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Introduction

L’inflammation chronique est le probléeme de santé publique, Il s'agit d'une réponse
protectrice normale aux Iésions tissulaires causées par un traumatisme physique, des produits
chimiques nocifs ou des agents microbiens (Ndiaye et al., 2006). Néanmoins, les symptomes
qui accompagnent cette réaction peuvent étre plus ou moins désagréables et se caractérisent
par des sensations de rougeur, chaleur, douleur et de gonflement (Muster, 2005). Ce
Déséquilibre cause plusieurs maladies tels que les maladies inflammatoires chroniques de
I’intestin (MICI), les causes exactes des MICI sont encore inconnues, mais il est généralement
admis qu'elles résultent d'une interaction complexe entre des facteurs génétiques,

environnementaux et immunitaires (Baumgart et Sandborn, 2012).

En raison de la forte croissance des maladies inflammatoires et des effets secondaires
indésirables des médicaments synthétiques anti-inflammatoires, de nombreux chercheurs a
travers le monde se tournent vers la recherche de nouveaux composés d'origine végétale
capables de compenser ces effets négatifs. La phytothérapie est souvent bien tolérée par
I'organisme car elle utilise des remedes naturels. Parmi ce monde vaste de végétation, on
distingue le myrte, également connue sous le nom scientifique Myrtus communis L, est un
arbuste a feuillage persistant qui fait partie de la famille des Myrtaceae. On la trouve
couramment a I'état sauvage dans toute la région méditerranéenne et elle est utilisée a diverses
fins médicinales, alimentaires et aromatiques. Dans la médecine traditionnelle, les feuilles et
les fruits de le myrte sont employés comme agents antiseptiques, antibactériens,
antihyperglycémiants, analgésiques et anti-inflammatoires (Mimica-Duki¢ et al., 2010)
(Chidouh et al., 2014). Cette plante est connue par sa richesse et pour sa grande variété et sa
teneur élevée en métabolites secondaires tels que les alcaloides, qui sont un groupe important
de substances d'origine naturelle ayant un intérét thérapeutique grace a leur diversité
structurelle et leurs propriétés pharmacologiques (Bruneton, 1993).C'est grdce a ces
caractéristiques que les alcaloides sont efficaces dans le traitement de diverses maladies

hépatobiliaires et gastro-intestinales (Wichtel et Anton, 1999).

Afin de répondre a cette problématique, ce travail a été entrepris dans le but d'évaluer
I'effet anti-inflammatoire intestinal des alcaloides extraits des feuilles de Myrtus communis L
sur un modele colitique induit par le DNBS, une premiére partie présentera I'état actuel de nos
connaissances sur les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin (MICI) et sur Myrtus
communis L. La deuxieme partie se concentrera sur les méthodes expérimentales utilisées,

suivie d'une discussion et d'une analyse des différents résultats obtenus.
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l. Maladies inflammatoires chroniques de I’intestin

Les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI) est une pathologie
inflammatoire chronique du systéme digestif qui regroupe, entre autres, la maladie de Crohn
(MC) et la rectocolite hémorragique (RCH) (Szigethy et al., 2011).Cette maladie se manifeste
par des épisodes de douleurs abdominales, de diarrhées, de sang dans les selles, de perte de
poids et l'infiltration de neutrophiles et de macrophages qui produisent des cytokines, des
enzymes protéolytiques et des radicaux libres, entrainant ainsi une inflammation et des

ulcérations de la muqueuse intestinale (Stokkers et Hommes, 2004 , Szigethy et al., 2011).

En général, les symptomes des MICI varient en fonction de la partie de I'intestin touchée,
tandis que ces symptdmes ne sont pas particuliers a cette maladie (Mimouna, 2013). La
rectocolite hémorragique se caractérise par une réponse inflammatoire avec cedéme,
ulcération et saignement, ainsi que des changements morphologiques le long de la muqueuse
intestinale, impliquant l'infiltration de cellules polynucléaires (PMN), la formation d'abces
dans les cryptes muqueuses et la distorsion des glandes. Ces changements se concentrent dans
la muqueuse et sont limités au célon et au rectum (Danese et Fiocchi, 2011). La MC peut
affecter n'importe quelle partie du tractus gastro-intestinal, perturbant principalement la sous-
muqueuse, mais peut étre transmurale et dépasser la séreuse, créant ainsi des fistules
(Baumgart et Sandborn, 2012). Ces affections évoluent généralement par phases de
poussées, avec une intensité et une durée variables, lorsque la maladie est active. En revanche,
lorsqu'elle est quiescente, des phases de rémission peuvent étre observées (Bar-Gil Shitrit et
al., 2016).

Inflammatory Bowel Disease (1IBD)

Ulcerative
colitis

Figure 1 : Localisation des lésions intestinales dans la maladie de Crohn et la rectocolite
hémorragique (Mimouna, 2013).
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1.1 Maladie de Crohn

La maladie de Crohn est une affection chronique et inflammatoire du systeme digestif,
caractérisee par des symptdmes qui réapparaissent et disparaissent de maniére réguliere
(Torres et al., 2017).C’est une maladie inflammatoire qui peut toucher n'importe quelle partie
du tube digestif, allant de la bouche a l'anus, et qui peut également provoquer des
manifestations externes telles que des problemes articulaires, cutanés ou oculaires. Elle se
caractérise par des phases de poussées inflammatoires, alternant avec des périodes de
rémission, actuellement, la cause exacte de MC n'a pas encore €té identifiée et semble étre le
résultat de plusieurs facteurs, notamment une prédisposition génétique, une composition
particuliére de la flore intestinale et un dysfonctionnement du systéme immunitaire. En
conséquence, cette maladie est considérée comme multifactorielle (Zhang, 2014). Elle touche

habituellement des sujets jeunes, le pic diagnostic se situant autour de 30 ans.

1.2 Rectocolite hémorragique

La RCH c’est une maladie inflammatoire chronique de l'intestin faisant partie d'un groupe
de maladies définies par une inflammation chronique, intermittente ou continue, affectant une
partie plus ou moins étendue de la paroi intestinale et dont la cause exacte n'est pas clairement

identifiée (Diouf et al., 2010). L'origine exacte de la rectocolite hémorragique reste inconnue.

Cette maladie se caractérise cliniqguement par des épisodes récurrents de diarrhée sanglante
et, sur le plan pathologique, par une inflammation diffuse de la paroi du gros intestin (De
Dombal, 1968). La RCH est provoquée par une réponse immunitaire anormale du systeme
immunitaire intestinal, ce qui entraine un dysfonctionnement de la barriere muqueuse
intestinale et une incapacité a empécher la pénétration des bactéries entériques chez un hote

génétiquement prédisposé (Kucharzik et al., 2006).
1.3 Physiopathologie des MICI

Méme a ce jour, l'origine des MICI demeure inconnue, il est largement accepté que ces
affections résultent d'une complexité multifactorielle (Kokten et al., 2016). Des études
approfondies ont mis en évidence le role des facteurs génétiques et environnementaux dans la
survenue des MICI, bien que la cause principale de cette maladie n'ait pas encore été
completement élucidée. En 2005, Heyman et ces collaborateurs, ont conclu deux principales
causes des MICI.

