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Introduction

Introduction

L’ulcére gastrique constitue un probléme majeur de santé publique au cours du XIXe siécle. Il
représente I'une des affections les plus fréquentes du systéeme digestif, avec une prévalence
d’environ 5 a 10%. Cette pathologie est caractérisee par des lésions de la muqueuse gastrique,
dues a une altération de I'équilibre entre les facteurs offensifs et défensifs (Satapathy et al.,
2024).

Différents stimuli, y compris I'utilisation excessive de médicaments anti-
inflammatoires non stéroidiens (AINS), le tabagisme, l'infection par Helicobacter pylori (HP),
la consommation d'alcool et le stress peuvent entrainer une augmentation de I'incidence
d'ulcéres gastriques qui se traduit par une inflammation intense avec une augmentation du stress
oxydatif (Shareef et al., 2022). La génération excessive d’EROs lors de 1’ulceére gastrique

entraine 1’épuisement de ses systémes antioxydants(Park et al., 2021).

Afin de compenser cette déplétion, la cellule gastrique a recours a I’activation de
plusieurs antioxydants enzymatiques tels que la catalase (CAT), la superoxyde dismutase
(SOD) et la glutathion peroxydase (GPx). D’autres antioxydants endogénes non enzymatiques

tels que le glutathion réduit (GSH) participent aussi a I’¢limination des ERO.

Actuellement, les thérapies contre l'ulcere gastrique reposent principalement sur deux
approches : la réduction de la production d'acide gastrique et le renforcement de la protection
de la muqgueuse gastrique. Néanmoins, I’efficacité de ces thérapies est limitée et elles présentent

plusieurs effets secondaires (L.i et al., 2023).

Dans ce contexte, l'utilisation des plantes médicinales est en constante expansion a
travers le monde pour la prévention et le traitement de diverses pathologies, avec moins d’effets
adverses. En effet, 80% de la population mondiale a recours a la phytothérapie pour prevenire

les troubles gastro-intestinaux, notamment les ulceres gastriques (Djanaev et al., 2022).

Clematis flammula (CF), une plante répertoriée en Kabylie, est reconnue grace a ses
propriétés phytothérapiques variées en raison de sa teneur élevée en composes phénoliques.
Traditionnellement, elle est utilisée pour la prévention et la gestion de diverses pathologies

inflammatoires notamment 1’ulcére gastrique (Belkhir et al., 2024). Cette étude vise a évaluer

in vivo le potentiel gastro-protecteur et préventif de I'extrait éthanolique des feuilles de CF
contre I’ulcére gastrique induit par le diclofénac, un anti-inflammatoire non stéroidien.
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I.1. Estomac

1.1.1. Anatomie de I'estomac

L'estomac est considéré comme un sac musculaire creux et élastique en forme de J, qui
se trouve entre 1'cesophage et l'intestin gréle (D’Amico et al., 2012 ; Sherwood et al., 2013).
Il comporte trois parties principales : la grosse tubérosité ou le fundus qui se situe sous l'orifice
cesophagien (Sherwood et al., 2013 ; Hunt et al., 2015). Directement en dessous, se trouve la
grande partie centrale de I'estomac appelée le corps, suivie du pylore ou antre, une région
distale étroite qui se connecte avec le duodénum de l'intestin gréle via le sphincter pylorique
(Figurel) (Scott et Fong, 2017).

Cardia

Sphincter
pylorique

Muqueuse

l Region Antre
Duodénum des glandes
pyloriques

Figure 1 : Anatomie générale de I’estomac (Sherwood et al., 2013).

1.1.2. Histologie de I’estomac

L’estomac se compose de quatre couches qui se succédent de I’extérieur vers I’intérieur

par : la séreuse, la musculeuse, la sous-muqueuse et la mugueuse (D’Amico et al., 2012).

-La séreuse : est la couche conjonctive externe de I'estomac, composée de tissu fibreux lache
(Ross et al., 2015). En continuité avec le péritoine, elle constitue une couche protectrice autour
de I'estomac et facilite ses mouvements pendant la digestion (Scott et Fong, 2017).

