
. 0
Terpenes
)
(Shaheen
. . etal.,
Meroterpénes Myrtucommulone  Feuilles Myrtucommulone

2006).
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Flavonols Quercetin Feuilles, OH
. tiges.
Myricetine oy (Harborne
. et
Flavonoides e Williams,
Flavanols Catechine 1992).
HO H OH
Casuarine
o _ HO! "1OH
Alcaloides  Pyrrolizidinique Feuilles N (Kato et
3-epi-casuarine OH al., 2003).
Casuarine

1.3.2. Activités pharmacologiques et biologiques de Myrtus communis L

Différentes parties du myrte commun ont été utilisées dans l'industrie alimentaire

pour aromatiser les viandes, la fabrication des liqueurs et confitures (Couplan, 2009). Les

fruits de cette plante sont soit consommeés naturellement soit préparés sous forme

d’infusion contre les diarrhées, les ulceres gastroduodénaux (Evans, 2002). En Algérie, le

myrte commun est utilisé comme traitement de I’hypertension (Boudjelal et al., 2013).

Au-dela des pratiques ancestrales de la médecine traditionnelle et les utilisations

connues, les preuves apportées de validation scientifique de son application thérapeutique

sont légion. Dans le tableau suivant sont citées quelques activités du Myrtus communis

dont les propriétés susdites ont été vérifiées et confirmées par différents travaux.
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Tableau 111 : Synthése des différentes propriétés pharmacologiques de Myrtus communis
L.

Propriété Extrait testé et modele Activité Référence

pharmacologique

expérimental

L’extrait éthanolique et
les huiles essentielles des

Effet inhibiteur par
affection de la

Activité anti ) . e
. . feuilles sur 6 bactéries perméabilité de la
microbienne . : . -
gram négatif dont le paroi cellulaire (Mansouri et
genre Streptococcus et 4 | bactérienne. al., 2001).
bactéries gram positif
dont le genre
Pseudomonas.
Leffet des huiles Effet inhibiteur avec | (Kordali et al.,
Activité anti essentielles des erIIIes un % d’inhibition 2016).
fongique sur de 19 champignons | gigferent pour chaque
phytopathogenes. espéce.
Activité anti L’extrait éthanolique de | Effet préventif et (Elfellah et al.,
diabétique feuilles et de rameaux sur | hypoglycémiant, 1984 ; Fahim et
des modeéles de souris et | amélioration des al., 2009).
Rats Wistar traités avec | enzymes hépatiques
streptozotocine. et créatinine.
Diminution des
C cytokines
Activite anti- L’extrait aqueux des | fi
inflammatoire i iniatré plasmatiques
In graines administré aux ; -
| » inflammatoires et (Jabri et al
Rats Wistar traites avec I tation d N
augmentation de 2018) )

I’éthanol.

’activité des enzymes
anti oxydant.
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-Amélioration des
dommages
macroscopiques et
histopathologiques.
L’administration de -Diminution des
Eff I’extrait aqueux des biomarqueurs du
it gtaStl’O- graines a des Rats stress oxydatif et des
protecteur Wistar adultes intoxiqués | cellules (Jabri et al.,
a I'éthanol. inflammatoires 2017).
infiltrant.
-Augmentation de
I'activité des
principales enzymes
antioxydantes
-Restauration de
I'noméostasie
ionique.
-effets
. . hypolipidémiants.
Effet sur le Des lapins nourris au ypolip (Khan etal.,
systéme cholestérol traités par -Réduction des 2014).
vasculaire I’extrait aqueux des baies. | triglycérides sériques
et des lipoprotéines
de basse densité.
L’effet des extraits des Inhibition de
feuilles et baies issus I’acétylcholinesté
Effet d’épuisement dans etaf:tzr(;s?nzlir;zs o (Tumen etal,
anticholinestérase b ' 2012).

et
neuroprotecteur

différents solvants in
vitro sur
I’acétylcholinestérase.
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11.1. Matériel

Ce travail a été realisé au sein du laboratoire de la biotechnologie végétale

d’ethnobotanique, faculté des sciences de la nature et de la vie.
11.1.1.Matériel végétal

La présente étude a été faite sur les feuilles de Myrtus communis étant récoltée en
mois de Mai de I’année 2020 dans la commune de Djimla de la wilaya de Jijel au nord-est
d’Algérie. Le professeur Mohamed Sahnoune a identifié et authentifié la plante au niveau

du laboratoire d'écologie et d'environnement de I’université de Bejaia.

e Regne : Plantae

e Sous regne :Eucaryotae

e Embranchement : Spermaphytae

e Sous embranchement :Angiospermae
e Classe : Dicotyledonae

e Ordre :Myrtales

e Famille : Myrtaceae

e Genre : Myrtus

e Espéce : Myrtus communis L . . .
Figure 4 : Feuilles de Myrtus communis L.