1-Le déséquilibre du systeme muqueux conduit a une augmentation de la réponse immunitaire

dans le microbiote humain.
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2-Toute altération de la composition du microbiote intestinal ou perturbation de la fonction de

I'épithélium entraine une réaction pathologique dans le systéme mugqueux sain.

Aussi il est vrai que Podolsky a souligné dans ses travaux que la pathogeénicité des MICI
dépend de plusieurs facteurs, notamment la susceptibilité du patient, I'immunité des
mugqueuses et la composition de la microflore intestinale. Ces facteurs peuvent interagir de

maniere complexe et contribuer au développement des MICI (Podolsky, 2002).

Geénatique Environnement

h 4
Activation anormale du systéme
immunitaire intestinal
\ 4

Inflammation intestinale chronique

]
¥ ¥

Lésions des Signes
mugueuses cliniques

Figure 2 : Représentation schématique de la physiopathologie des MICI
(Kokten et al., 2016).

|.4 Facteurs de risques

I.4.1 Facteurs immunologiques

Le mucus intestinal est composé de glycoprotéines et de lipides qui créent une barriere
physique pour protéger la muqueuse intestinale contre les agents pathogenes. Cette barriére

est renforcée par la production de mucus par les cellules caliciformes (McGuckin, 2011).

Les jonctions serrées sont des structures qui maintiennent l'intégrité de la muqueuse
intestinale et régulent la perméabilité de la barriére intestinale. Les protéines d'adhésion
comme les occludines, les claudines et les JAMs sont essentielles pour la formation de ces
jonctions. Les changements dans ces protéines peuvent augmenter la permeabilité intestinale
et contribuer au développement de maladies inflammatoires de I'intestin (Gonzalez-Mariscal,

2003), les peptides antimicrobiens, tels que les defensines et les cathelicidines, sont
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syntheétisés par les cellules épithéliales de la muqueuse intestinale pour lutter contre les agents
pathogenes. Ces peptides peuvent également moduler la réponse immunitaire de la muqueuse
intestinale (Salzman et al., 2010).

Les tissus lymphoides associés a I'intestin (GALT) comprennent non seulement les plaques
de Peyer, mais également d'autres structures lymphoides telles que les follicules lymphoides
solitaires et les ganglions lymphatiques meésentériques. Ces structures jouent un réle clé dans
la réponse immunitaire intestinale en agissant comme des capteurs pour les antigénes
pathogenes et les antigénes commensaux, déclenchant une réponse immunitaire innée et
adaptative appropriée (Mowat, 2003), la dysbiose intestinale, qui est caractérisee par une
perturbation de I'équilibre de la flore intestinale normale, peut étre causée par divers facteurs
tels que l'utilisation d'antibiotiques, I'alimentation et le stress. Cette perturbation peut entrainer
une diminution de la sécrétion de mucus et de peptides antimicrobiens par les cellules
épithéliales, ce qui peut augmenter la perméabilité de la barriere épithéliale. Cette
augmentation de la perméabilité peut permettre aux bactéries pathogenes d'envahir la lamina
propria, qui peut entrainer une activation excessive du systéme immunitaire muqueux
(Bischoff et al., 2014 ).

Lorsque les cellules épithéliales et les macrophages sont activés par des bactéries
pathogenes, ils synthétisent des cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-1p, 1'TL-6 et I'IL-
8 plutdt que des cytokines anti-inflammatoires telles que le TGF-p et la PGE2, ce qui peut
induire la différenciation des LT CD4+ naifs en lymphocytes T effecteurs LThl, LTh2 et
LThl7 (Abreu, 2010), Les cellules dendritiques qui ont été exposées a des antigénes
bactériens peuvent migrer vers les ganglions lymphatiques et perdre leur tolérance, ce qui
peut conduire a la synthése d'un taux élevé d'IL-12 pro-inflammatoire plut6t que d'IL-10, ce
qui peut induire la différenciation des LT CD4+ naifs en lymphocytes T effecteurs LThl,
LTh2 et LThl7 (Mowat et Agace, 2014). Les LThl, LTh2 et LThl7 jouent des roles
différents dans la réponse immunitaire contre les bactéries pathogénes dans l'intestin, les
LTh1 sont responsables de I'expansion de la réponse cellulaire, tandis que les LTh2 favorisent
la réponse immunitaire humorale, les LTh17 sont impliqués dans le recrutement des cellules
de l'immunité innée et I'amplification de l'inflammation, ce qui peut causer des lésions
intestinales (Sanchez de Medina et al., 2014, Lee et al., 2018).

D’autre part Les TReg suppriment les fonctions pro-inflammatoires des macrophages
muqueux et des cellules T effectrices en produisant du TGFP, qui active des protéines
intracellulaires appelées SMAD 3 et 4. Cependant, chez les patients atteints de maladies

inflammatoires chroniques de l'intestin (MICI), les cellules T effectrices surexpriment une
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protéine appelée SMAD7, qui inhibe la signalisation du TGFp et peut donc rendre les cellules
résistantes a la suppression médiée par le TGF (Neurath, 2019).

On conclut donc que la MC et la RCH sont deux MICI distinctes, chacune caractérisee par
des profils immunologiques différents, la MC est caractérisée par une réponse Th1l avec une
augmentation de I'expression de cytokines telles que I'IFN-y, 1'lL-12 et le TNF-a, tandis que la
RCH est caractérisée par une réponse Th2 avec une augmentation de I'expression de cytokines
telles que I'lL-4, I'lL-5 et I'lL-13 (Strober et al., 2007).
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Figure 3 : Ensemble des cytokines impliquées dans la pathogenése des MICI
(Lee et al., 2018).

1.4.2 Facteurs génétiques

Plusieurs génes ont été impliqués dans la susceptibilité aux MICI, notamment des genes
impliqués dans I'immunité innée et adaptative, I'homéostasie de la muqueuse intestinale et la
réponse aux infections bactériennes. Certaines des variations génétiques les plus étudiées
associées aux MICI sont les polymorphismes de nucléotide unique (SNP) dans le géne
NOD2/CARD15, le gene IL23R, le géne ATG16L1.

Le gene NOD2/CARD15 a été associé a la susceptibilité a la maladie de Crohn, en

particulier chez les personnes d'origine européenne. Les mutations dans ce géne sont




impliquées dans la régulation de la réponse immunitaire de I'néte aux bactéries intestinales, ce
qui peut contribuer a l'inflammation chronique observée dans la maladie de Crohn (Hugot et
al., 2001). Le géne IL23R a également été associé a la susceptibilité a la maladie de Crohn et
a la colite ulcéreuse, en particulier chez les personnes d'origine européenne. Ce géne code
pour une sous-unité du récepteur de I'IL-23, qui est un facteur de croissance cytokinique
impliqué dans la réponse immunitaire et I'inflammation. Les variations génétiques dans ce
géne peuvent altérer la signalisation de I'lL-23 et contribuer a Il'inflammation chronique
observée dans les MICI (Duerr et al., 2006).