11.1.2. Animaux et conditions d’élevage

L’étude de Iactivité anti-inflammatoire était réalisée sur des souris (maéles et
femelles) de la souche BALB/c agées de 3 semaines, présentant un poids moyen de 25 g et
fournies par I’institut pasteur d’Alger (figure 5). Ces animaux ont été eleves et logés au
niveau de I’animalerie de I’'université d’Abderrahmane Mira de Bejaia a une température
ambiante (25 £ 2C°), avec accés libres a I’eau et a l’aliment. Aprés une période

d’adaptation, les souris ont été pesées, marquées avant leur utilisation.
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Figure 5 : Photographie des souris de souche BALB/c (animalerie de I'université de

Bejaia).

11.1.3. Matériel et réactifs

Le matériel et les réactifs utilisés pour tester la toxicité aigiie et I’activité anti-
inflammatoire intestinale de 1’extrait éthanolique de Myrtus communis sont représentés

dans ’annexe.

11.2.Méthodes

11.2.1. Séchage et broyage

Les feuilles de la plante Myrtus communis ont été lavées a I’aide de 1’eau pour
éliminer toute trace de poussiéere, par la suite exposées au soleil. Une fois séchée, cette

méme partie a été broyée a I’aide d’un broyeur électrique.
11.2.2.Préparation de I’extrait

Un échantillon de la poudre des feuilles de Myrtus communis issu du broyage est

introduit dans une cartouche en cellulose et soumis a 1’extraction par I’éthanol en tant que
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solvant d’extraction au Soxhlet. L’extrait éthanolique récupéré a été évaporé afin

d’éliminer toute trace de solvant, ensuite conserve.

Le rendement est calculé selon la formule suivante :

R=P Ex/P ms X100

> P ex=Poids de I’Extrait sec.

> P ms=Poids de la Matiere séche.
11.2.3.Evaluation de la toxicité aigue

Lors de cette étude, les souris ont été réparties selon 1’homogénéité de leur poids.
Apres une nuit de jeline avec un libre acces a 1’eau, I’extrait éthanolique de Myrtus
communis a éte administre voie orale (figure 6). Les souris ainsi traitées ont été observées
aussitot durant les premiéres quatre heures qui suivent le gavage ensuite pendant cing jours
en vue d’indiquer le moindre changement comportemental ou physiologique et d’établir
par la suite une fiche d’observation. Les troubles symptomatiques surveillés étaient : la

mortalité, 1’hyperactivité, tremblements, manque d’appétit, difficultés motrices,

convulsions, salivations, et diarrhées.

Figure 6 : Photographie d’administration orale des doses du test de la toxicité aigue.
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11.2.4.Etude de I’activité anti-inflammatoire intestinale
11.2.4.1.Induction de lI'inflammation colique par ’acide
2,4Dinitrobenzene Sulfonique (DNBS)

Les souris ont été subdivisées en 5 lots de 6 souris, un lot témoin et 4 lots colitiques.
Les souris des 4 derniers lots ont été privées de nourriture pendant une nuit, par la suite, la
solution de DNBS préparée suivant le Protocol de Martelli avec quelques modifications, a
été installée dans le cblon par voie rectale en insérant une sonde dans le rectum. Les souris
ont été maintenues la téte vers le bas en position droite pendant 20s pour limiter I'expulsion
de la solution de DNBS (figure 7) (Martelli et al., 2007).

Figure 7 : Induction de I’inflammation par voie rectale.