Le gene ATG16L1 code pour une protéine impliquée dans la régulation de l'autophagie,
qui est un processus de dégradation des protéines et des organites cellulaires endommagés.
Les variations génétiques dans ce gene ont été associées a la susceptibilité a la maladie de
Crohn, en particulier chez les personnes d'origine européenne. Les mutations dans ce géne
peuvent perturber I'autophagie et favoriser I'inflammation chronique observée dans la maladie
de Crohn (Rioux et al., 2007).

En outre, des études de séquencage ont identifié des mutations rares dans plusieurs genes
qui augmentent le risque de MICI, notamment les genes de la famille TNFSF15 (McGovern
et al., 2010). Ces génes ne représentent qu'une partie des variations génétiques impliquées

dans la susceptibilité aux MICI.
1.4.3 Microbiote intestinale

Le microbiote intestinal est composé de milliards de micro-organismes, notamment des
bactéries, des virus et des champignons, qui vivent dans l'intestin. Il est connu pour jouer un
rle important dans la digestion, I'absorption des nutriments, le métabolisme et I'immunité de
I'n6te (Belizario et Napolitano ,2015).Les perturbations de ce dernier sont connues pour
contribuer au développement des MICI. Les patients atteints de MICI ont un microbiote
intestinal altéré, caractérisé par une diminution de la diversité des especes bactériennes et une
augmentation de la proportion de bactéries pathogéenes et inflammatoires (Gevers et al.,
2014). Cette altération est associée a une inflammation chronique de I'intestin, ainsi qu'a une
altération de la perméabilité intestinale et de la fonction barriére, qui permettent aux bacteries
pathogénes de traverser la paroi intestinale et de déclencher une réponse inflammatoire
(Scaldaferri et al., 2013). Plusieurs études ont montré que la modification du microbiote
intestinal par I'administration de probiotiques ou de prébiotiques peut améliorer les

symptémes des MICI, ainsi que la qualité de vie des patients (Matsuoka et Kanai, 2015).
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1.4.4 Facteurs environnementaux

Plusieurs facteurs environnementaux tels que le régime alimentaire, les infections, le
tabagisme, la pollution de I'air, le stress et I'utilisation d'antibiotiques ont été sélectionnées
comme facteurs risque des MICI (Xavier et Podolsky, 2007).

e Régime alimentaire

Des études ont montré que le régime alimentaire peut avoir un impact sur la santé
intestinale et jouer un rdle dans le développement des MICI. Par exemple, une alimentation
riche en graisses saturées, en sucres et en produits transformés peut augmenter le risque de
développer une MICI, tandis qu'une alimentation riche en fruits, légumes, céréales complétes

et acides gras oméga-3 peut réduire le risque (Ananthakrishnan et al., 2014).

e Infections
Les infections intestinales peuvent déclencher ou aggraver les symptémes des MICI. Les
bactéries, les virus et les parasites peuvent provoquer une inflammation de l'intestin et

perturber I'équilibre de la flore intestinale (Sartor, 2008).

e Tabagisme

IL est un facteur de risque bien établi pour la maladie de Crohn, mais il peut également
avoir un effet négatif sur la colite ulcéreuse. Le tabagisme actuel protége contre la colite
ulcéreuse. Apres le début de la maladie, il améliore son évolution en réduisant le besoin de
colectomie. Cependant, le tabagisme augmente le risque de développer la maladie de Crohn et
aggrave son évolution, augmentant le besoin de stéroides, d'immunosuppresseurs et de
réopérations. L'arrét du tabac aggrave la colite ulcéreuse et améliore la maladie de Crohn

(Cosnes, 2004), cela donc explique la différencié du tabac sur ces deux maladies.

e Pollution de l'air
Les particules fines, les gaz d'échappement et autres polluants peuvent déclencher une

inflammation de l'intestin et altérer la fonction immunitaire (Khalili et al., 2012).

e Stress

Le stress psychologique peut aggraver les symptomes des MICI et perturber I'équilibre de
la flore intestinale. Des études ont montré que la relaxation, la méditation et d'autres
techniques de gestion du stress peuvent aider a améliorer les symptdmes et a prévenir les

rechutes (Mawdsley et Rampton, 2005).
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1.5 Barriére épithéliale

La muqueuse épithéliale constitue la premiére ligne de défense du systeme immunitaire de
I'intestin. Des recherches précédentes ont établi des liens entre des problémes dans la
production de mucus et certaines maladies inflammatoires de l'intestin, telles que la maladie
de Crohn et la rectocolite hémorragique (Xavier et Podolsky, 2007). La barriere intestinale
dépend fortement des jonctions serrées entre les entérocytes pour empécher les substances
indésirables de pénétrer dans l'intestin. De plus, la couche externe de mucus, principalement
composée de mucine, joue un réle crucial dans cette protection. Des variations dans le géne
muc2 ont également été identifiées comme des facteurs de prédisposition chez les individus
atteints de maladies inflammatoires de l'intestin (Anderson et al., 2011). Plusieurs facteurs
peuvent augmenter la perméabilité de cette barriere intestinale, notamment l'apoptose des
cellules épithéliales intestinales, la perturbation des jonctions serrées et la formation d'ulcéres.
Cette altération de la barriere épithéliale intestinale peut créer une "porte d'entrée” pour de
nombreux micro-organismes, ions et autres molécules, ce qui contribue au déclenchement et
au maintien de l'inflammation ainsi qu'a la diarrhée caractéristique des maladies

inflammatoires de I'intestin (Neurath, 2014).
1.6 Généralités sur les Myrtacées

Le nom de la famille Myrtacées provient du genre Myrtus, qui englobe 140 genres et
comprend environ 5700 espéces (Angiosperm phylogeny Group, 2016). De nombreuses
espéces de la famille sont utilisées en herboristerie ou en aromathérapie. Parmi celles-ci nous
pouvons citer : Eucalyptus globulus (le gommier bleu), Melaleuca cajuputi (le cajeput),
Melaleuca quinguenervia (le niaouli), Syzygium aromaticum (le giroflier). Elles revétent une
importance économique pour les industries agroalimentaires et pharmaceutiques cosmétiques,
sans oublier les nombreux composés potentiellement bioactifs qui restent a analyser et a
évaluer.Les espéeces de cette famille sont pour la plupart des pantropicales, trés présents en
Australie dans sa partie tempérée, Myrtus communis L est la seule espece de la famille qui est

naturellement présente en Méditerranée comme la figure (4) le représente.
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Figure 4 : Distribution de Myrtus communis L (Migliore, 2011).

1.6.1 Myrtus communis L

L'espéce nommée Myrte commun, également appelée myrte juif ou herbe lagui et connue
sous le nom de "Rihan”, il appartient a la famille des myrtacées, qui comprend environ 145
genres et plus de 5500 espéces (Snow et al., 2011). Il s’agit d’un arbuste sclérophylle a
feuilles persistantes ou d’un petit arbre de 1,8 a 2,4 m de hauteur, au petit feuillage et a
I’écorce profondément fissurée (Mendes et al., 2001) .Le myrte se distingue par ses branches
rougeatres (Figure 5) qui sont fortement ramifiées, ainsi que par ses petites feuilles opposées,
trés rapprochées, ovales-lancéolées, aigués, coriaces, persistantes, d'un vert brillant, glabres,
luisantes et a court pétiole. Elles sont également entiéres, La floraison peut commencer a
partir de mai-juin et s'étend jusqu'en ao(t sous forme de fleurs blanches, parfumées, avec des
pétales blancs brillants ou teintés de rose (Wang et al., 2010). Le fruit est de forme ovale et
noir bleuté, parfois vert. Les graines sont nombreuses, aux formes et dimensions irréguliéres.