11.2.4.2. Traitement des souris

L’effet anti-inflammatoire intestinal de 1’extrait éthanolique de Myrtus communis a
été testé sur 3 lots souffrant de la colite induite auparavant par le DNBS. Aprés 2h de
I'injection de ce dernier, trois doses de I’extrait éthanolique ont été administrées par
gavage, quotidiennement pendant 5 jours chez les 3 groupes colitiques respectivement
selon le protocole de Bribi et ses collaborateurs (Bribi et al., 2016). Les souris sont

réparties alors comme suit :

Lot I (lot témoin) : les souris ont recu I’eau distillée.
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Lot Il (lot malade non traité) : Les souris souffrent d’une colite induite par le DNBS et

ne sont pas traitées.
Lot Il (lot traité) : Les souris ont regu I’extrait avec une dose 1 de (mg/kg).
Lot IV (lot traite) : Les souris ont regu I’extrait avec une dose 2 de (mg/kg).

Lot V (lot traité) : Les souris ont regu I’extrait avec une dose 3 de (mg/kg).
11.2.4.3.Etude de I’évolution pondérale des souris

Le poids corporel des souris utilisées dans cette étude a été mesuré, peu de temps
avant I’administration de I’extrait éthanolique, et tout au long des 5 jours de la période du

traitement, le poids des souris a été notée chaque jour.
11.2.4.4.0Observation clinique

Les saignements, l'apparition de diarrhée étaient enregistrés tout au long des
expériences. Le volume d’eau et la quantité de nourriture consommeés ont été mesurés

quotidiennement.

11.2.4.5. Prélévement d’organes et évaluation des dommages

macroscopiques

Aprés 5 jours de traitement, les souris ont été sacrifiées par décapitation apres les
avoir anesthésiées, le colon a été récupéré de maniere aseptique, ouvert longitudinalement
et rincé avec une solution saline glacée. Le segment colique était pesé et sa longueur était
mesurée en cm entre la jonction iléo-caecale et le rectum proximal. La partie distale du
colon a été récupérée et fixée dans du formaldéhyde tamponné a 10% pour les études
histologiques. Les échantillons de cdlon restants ont été conservés a -80°c pour 1’étude

biochimique (Figure 8).

Figure 8 : Récupération du colon apres sacrifice des souris.
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11.2.5.Etude histologique

L’histologie a pour but ’obtention des coupes fines colorées d’un tissu biologique
observable au microscope optique. Dans notre cas, le tissu biologique concerne le colon
des souris préalablement conservé au formol a 10%. Les différentes étapes de préparation
des lames histologiques sont les suivantes :

» Macroscopie

e Mettre les différents échantillons dans des histocassettes marquées par les numéros
des souris et la dose.

e Les histocassettes sont remises dans le formol a 10%.

» Deéshydratation, éclaircissement et inclusion

L’ensemble de ces étapes est assuré a ’aide d’un automate ou les histocassettes contenant
les échantillons en question sont trempés dans :
e 8 bains d’alcools (éthanol) a concentration croissantes (70 jusqu'a 100%) pendant
45min pour chaque bain.
e Deux bains de xyléne pendant 45min cette étape appelée : 1’éclaircissement
(clarification)
e Deux bains de paraffine fondue pour I'imprégnation pendant une durée de 1h

30min.

Figure 9: Déshydratation, éclaircissement et inclusion par I’automate.
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» Enrobage

Elle consiste a enrober les préléevements déshydratés par la paraffine pure, grace a un
appareil appelé station d’enrobage réglé a une température de 70°c, en utilisant des moules

en inox. On a eu pour finalité un bloc rempli de paraffine.

\

Figure 10 : Enrobage des échantillons par la paraffine.

> Réfrigération

Une fois durcis par I'effet d’une plaque réfrigérante qui atteins une température de -20°c,

les blocs de paraffine seront démoulés et taillés afin d’avoir des bords parall¢les.

Figure 11: Réfrigeration des blocs de paraffine contenant les échantillons.
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>

Microtomie

Elle comporte deux étapes :

>

Le dégrossissement : ayant pour role de se débarrasser de I’exces de paraffine, elle
se fait & un diametre de 15 pum.

Reéalisation des coupes : Le microtome est réglé pour couper les échantillons a des
coupes minces de 3 um qui seront recueillies sur des lames en verre numérotées,
ensuite, les rubans comportant les échantillons sont plongés dans un bain d’eau

chaude, c’est I’étape d’étalement.

Figure 12 : Etape de la microtomie.

Déparaffinage et hydratation

Les coupes doivent étre déparaffinées dans 1’étuve a 80°c pendant deux heures.

>

Coloration

Etape d’éclaircissement : les lames ont été mises dans un bain de xyléne sur une
plaque chauffante, pendant 30 min.

Etape de déshydratation : Consiste a mettre les lames dans un bain d’éthanol absolu
pendant 10 min.

Etape d’hydratation : Consiste a mettre les lames dans de 1’eau pendant 10 min.

La coloration nucléaire : a I’aide d’un bain d’hématoxyline pendant 3 min suivi par

un ringage a I’eau.
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e La coloration cytoplasmique : a I’aide d’un bain d’éosine pendant 3 min puis

ringage a I’eau.

» Montage des lames

Les coupes ont été plongées dans différent bains (éthanol, éthanol/xyléne, deux bains de
xyléne successif). Ensuite, Les échantillons ont été fixés avec 1’eukitte et protégés avec des
lamelles, Enfin les tissus colorés ont €été observés sous microscope optique aux

grossissements x4 et x10.

11.2.5.1.Evaluation histologique

Les scores histologiques des dommages ont été calculés sur une échelle de 12 points
selon le protocole de Hunter et ses collaborateurs : perte d'architecture, 0 —3 ; infiltrat
inflammatoire, 0-3 ; épuisement des cellules caliciformes, 0 ou 1 ; ulcération, 0 ou 1 ;
cedéme, 0 ou 1 ; épaississement musculaire, 0 —2 ; et présence d'abces dans les cryptes, 0
ou 1 (Hunter et al., 2005).

11.2.6.Analyse statistique

Les données sont présentées par graph pad comme moyenne + SEM. Les analyses
ont été faites grace au test ANOVA, test Dunnet’s, utilis¢ afin de comparer les valeurs des

groupes traités aux valeurs du groupe malade (p<0.05, p<0.01, p<0.001, n=6).
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I11.2. Résultats et discussion

Ce travail vise la mise en évidence de Deffet anti inflammatoire intestinale de
I’extrait éthanolique des feuilles de Myrtus communis sur un modeéle de colite induite par le
DNBS chez des souris BALB/c.

Les résultats du travail de Samareh et ses collaborateurs ont démontré que le
rendement de I’extrait méthanolique issue de la macération des feuilles de Myrtus
communis était égal a (%) (Samareh et al.,2018), ce qui est cohérent a nos résultats. En
revanche, le rendement moyen du myrte Iranien issu d’une extraction au soxhlet était égal
a 28,66%, signalant qu'il est trés riche en flavonoides (Hayder et al., 2008). Cette
différence est en relation avec plusieurs parametres dont la localisation géographique, le
degré de maturite, la génétique, le climat, la période de récolte ainsi que les conditions de
I’extraction pouvant avoir un impact direct sur le rendement et la teneur en métabolites

secondaires (Jean ,2009).

Cette étude n’a marqué aucun signe de toxicité ou mortalit¢ dans le test de toxicité
aiglie. Au regard de ces résultats, nous pouvons dire que la DL50 de I’extrait administré est

supérieur a (mg/kg).

Les cytokines jouent un rdle central dans la modulation du systéme immunitaire
intestinal, elles sont produites par les lymphocytes (LTh1, LTh2), monocytes, macrophages
intestinaux et les cellules endothéliales. Ces médiateurs ont une fonction inflammatoire (I1-
1, 1117, 11-6, TNFa, 11-8 et 1I-12) ou une fonction anti inflammatoire (I1-4, 1I-10 et TGFp).
Dans le cas des MICI, la réponse immunitaire contre le microbiote intestinal est dérégulée,
par conséquent, le taux de la synthése des cytokines pro inflammatoires est élevé
(Neurath, 2014), comme il a été démontré dans des études antérieurs (Garat et Arend,
2003 ; Feng et al., 2011 ; Ansari et al., 2021).