Ils sont réniforme, brillant, couleur ivoire, et une saveur résineuse.




de fleur

Figure 5: Caracteéristiques botaniques de Myrtus communis L (Kanoun, 2011).

1.6.2 Position systématique de Myrtus communis L

Tableau I : Taxonomie de Myrtus communis (Goetz et Ghedira, 2012).

Régne Plantae
Sous- régne Tracheobionta
Embranchement Magnoliophyta

Sous —embranchement

Magnoliophytina

Classe Magnoliopsida
Sous-classe Rosidae

Ordre Myrtales

Famille Mytaceae

Genre Myrtus

Espéce M communis L.

Variétés M communis var.italica L.

M communis var. baetica L.

M communis var.lusitanica L.

Coupe longitndinale




1.6.3 Composition phytochimique de Myrtus communis L

Le Myrte renferme divers éléments tels que des minéraux et de la matiere azotée, ainsi que
des métabolites secondaires tels que les huiles essentielles et les composés phénoliques, en
plus des métabolites primaires (Tableau I1).Les feuilles et les fruits contiennent une quantité
importante de tannins, de flavonoides et d'anthocyanidines (Sabiha et al., 2011) et des
alcaloides (Akhtar et al., 2012).

Tableau 11 : Composition phytochimique de Myrtus communis L

Composés Exemples Références
* Acide gallique
O
Acides phénoliques HO (Romani et al., 1999)
OH
HO
OH
Malvidine
O/
- Ol
Tannins & gt ‘ (Diaz et Abeger,
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OH ~OH
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OH

1,8-cineole
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Quercétine
Flavonoides (Romani et al., 1999)
(Joseph et al., 1987)
Casuarine
HO , OH
(Akhtar et al., 2012)
Alcaloides HO! 10OH
N
OH

1.6.4 Activités pharmacologiques et biologiques de Myrtus communis L

Myrte a été utilisé depuis les temps anciens comme une épice, ainsi que pour des fins
médicinales et de préparation alimentaire (Aleksic et Knezevic, 2014), et cela grace a ses
propriétés pharmacologiques et biologiques. Les substances naturelles issues des végétaux ont
des intéréts multiples mis a profit dans I’industrie : en alimentation, en cosmétologie et en
dermopharmacie. Les propriétés remarquables des métabolites secondaires végétaux ont été
exploitées a grande échelle en tant qu'ingrédients dans les médicaments, ainsi qu'a des fins
thérapeutiques et culinaires, en raison de leurs activités biologiques exceptionnelles (Kumar
etal., 2022).




Dans le tableau suivant (Tableau I11) sont citees quelques activités du Myrtus communis L
selon chaque partie de cette plante, dont les propriétés susdites ont été vérifiées et confirmées

par différents travaux.

Tableau 111 : Syntheése des différentes propriétés pharmacologiques de Myrtus communis L,
selon chaque partie de la plante (Aleksic et Knezevic, 2014).

Composés Partie de la plante Activité pharmacologique
antioxydant,
antimutagene,
Acides phénoliques feuilles, tige, fleurs, fruit.
anti tumeur,
antibactérien,
antibactérien,
feuilles, fleurs. anti-cancéreux,
antiviral,
Tannins inhibition des lipides
peroxydation,
feuilles, fleurs et fruit. antioxydant,
Terpénes feuilles, fleurs antimicrobien,
tige antivirale,




feuilles, tige, fruit antibactérien,
Flavonoides antivirale,
antioxydant,
anti-inflammatoire,
antiallergique,
anti-cancéreux,
néoplasique,

antimutagene,

tige, fruit anti-thrombotique,

vasodilatateur

1.7 Alcaloides

Les alcaloides sont un groupe de composés naturels basiques contenant de l'azote, de faible
poids moléculaire, synthétisés a partir d'acides aminés et biologiquement actifs (Ziegler et
Facchini, 2008). lls se trouvent principalement dans différents types d'organismes vivants,
notamment les plantes, les animaux, les champignons et les bactéries (Moreira et al., 2018).
Ils sont produits par les plantes en réponse a des changements environnementaux ou des stress
biotiques et abiotiques. Ils possedent un atome d'azote qui a la capacité d'accepter des protons
et un ou plusieurs atomes d'hydrogéne amine qui a la capacité de donner des protons. Ces
atomes établissent des liaisons hydrogene avec des protéines, des enzymes et des récepteurs.
De maniere générale, les alcaloides présentent des groupes fonctionnels tels que I'nydroxyle

phénolique, qui pourrait expliquer leur exceptionnelle bio-activité (Cushnie et al., 2014).

Ces métabolites secondaires présentent une grande variété de structures et possédent des
propriétés biologiques importantes (Taha et al., 2009). Les propriétés des alcaloides en font
des candidats potentiels pour le développement de nouveaux meédicaments, et cela suscite un
intérét grandissant chez les scientifiques. Les alcaloides peuvent étre classés en fonction de
leur squelette carboné, tels que les alcaloides indole, isoquinoline et pyridine. De plus, leur
classification peut également se baser sur leurs précurseurs biochimigques, comme Il'ornithine,

la lysine, la tyrosine et le tryptophane (Cushnie et al., 2014).




1.7.1 Classification des alcaloides

Les alcaloides sont basés sur trois types : les vrais alcaloides, les proto-alcaloides et les
pseudo-alcaloides. Les vrais alcaloides sont caractérisés par un cycle hétérocyclique contenant
de l'azote, tandis que les proto-alcaloides ont un atome N provenant d'acides aminés qui n'est
pas inclus dans le cycle hétérocyclique. Les pseudo-alcaloides ne sont pas dérivés d'acides
aminés et incluent des alcaloides de type terpéne, purine et stéroide. Les différentes catégories

d'alcaloides sont présentées dans le tableau IV.

Tableau 1V : Représente les différents groupes des alcaloides (Aniszewski, 2007).

Alcaloides vrai

Isoquinoline Pyridine
H
N |
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Pseudo alcaloides

Purine Ephedrine
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N
4\ 7 » CHs
N N CH,
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» Pourquoi plus exactement les alcaloides ?

Jusqu'a présent, plus de 20000 alcaloides ont été découverts et plusieurs d'entre eux ont
joué un réle important dans la pratique clinique (Staniek et al., 2013). Ils ont une variété
d'activités biologiques, telles que la capacité d'étre émétiques, anticholinergiques, anti-
tumoraux, diurétiques, sympathomimétiques, antiviraux, antihypertenseurs, analgésiques,
antidépresseurs, relaxants musculaires, antimicrobiens, antiulcéreux et le plus important le
role d’un anti-inflammatoire qui est but de ce mémoire (Henriques et al., 2004, De Sousa
Falcdo et al., 2008).

Diverses études ont mis en évidence que les alcaloides possédent une activité anti-
inflammatoire, en régulant ou inhibant des médiateurs inflammatoires clés tels que NF-kB,

COX-2 et INOS (inducible Nitric Oxide Synthase) (Yang et al., 2006, Pacheco de Oliveira
etal., 2015).




1. Matériel et Méthodes
11.1 Matériel

11.1.1 Matériel végetal

Des feuilles de Myrtus ont été collectées dans la région de Meghra (Wilaya de Bejaia)
durant le mois de février 2023, loin de la pollution (état sauvage). Le professeur Mohamed
SAHNOUNE a identifié et authentifié la plante au niveau du laboratoire d'écologie et

d'environnement de 1’université de Bejaia Targa ouzemour.
Régne : Plantae
Classe : Dicotylédonae
Famille : Myrtaceae

Espéce : Myrtus communis L

Figure 6 : Feuilles de Myrtus communis L (photo original)

11.1.2 Matériel biologique

Cette étude a éte réalisée sur des souris femelles BALB/c, fournies par 1’institut pasteur
d’Alger. Présente un poids moyen de 19g.Les souris ont été elevés et logés au niveau de
I’animalerie de 1’université de Bejaia Targa Ouzemour a une température ambiante (25 +
2C"), avec un cycle lumiére /obscurité de 12 h et avec accés libres a I’eau et a I’aliment. Aprés
une semaine d’adaptation, les souris ont été pesées, partagées dans 6 lots et marquées avant

leur utilisation.

Figure 7 : Photographie des souris BALB/c (Photo original, animalerie université de Bejaia).




11.1.3 Matériel et réactifs

Pour la mise au point d’une méthode de recherche en vue de tester I’activité anti-

inflammatoire des AMC, le matériel et les reactifs utilisés sont représentés dans I'annexe.
11.2 Méthodes

11.2.1 Séchage et broyage

Les feuilles de Myrtus communis L ont été nettoyées avec de I'eau pour enlever toute la

salete, puis séchée a 1’étuve a 40 C° pendant une semaine. Apres le sechage, les feuilles ont

été broyées a l'aide d'un broyeur électrique.

Figure 8: Séchage (A) et de broyage (B) des feuilles de Myrtus communis L (Photo original).
11.2.2 Extraction des alcaloides totaux de Myrtus communis L

Une fois le broyage terminé, la poudre obtenue a été récupérée et introduite dans une
cartouche en cellulose. Pour effectuer I'extraction, on a utilise 1’appareil de Soxlet et aussi

I'éthanol en tant que solvant d’extraction.




L’extraction des alcaloides a été effectuée selon le protocole de (Sousek et al., 1999).

Evaporation dans I'étuve

Aaitation une nuit Filtration

Délipidation par I’éther de pétrole

Alcalinisation de la phase aqueuse
par ’ammoniaque pH=9

L’ajoute du Dichlorométhane et
P’extraction finale des alcaloides

Alcaloides totaux de Myrtus
communis

Figure 10 : Protocole d’extraction des alcaloides de Myrtus communis L (Sousek et al.,
1999).

On a calculé le rendement des alcaloides selon la formule suivante :

e P ex=Poids de I’Extrait sec.
e P ms=Poids de la Matiére séche.

R = P ex/P ms X100




11.2.3 Etude de ’activité anti-inflammatoire intestinale

L'objectif de la présente étude est d'évaluer l'effet anti-inflammatoire intestinal des
alcaloides de Myrtus communis L sur des souris atteintes de colite induite par 1’acide 2.,4-
Dinitrobenzéne Sulfonique (DNBS) selon protocole (Martin et al.,2014).

Au cours de cette étude, les souris ont été classées en 6 groupes homogenes de 7 souris en
fonction de leur poids. On a administré trois doses différentes (25, 50 et 100 mg/kg) a trois

lots de souris par voie orale. Par contre le reste des lots n'ont rien recu (Figure 11).

Figure 11 : Administration des alcaloides de Myrtus communis L par voie orale (photo

original).

Les souris ont été privées de nourriture pendant une nuit. Ensuite, une solution de DNBS a
été préparée. Un volume de 50 pl a été administré par voie rectale aprés les avoir
anesthésiées. Les souris ont été maintenues en position verticale, la téte vers le bas, pendant

30 secondes afin d’éviter I'expulsion de la solution de DNBS (Figure 12).

>
>

Figure 12 : Administration de DNBS par voie rectale (photo original).




Les souris traitées ont été surveillées immeédiatement apres I'administration et durant trois
jours afin de détecter tout changement comportemental tels que la mortalité, perte de poids,
selles saignantes et diarrhées. Apres une six jours de traitement, les souris ont été sacrifiées
par dislocation cervicale apres les avoir anesthésiée. Les colons ont été récupérés et nettoyeés
par ringage a I'eau physiologique. Les poids et les longueurs ont été mesurés. La partie distale
du colon a été fixée dans une solution tamponnée a 10% de formaldéhyde en vue d'une étude
histologique.

11.2.4 Etude histologique

La réalisation d'une coupe histologique facilite I'analyse des tissus en impliquant la
création de tranches extrémement fines d'organes ou de tissus. Pour cette étude, des coupes
histologiques du cbdlon de souris ont été préparées et maintenues dans une solution de formol
(10%). Les étapes de préparation des lames histologiques se sont déroulées comme
suit (Figure 13):

a) Macroscopie

Dans le processus de macroscopie, les échantillons préalablement fixés dans le formol a
10% sont placés dans des histocassettes.

b) Déshydratation, éclaircissement et inclusion

La déshydratation a été effectuée a lI'aide d'un automate équipé de douze bains comprenant

les étapes suivantes :

1-Huit bains contenant de I'alcool a des concentrations croissantes (de 70% a 100%) pendant

45min chacun.

2-Deux bains contenant du xyléne et de I'hématoxyline pendant une durée de 30min chacun.
3-Deux bains contenant de la paraffine fondue pendant une durée de 1 heure et 30min chacun.
c) Enrobage

Cette étape implique I'enrobage des prélevements déshydratés avec de la paraffine, en
utilisant une station d'enrobage réglée a une température de 70°C et des moules en inox.

L'objectif final est d'obtenir un bloc rempli de paraffine.

d) Réfrigération
Les blocs de paraffine sont séparés des moules en utilisant une plaque réfrigérante a -

20°C, les blocs de paraffine seront démoulés et taillés afin d’avoir des bords paralléles.




e) Microtomie
Elle comporte deux étapes :
1) Le dégrossissement : Pour se débarrasser de 1’excés de paraffine.