Les signes cliniques manifestés dans le groupe traité avec le DNBS par rapport au
groupe témoins (diarrhées, hémorragie, perte d’appétit et perte du poids) ont été rapportes
par plusieurs études dans des modeles rongeurs in vivo (Cuzzocrea et al., 2001 ; Joshi et

al., 2011 ; Khafipouret al., 2020), ce qui prouve que la colite a été bien induite.

Bien qu’il existe plusieurs méthodes d’induction de la colite chez un modéle animal
(DSS, TNBS et acide acétique), le modele choisi dans ce protocole est celui du DNBS, qui

une fois administré par voie intra rectale, il induit un degré substantiel d'inflammation et de
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Iésion tissulaire dans le clon, ressemblant a la maladie de Crohn humaine en termes de ses
diverses caractéristiques histologiques, notamment linfiltration transmurale de cellules
polymorphonucléaires et l'activation Thl prédominante dépendante de NF-KB (Hove et
al., 2001). Par ailleurs, Impellizzeri et ses collaborateurs ont mis en évidence le role du
DNBS dans I’augmentation de I'expression de COX-2 et de la translocation NF-KB vers le
noyau tout en dégradant son inhibiteur (IKB-a), ou il se lie a ’ADN pour réguler la
prolifération cellulaire et induire I’expression de différents génes pro-inflammatoires, tel
que I'IL-2 et les molécules d’adhésion (ICAM) (Impellizzeri et al., 2018).

Les diarrhées remarquées dans 1’observation clinique de ce travail sont probablement
dues a une diminution voir une incapacité du cdlon a effectuer son pouvoir d’absorption
d’eau et des sels minéraux. Cette absorption insuffisante est survenue suite au phénoméne
d’apoptose au niveau des entérocytes, ce qui est relatif avec I’augmentation de taux des
TNF-o dans le si¢ge de I’inflammation (Touboul, 2007), comme cela se produit dans la
colite ulcéreuse ou la maladie de Crohn (Binder, 2009 ; Zouiten et al., 2013). Par ailleurs,
les Iésions des entérocytes pourraient étre associées a la perte du poids observee chez les
souris du lot traité par le DNBS dans nos résultats. D’autre part, les espéces réactives
d’oxygene(ROS) peuvent expliquer en partie les diarrhées en induisant en particulier une
augmentation de la sécrétion d'électrolytes et d'eau au niveau intestinal ce qui contribue au

passage d’cau et d’ions a travers la barriere épithéliale (Carmody et Cotter, 2001).

Dans la présente étude, le poids du segment distal par rapport a la longueur du cdlon
(P/L) dans les groupes malades non traités était eleve en comparaison avec les lots traités
avec D’extrait éthanolique de Myrtus communis a chacune des doses, précisément la dose
(mg/kg) étant significative, ce qui est compatible avec les résultats d’une étude similaire
faite sur un modeéle de colite induite par le DSS sur des rats, et qui a révélé une
significativité du traitement par I’extrait aqueux de Myrciaria jaboticaba, une plante

appartenant a la famille des Myrtacées, a la dose (mg/kg) (Da Silva et al., 2019).

L’augmentation du rapport P/L pourrait principalement étre due a la présence de
cellules inflammatoires et de neutrophiles en taux élevés, ce qui conduit a la libération de
cytokines pro inflammatoires ( IL-1, IL-6, IL-8, et TNFa), les ROS et les especes azotées
notamment le monoxyde d'azote (NO) dans la muqueuse. Ces radicaux libres sont

potentiellement toxiques, capables de désorganiser les membranes cellulaires et favorisent
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la cytolyse. C’est ainsi que les dommages pathologiques et le gain de poids du colons
s’apparaissent (Rashidian et al., 2016 ; Muthas, 2017 ).

L’analyse histopathologique effectuée dans ce travail a révélé que les souris du
control positif (DNBS+) ont présenté un colon ulcéreux avec érosion des muqueuses, de
plus, il y avait une infiltration cellulaire marquée par rapport au control négatif. La
destruction et I’épuisement des cellules caliciformes (Goblet) a été également noté. Ces
atteintes microscopiques sont similaires a celles décrites dans le travail de Morampudi
(Morampudi et al., 2014). Rossi et ses collaborateurs ont suggéré d’aprés leurs résultats
que linhibition de la formation de TNFa et dIL-1 par le Myrtucommlone, un
phluroglycénol isolé des feuilles de Myrtus communis, pourrait refléter une diminution de
I’infiltration des neutrophiles (Frode et al., 2001 ; Mazzon et Cuzzocrea,2007 ; Rossi et
al., 2009).