2) Realisation des coupes : Le microtome est ajusté pour découper les échantillons en fines
tranches de 3um, qui sont ensuite déposées sur des lames en verre numeérotées. Ensuite, les
rubans contenant les échantillons sont immergés dans un bain d'eau chaude, ce qui constitue

I'étape d'étalement.
f) Déparaffinage

Les lames préparées ont été placées dans I'étuve a une température de 80°C pendant 24h

ont le but d'éliminer la paraffine.
g) Coloration

La coloration des lames avait pour objectif de renforcer les contrastes afin d'identifier les
différents éléments constitutifs du tissu. Le processus impliquait I'immersion des lames dans
un bain d'’hématoxyline pendant 3 min pour colorer les noyaux, suivi d'un bain d'eosine a 2%

pendant 1 min pour colorer le cytoplasme.
h) Montage des lames

Une fois la coloration terminée, les lames ont été placées dans deux bains d'éthanol de
concentrations croissantes, puis dans deux bains de xyléne afin d'éliminer toutes les
impuretés. Ensuite, les échantillons ont été fixés avec de l'eukitte et protégés avec des
lamelles. Aprés le séchage des lames, elles ont été observées au microscope avec des
grossissements de x4 et x10.




1/ La macroscopie

5/ La coloration

7/ L’observation

Figure 13 : Différentes étapes de préparation des coupes histologiques (Photo original, prise a

laboratoire d’histologie faculté médecine).




11.2.5 Etude biochimique

Apreés la décongélation des cdlons, on est passé a I'nomogénéisation des célons a l'aide
d'un homogénéisateur €électrique pour obtenir au final deux phases : le culot et le surnageant,

et on a récupéré le surnageant.

11.2.5.1 Monoxyde d’azote

Durant cette expérience, un surnageant de 100 pl de c6lon a été préparé avec l'ajout de
TCA a 10%. Apres une incubation a 4 °C pendant une heure, le tube a été centrifugé a 14669
pendant 10 min. Le surnageant a été récupére et mélangé avec neptityl, sulfamylonide et PBS.
Une incubation supplémentaire de 20 min a été realisée, suivie dune analyse au

spectrophotometre a une longueur d'onde 543 nm (Sun et al., 2003).
11.2.5.2 Malondialdehyde

Un mélange de 200pul de surnageant de cdlon et 200ul de TCA a été préparé puis incubé a
4 °C pendant une heure et centrifugé. Apres cela, 300 pl du melange ont été prélevés et 300 pl
d'un mélange contenant du SDS (0,8%), de I'eau distillée, acide acétique (20%) et du TBA
(0,8%) ont été ajoutés. La densité optique (Do) du mélange final a été mesurée a une longueur
d'onde de 532 nm (Liu et al., 2013).

11.2.5.3 Myélopéroxydase

Dans cette étude, un mélange a été préparé dans un eppendorf en combinant 100 pl avec
2,9 ml de tampon (pH 6) contenant 0,167 mg/ml d'o-dianisidine et 0,0005% de H,O,. Une
fois le mélange préparé, la Do a été effectuée a une longueur d'onde de 460 nm pendant 3 min
(Renlund et al., 1980).

11.2.5.4 Glutathion

Dans cette étude, un mélange a été préparé en combinant 500 ul de surnageant avec 500 pl
d'une solution d’acide sulfosalicylique a 4%. Ce mélange a été incubé pendant une heure a
une température de 4 °C, puis centrifugé a une vitesse de 1200g pendant 15 min a 4 °C.
Ensuite, 100 ul du méme eppendorf contenant le mélange centrifugé ont été prélevés, on lui a
ajoutés 1,7 ml de tampon (pH 7,4) et 0,2 ml de DNTB (0,4% a pH 7,4).Aprés l'ajout des
composants, une lecture de la Do a été effectuée a une longueur d'onde de 412 ou 405 nm

pendant 5 min (Jollow et al., 1974).




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, utilisé afin de comparer les valeurs des groupes

traités aux valeurs du groupe malade (p<0.05, p<0.01, p<0.001, n=6).




I11. Résultats et discussion

111.1 Résultats

Ce travail vise a étudier I’effet anti-inflammatoire des alcaloides des feuilles de Myrtus

communis L sur un modele de colite induite par le DNBS chez des souris BALB/c.

I11.1.1 Taux d’extraction des alcaloides de Myrtus communis

La teneur en alcaloide des feuilles de cette plante est 0,79%, déterminée en fonction de la
matiere seche (poudre initiale).Ces alcaloides ont été détecté gréace a des tests photochimiques
qui impliquent genéralement I'utilisation de réactifs chimiques spécifiques qui réagissent avec
les composés cibles pour produire des changements de couleur ou d'autres signaux
détectables. Tel que le test au Dragendorff peut étre utilisé pour détecter les alcaloides, ou la

formation d'un précipité orange-brun qui indique la présence de ces composés.

Figure 14 : Test de détection des alcaloides (photo original).

A : Alcaloides + Eau ; B : alcaloides + Dragendorff (lodobismuthate de potassium)
I11.1.2 L’activité anti-inflammatoire intestinale des alcaloides de Myrtus

communis L

La présente étude est congue pour évaluer ’effet anti-inflammatoire intestinal des
alcaloides d’une plante du genre Myrtus communis L contre la colite induite par DNBS chez
les souris de souche BALBI/c. Les résultats obtenus ont révélé que I’administration du DNBS
a provoqué des signes cliniques typiques, notamment: une diarrhée sanglante, une diminution
de la consommation de I’eau et de la nourriture et une perte du poids corporel. Nous avons

constaté également des dégats macroscopiques et histologiques.
111.1.3 Résultat de la morphologie des célons

Au niveau macroscopique, on remarque une diminution de la longueur des colons chez les

souris du groupe DNBS en comparaison avec la longueur des cdlons des souris du lot témoin.




Tandis que le traitement des souris avec les différentes doses (25/50/100m/kg) en alcaloides

de Myrtus communis L a provoqué une amélioration de la longueur des célons.

Les c6lons des souris formant le lot malade sont caractérisés par une forte inflammation ou
on observe une rougeur totale du célon, contrairement aux souris de lot témoin. On remarque
une diminution progressive de la rougeur et des lésions aprés le traitement des souris colique

avec des doses (25/50/100mg/kg) en alcaloides de Myrtus communis (Figure 15 et 16).
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Figure 15 : Morphologie générale des colons traités avec différentes dose d’alcaloides de
Myrtus communis L apres I’induction de la colite par le DNBS (photo original).

AMC : alcaloides de Myrtus communis L, Dexa :Dexaméthasone
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Figure 16 : Aspect macroscopique des colons ouverts traités avec différentes dose
d’alcaloides de Myrtus communis L apreés I’induction de la colite par le DNBS (photo
original).

AMC : alcaloides de Myrtus communis L , Dexa :Dexaméthasone

111.1.4 Résultat du dosage de I’activité de monoxyde d’azote

L'analyse des données a révélé une augmentation remarquable du taux monoxyde d’azote
chez les souris du groupe DNBS de 15,5% a celui du témoin. Le traitement avec les trois dose
des alcaloides de Myrtus communis L (25/50/100mg/kg) a montré une réduction de 7,9% et
11.9% et 3,6% respectivement, ou la dose 50kg/mg a donné un meilleur effet. Ainsi que le

traitement avec le dexa a montré aussi une diminution de 5,5% (Figure 17).

111.1.5 Résultat du dosage de I’activité de malondialdehyde

On constate une augmentation significative de 3,52% du taux de malondialdehyde chez les
souris traité seulement par le DNBS, en comparaison avec les souris groupe témoin. Une
diminution progressive de 1,82%, 2,45% et 2,44% du taux de MDA a été observée suite a
I'administration des trois doses (25/50/100mg/kg) des alcaloides de Myrtus communis L
respectivement. La dose de 50 mg/kg a présenté le meilleur résultat. Le traitement avec dexa a
également démontré une diminution supplémentaire de 2,98% du taux de MDA (Figure 17).

111.1.6 Résultat du dosage de I’activité de myélopéroxydase

Une augmentation significative de 16,6% du taux de myélopéroxydase a été observée chez
les souris du groupe DNBS seulement par rapport au souris groupe témoin. Par contre, on a
constaté une réduction de 4,98%, 5,54% et 14,38% pour les trois doses (25/50/100mg/kg) des
alcaloides de Myrtus communis L respectivement. La dose de 100mg/kg a produit cette fois-ci

un effet similaire a celui de dexa, avec une diminution de 16% du taux de MPO (Figure 17).
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Figure 17: Effets des alcaloides de Myrtus communis L sur I’activité de monoxyde d’azote
(NO) et malondialdehyde (MDA) et myélopéroxydase (MPO) dans un modéle de colite
induite par le DNBS chez les souris.

I11.1.7 Résultat du dosage de P’activité de glutathion

On a observé une réduction significative de 3,78% du taux de glutathion chez les souris du
groupe malade en contraste avec les souris du groupe témoin. En revanche, une augmentation
de 0,57%, 2,87% et 0,23% a été constatée chez les souris groupes traités par les alcaloides de
Myrtus communis L (25/50/100mg/kg) respectivement .Une fois de plus, la dose de 50mg/kg
a démontré un effet excellent. Le dexa aussi a réussi a augmenter le taux de GSH de 1,8%
(Figurel8).
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Figure 18 : Effets des alcaloides de Myrtus communis L sur I’activité de glutathion dans un

modele de colite induite par le DNBS chez les souris.
111.1.8 Résultat de I’analyse histologique

Au niveau microscopique, l'effet anti-inflammatoire intestinal des alcaloides de Myrtus
communis L a été confirmé apres I'évaluation histologique des échantillons de la partie distale
du cdlon, car le traitement favorise la régénération des tissus de I'épithélium intestinale. Ceci a
été mis en évidence par une réduction significative des scores microscopiques par rapport au

groupe DNBS non traité avec les 3 doses d'alcaloides.

On remarque une destruction des cellules épithéliale chez les souris colitiques ce qui

entraine la dégénérescence des cryptes intestinales et I'anarchie du tissu épithélial.

L'administration des alcaloides de Myrtus communis L a fait que le tissu s'est régénéré en
restaurant l'architecture normale des cellules et en préservant l'intégrité de I’épithélium

intestinale (Figure 19).
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Figure 19 : Effet des alcaloides de Myrtus communis (AMC) sur I’aspect cellulaire dans un
modele de colite induite par le DNBS. Section histologique de la muqueuse colique colorée.
(@) (lot témoin ), (b) (lot DNBS), (c) (lot médicament), (d) (lot AMC25mg/kg), (e) (lot AMC
50mg/kg), (f)(AMC 100mg/kg) grossissement x4 et x10.
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111.2 Discussion

Des résultats intéressants ont été trouves dans cette étude. Les alcaloides de Myrtus
communis L ont exercé un effet thérapeutique sur la colite expérimentale induite par le DNBS
jugé par I’amélioration de 1’état clinique, 1’atténuation des Iésions histologiques et la
diminution des taux et I’activité des différents marqueurs pro-inflammatoire et pro-oxydant

chez les souris traitées.

L'utilisation de substances chimiques pour induire la colite chez les souris est largement
adoptée comme méthode courante pour créer un modele expérimental de maladie intestinale
inflammatoire. L’administration de DNBS provoque 1’apparition de plusieurs symptémes
cliniques tels que les diarrhées, les hémorragies, la perte d'appétit et du poids (Hunter et al.,
2005). Lors de son administration par voie intrarectale chez les souris, il induit une
inflammation et des dommages tissulaires importants au niveau du c6lon par rapport aux
colons des souris du groupe témoin (Martelli, 2007). Le DNBS cause aussi une nécrose des
cellules épithéliales et des Iésions ulcéreuses dans la muqueuse du célon. Cette nécrose
tissulaire est accompagnée d'une infiltration inflammatoire par des cellules immunitaires,

notamment des neutrophiles et des lymphocytes (Okayasu et al., 1990).

D’aprés ’analyse histologique, Le traitement par les alcaloides de Myrtus communis L a
fait que le tissu s’est régénéré en restaurant I’architecture normale des cellules et en
préservant 1’intégrit¢ de 1’épithélium intestinale, ainsi une diminution de I’infiltration

lymphocytaire a été observée par rapport au lot traité par le DNBS.

La barriéere intestinale est une structure complexe chimique, physique et immunologique
qui assure l'intégrité et la fonctionnalité biologique de l'intestin. Elle joue un réle crucial dans
la prévention de l'invasion de micro-organismes pathogeénes et de l'inflammation intestinale.
Lorsqu'une inflammation intestinale se produit, la barriére intestinale peut étre altérée,
entrainant une augmentation de la permeabilité intestinale (Fasano, 2012).Cette augmentation
de la perméabilité, également appelée "fuite intestinale”, permet le passage de molécules
indésirables et de micro-organismes a travers I'épithélium intestinal, ce qui peut déclencher
une réponse inflammatoire (Salim et al., 2011). Les jonctions serrées entre les cellules
épithéliales peuvent étre affectées, ce qui entraine une ouverture des espaces intercellulaires et

une diminution de I'intégrité de la barriére (Zeissig et al., 2014).

Lorsque I'inflammation intestinale se produit, il y a une activation du systéme immunitaire
qui contribue a la réponse inflammatoire. Les cellules immunitaires présentes dans la

muqueuse intestinale, telles que les lymphocytes, les cellules dendritiques et les macrophages,




libérent des cytokines pro-inflammatoires, telles que le TNF-alpha, l'interleukine (IL-1) et
I'interleukine (IL-6), qui jouent un réle clé dans I'amplification de la réaction Il'inflammation
intestinale (Salim et al., 2011). Cette réponse immunitaire peut causer des dommages
supplémentaires au niveau de la barriere intestinale et contribuer a la progression de

I'inflammation intestinale.

Pendant une réaction inflammatoire, les polynucléaires neutrophiles augmentent leur
consommation d'oxygene, ce qui entraine la production de radicaux libres oxygénés. Ces
radicaux peuvent étre toxiques et causer des dommages aux membranes cellulaires, favorisant
ainsi la cytolyse. Parmi ces radicaux libres, on trouve le NO qui est généré par I'oxydation de
I'arginine grace a une famille d'enzymes appelées NOS. Lorsque les NOS inductibles
interviennent pendant une inflammation, cela entraine des effets inflammatoires tels que la
vasodilatation et 1'apparition d'un cedéme ..., le NO devient donc une cible importante pour le
développement de thérapies destinées a traiter les maladies inflammatoires (Borel et al.,
1998, Vliet et al., 1992). Plusieurs résultats ont rapportés que L'inhibition de I'iINOS pourrait
offrir des avantages dans le traitement des MICI (Bogdan, 2001, Aktan et al., 2003, Kroncke
etal., 1998).