Le traitement par D’extrait éthanolique de Myrtus communis pendant cingq jours a
montré des portions raccourcies d'ulcération du célon, une préservation des cryptes, des
glandes tapissées de cellules caliciformes et absorbantes, une épaisseur de la muqueuse
sous-muqueuse/musculaire et des couches musculaires plus proche au lot témoin négatif.
Ces résultats ont été mis en évidence par le score histologique qui était plus faible chez les
souris des groupes traités avec 1’extrait éthanolique. En accord avec nos résultats, Sen et
ses collaborateurs ont démontré que 1’extrait éthanolique des feuilles de Myrtus communis
(mg /kg) ont atténué les mémes signes histopathologiques évalués dans ce travail, cela dans

un modéle de colite induite par 1’acide acétique sur des rats (Sen et al., 2016).

Le MDA est un produit des réactions de peroxydation lipidiques qui se forme lors de
I’attaque des lipides polyinsaturés suite a un cycle de cascade des ROS générés par certains
contaminants. Ce marqueur joue un role clé dans les dommages des tissus, c’est alors un
indicateur d’inflammation. Sur une autre portion du tube digestive, il a été demontré que
I'administration de 1’extrait éthanolique des feuilles du myrte commun par voie orale a
significativement diminué les niveaux élevés de MDA dans lintestin gréle (Ozcan et
al.,2020). En accord avec ces rapports, notre étude a montré que le niveau de MDA était
significativement augmenté dans le control positif. A I'inverse, I'extrait éthanolique de

Myrtus communis a diminué les taux de MDA, cela en exercant un effet dose dépendant.
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En effet, il a été prouvé que l'extrait éthanolique des feuilles de cette plante a inhibé
l'augmentation des niveaux de la malondialdéhyde tout en diminuant la production de ROS

et des especes azotées (Sen et al., 2016).

Choudhary a confirmé dans son étude que la Myricétine connue aussi par le
Myricétol, un flavanol, présente une activité inhibitrice dose-dépendante sur la production
de ROS des phagocytes. Ainsi cette molécule a été identifiée comme un inhibiteur de la
réponse immunitaire innée (Choudhary et al., 2013). Cependant, Cruciani a montré
récemment que les polyphénols trouvés dans les extraits du myrte étaient capables de
réduire la quantité de ROS générés (Cruciani et al., 2019). Le Myrtucommulone supprime
puissamment la biosynthése des eicosanoides par inhibition de la lipoxygénase-5 et de la
cyclooxygénase-1 et inhibe la formation des ROS . Par ailleurs, Frode et rosa ont attribué
I’effet inhibiteur de la formation de TNFa, I'Il-1B et de I'expression des molécules
d'adhésion ICAM a cette méme molécule (Frode et al., 2001 ; Rosa et al., 2003).
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Les plantes médicinales présentent une source indéfinie des molécules bioactives, ces
derniéres résultant des métabolites secondaires produites a partir de métabolisme des
nutriments et qui présentent plusieurs propriétés pharmacologiques. Pour sa richesse en
métabolites secondaires notamment, les flavonoides, les tanins, les terpénes et les

composants phénoliques, Myrtus communis a fait I’objet de cette étude.

Notre travail s’est intéressé a 1’étude de ’effet anti inflammatoire intestinal de
Myrtus communis in vivo. Pour cela, on a fait recours a 1’évaluation du rapport P/L, 1’étude

histologique et le dosage de la malondialdéhyde (MDA).

L’extrait éthanolique des feuilles du Myrtus communis a diminué le rapport P/L dans
cette étude spécialement a la dose (mg/kg). Cela a été confirmé par 1’évaluation

histologique et la mesure de la peroxydation lipidique par dosage de la malondialdéhyde.

Sur ce, on suggére que I’extrait éthanolique de Myrtus communis exerce un effet anti
inflammatoire intestinal dose dépendant sur un modéle de colite expérimentale induite par

I’agent chimique DNBS sur des souris de souche BALB/c.