Lorsque les lipides dans les membranes cellulaires subissent une peroxydation en raison du
stress oxydatif, une substance appelée MDA, est générée (Balasubramanian et al., 1989,
Uchida, 2006). Cette réaction produit une quantité significative de MDA, ce dernier est parmi
les aldéhydes les plus fréquemment associés au stress oxydatif (Zarkovic et al., 2013). De
plus, sa structure chimique est instable, ce qui signifie qu'il a la capacité de réagir
spontanément avec les protéines (Kikugawa et al., 1987). Lorsque les protéines sont
modifiées par le MDA, cela est considéré comme un indicateur ou un médiateur de

I'inflammation (Lung et al., 1990).

Au cours d'une inflammation intestinal, la libération de la protéine myélopéroxydase par
les granules primaires des neutrophiles joue un rdle essentiel. La MPO est une protéine
lysosomale qui participe activement a I'élimination des microorganismes et des cellules
tumorales nécessitant de l'oxygéne. Sa concentration est directement liée au nombre de
neutrophiles (SAIKI, 1998, Peterson et al., 2002). Des études précédentes ont observé une
accumulation significative de neutrophiles et une augmentation notable de la MPO dans le cas
de la colite induite par le DNBS (Qiu et al., 1999).

Le r6le du stress oxydant dans l'initiation et le développement des MICI est significatif.

Les radicaux libres jouent un role essentiel dans le processus inflammatoire en participant a




I'activation du facteur nucléaire kB, qui a son tour stimule la transcription de molécules
inflammatoires (Kruidenier et Verspaget, 2002). Le mécanisme d'action antioxydant
consiste & empécher la création d'especes réactives de I'oxygéne (ROS) en inhibant les
enzymes responsables de la production de radicaux libres, en bloquant la peroxydation
lipidique grace a l'utilisation d'antioxydants qui les captent, et en activant les enzymes
antioxydants (Montoro et al., 2005). Le glutathion (GSH) joue un role crucial en tant que
principal agent antioxydant non enzymatique dans la muqueuse gastro-intestinal. 1l agit
directement comme piege a radicaux libres ou en étant utilisé comme substrat par les enzymes

de deétoxification associées (Loguercio et al., 1999).

Au finale, I’ensemble de ces résultats indiquent que les alcaloides de Myrtus communis L
exercent un effet anti-inflammatoire, en régulant I'expression des marqueurs pro-

inflammatoire et antioxydant et en préservant l'intégrité de I'épithélium intestinal.




Conclusion

L'objectif de cette étude est d'évaluer I'effet anti-inflammatoire intestinal d’une plante
médicinale local Myrtus communis L afin de découvrir de nouvelles approches thérapeutiques
pour traiter les maladies inflammatoires chroniques de I'intestin (MICI).

Les résultats de cette étude suggerent que les alcaloides de Myrtus communis L pourraient
étre potentiellement utilisés dans la gestion et le traitement des maladies inflammatoires
chroniques de I'intestin. Les alcaloides de cette plante ont amélioré la morphologie des célons
a savoir l’augmentation des longueurs et diminution des poids. Cette activité anti-
inflammatoire a a été confirmé par I’étude histologique et le dosage des différents marqueurs
pro-inflammatoires tel que NO, MDA, MPO et GSH comme pro-oxydants.
La dose de 50 mg/kg a produit un meilleur effet. L’ensemble des résultats obtenus ont
démontré que les alcaloides de Myrtus communis L présentent un potentiel dans le traitement
des maladies inflammatoires chroniques de 1’intestin. Cependant, il convient de noter que
cette étude reste préliminaire et nécessite des recherches complémentaires approfondies au
niveau moléculaire pour mieux comprendre les mécanismes d'action. La caractérisation des

alcaloides par HPLC-MS et GCMS pour déterminer et identifier la ou les molécules actives.
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Annexe

Liste des produits

Acide hydrochlorique HCl a 37%
Acide thiobarbiturique (TBA 0,8 %)
Acide trichloroacétique (TCA 35%)
Ammoniaque

Chloroforme (CHCls)
Dichloromethane

Diéthyle éther

DNBS (250mg/kQ).

Dragendorff

Eau distillée.

Eosine.

Ethanol (C2HeO) a 96%.

Ether de pétrole

Eukitt

Formol.

Hématoxyline

Le peroxyde d'hydrogene (H20:) 0,2%
Paraffine

Tampon phosphate salin (PBS)
Xyléne

Equipements de préparation

Ampoule a décanté
Appareille d’enrobage
Automate de déshydratation
Balance.

Barreaux magnétiques.
Béchers et éprouvettes.
Boites de pétries

Cages

Ciseaux et pinces.
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Cristallisoir
Entonnoirs
Histocassettes
Hotte.

L’ étuve

Lames et lamelles
Micropipette et épendorfs
Microscope
Microtome
Plaque agitatrice
Plaque chauffante
Refrigérant
Regles

Seringue

Sonde

Soxhlet

Spatules



Résumé

Myrtus communis L, utilisée en meédecine traditionnelle comme remedes contre de
nombreuses maladies courantes. Dans cette étude nous avons procédé a 1’évaluation de
I'activité anti-inflammatoire intestinale in vivo de trois doses (mg/kg) d’alcaloides de Myrtus
communis L (AMC) sur un modele de colite induite par le DNBS chez des souris BALBI/c.
Apres avoir dosé différents parametres biochimiques tels que le NO, MDA, le MPO et le
GSH, ainsi que les scores histopathologiques. L'évaluation de ces parametres a révélé que
I'AMC avait amélioré la longueur des colons. L’étude histologique a montré une régénération
de la structure de 1'épithélium intestinal. L’ensemble des résultats obtenus ont été confirmé
par I'étude biochimique qui avait démontré une diminution significative du NO, MDA, MPO
et une augmentation du GSH pour les trois doses (25/50/100 mg/kg), avec un effet plus
prononcé observé a la dose (50 mg/kg).

Mots clés : MICI, Myrtus communis L, anti-inflammatoire, DNBS, c6lons.

Abstract

Myrtus communis L, used in traditional medicine as remedies for numerous common
diseases. In this study, we evaluated the in vivo intestinal anti-inflammatory activity of three
doses (mg/kg) of Myrtus communis L alkaloids (AMC) on a DNBS-induced colitis model in
BALB/c mice. Various biochemical parameters such as NO, MDA, MPO, GSH, and
histopathology scores were measured. The evaluation of these parameters revealed that AMC
improved colon length. Histological examination showed regeneration of the intestinal
epithelium structure. All the obtained results were confirmed by the biochemical study, which
demonstrated a significant decrease in NO, MDA, MPO, and an increase in GSH for all three
doses (25/50/100 mg/kg), with a more pronounced effect observed at the dose of 50 mg/kg.

Keywords: IBD, Myrtus communis L, anti-inflammatory, DNBS, colons.
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