Les résultats de la présente étude ouvrent porte a la nécessité d’effectuer des
recherches approfondies que ce soit in vivo ou in vitro dans le cadre de I’isolement et la
caractérisation phytochimique de Myrtus communis, par la chromatographie en phase
liquide haute performance (HPLC) ou par la La chromatographie sur couche mince (CCM)
pour déterminer sa composition chimique en métabolites secondaires , les mécanismes

moléculaire et le mode d’action de molécules de I’extrait éthanolique de Myrtus communis.
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Liste des produits

—

ek R SE S S R S S S S R ol

DNBS (250mg/kQ).

Acide acétiqgue (CH3COOH) a 100%.
Eau distillée.

Ethanol (C2H60) a 96%.

Ether de pétrole.

Formol.

Eosine.

Hématoxyline de Mayer.

Xyléne.

Eukitt.

tampon phosphate salin (PBS).
Acide trichloroacétique (TCA 35%).
Acide thiobarbiturique (TBA 0,8 %).
Le peroxyde d'hydrogéne (H.0,) 0,2%

Equipement de préparation

*

ValiE S S S S S S S R o SR SRR S

Appareil de Soxhlet.
Micropipettes1000uL.

Agitateur magnétique.

Barreau magnétique pour agitation.
Vortex.

Eprouvette, Becher et burette.
Erlenmeyer, fiole jaugée

Papier parafilm .

Tubes a essai.

Pince et ciseau.

balance, spatule.

Seringues et sonde de gavage.
Etuve.

Centrifugeuse réfrigérante (4°C).

L’automate ( Leica).
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Microtome (Leica).

Une hote ( Leica).
Congélateur a — 80°C.
Plaque chauffante ( Leica).
Bain mari.

Station d’enrobage ( Leica).
Spectrophotomeétre.

Lames et lamelles.

Annexe




Résumé

Myrtus communis L. est une espéce appartenant a la famille des Myrtacees. C’est une
plante arbuste utilisée traditionnellement dans la région médterranéenne. L’objectif de ce
travail était d’étudier ’activité anti inflammatoire intestinale in vivo de trois doses (mg/kg)
de I’extrait éthanolique des feuilles de Myrtus communis (EEMC) sur un modéle de colite
induite par le DNBS chez des souris BALB/c. L’évaluation de cet effet a été effectuée suite
a la mesure de divers paramétres dont le ratio P/L, les scores histopathologiques et le
dosage de la malondialdéhyde (MDA). EEMC a significativement diminué le rapport P/L
a la dose (mg/kg), ainsi qu’une préservation de la structure de 1’épithélium intestinale a été
révélée dans I’étude histologique. Ces résultats ont été renforcés par 1’étude biochimique
via le dosage de la MDA qui a illustré une significativité pour les trois doses, notant un
effet supérieur présenté par la dose (mg/kg), ce qui suggere un effet anti inflammatoire
dose dépendant puissant.

Mots clés : MICI, Myrtus communis L., DNBS, c6lon, anti-inflammatoire.

Abstract

Myrtus communis L. is a species belonging to the Myrtaceae family. It is a shrub
plant traditionally used in the Mediterranean region. The objective of this work was to
study the intestinal anti-inflammatory activity in vivo of three doses (mg/kg) of the
ethanolic extract of Myrtus communis (EEMC) on a model of colitis induced by DNBS in
BALB/c mice.The evaluation of this effect was carried out following the measurement of
various parameters including the P/L ratio, the histopathological scores and the
measurement of malondialdehyde (MDA). EEMC significantly reduced the P/L ratio at the
(mg / kg) dose, as well as a preservation of the structure of the intestinal epithelium was
revealed in the histological study.These results were reinforced by the biochemical study
via the MDA dosage which illustrated significance for the three doses, noting a greater
effect exhibited by the (mg/kg) dose, which suggests a potent dose-dependent anti-
inflammatory effect.

Keywords : IBD, Myrtus communis L., DNBS, colon, anti-inflammatory.
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	b) Les corticoïdes : les anti-inflammatoires stéroïdiens constituent le traitement de base des poussées d’intensité moyenne ou sévères. La corticothérapie est utilisée sur de courtes périodes, afin de limiter les effets secondaires. Ils interviennent ...