-La musculeuse ou tunique musculaire : est constituée de trois couches de muscle lisse

superposées, qui jouent un réle principal dans le processus de digestion alimentaire, grace a
leur activité péristaltique (Johansson et al., 2000).
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-La sous-muqueuse : est une couche épaisse de tissu conjonctif responsable de la

distensibilité et de I'élasticité du tube digestif. Elle est riche en vaisseaux sanguins et
lymphatiques. On y trouve aussi les plexus nerveux sous-muqueux qui contrélent l'activité
locale de chaque région (Sherwood, 2000 ; Ross et al., 2015).

-La muqgueuse : est une couche épaisse qui couvre toute la surface interne de I’estomac. Elle
est organisée en tubes glandulaires verticaux (les cryptes) au fond desquelles se trouvent les
glandes gastriques, avec trois types principaux de cellules sécrétrices (Melchior et Savoye,
2020)

a) Les cellules zymogénes ou principales : sécrétent I'enzyme gastrique principale, la
pepsinogéne qui est le précurseur de la pepsine.

b) Les cellules pariétales (oxyntiques) : sécréetent de I'acide chlorhydrique (HCI).

c) Les cellules muqueuses : sécrétent du mucus, un revétement protecteur de 1’épithélium

gastrique contre 1’acidité du suc gastrique.

1.1.3. Physiologie de I’estomac

Les cellules pariétales sécrétent le HCI, grace a I’activit¢é ATPasique de la pompe a
protons H*/K*, ou le H* cytoplasmique est expulsé dans la lumiére gastrique en échange d’un
ion K*. Le H" sécrété provient de la décomposition de H20 en H* et OH" (Figure 2) (Ross et
al., 2015).

Figure 2 : Sécrétion d'acide chlorhydrique par la cellule oxyntique (Smith et Morton, 2001).

Ce dernier est neutralisé par un autre H* provenant de la dissociation de l'acide

carbonique (H2COs3), qui est synthétisé par 1’anhydrase carbonique a partir du dioxyde de
carbone (CO») et d'eau (H20) (Figure 2) (Johansson et al., 2000).
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La stimulation de 1’acide gastrique est principalement régulée par trois agents
secretagogues nerveux, hormonaux et paracrines, qui sont respectivement assurés par

I’acétylcholine, la gastrine et I'histamine (Figure 3).

Peptides,
amino acids Distension H™
Mechano R
GRP R
G cell
M R
Gastrin ) o |
l' ' 5
| &~ x = ]
=N — Gastrin
4 Vagus ﬁ
E—— P [ ——
Gastrin Blood ’ Gastrin

Figure 3 : Mécanismes de stimulation de la sécrétion acide de la cellule oxyntiques (Smith et Morton,
2001). Ach: acetylcholine; GRP: gastrin releasing peptide; CCK-BR: cholecystokinin B receptor; HzR:
histamine Hareceptor; MR: muscarinic receptor; OX: oxyntic.

-La gastrine : est sécrétée par les cellules G, localisées dans la région antrale. Elles induisent
la sécrétion d’acide en agissant soit directement sur les cellules pariétales, ou indirectement en
stimulant les cellules Entero-Chromaffin-Like (ECL). La gastrine augmente également la
synthése de la pompe a protons dans la cellule oxyntique, en stimulant I’expression génique de
ce dernier (Waldum et al., 2014 ; Engevik et al., 2020).

-Histamine : est synthétisée au voisinage des cellules pariétales par les cellules ECL a partir
de I’histidine. Elle stimule la sécrétion acide par I’intermédiaire de récepteurs a histamine (H2)
couplés a I'adénylate cyclase (AC) (Smith et Morton, 2001 ; Schubert, 2016).

-L'acétylcholine : est synthétisé par des fibres nerveuses cholinergiques dans les nerfs

locaux. Elles induisent la libération du HCI par les cellules oxyntiques, et la gastrine par les
cellules G (Smith et Morton, 2001).

Par effet rétroactif, la sécrétion d'acide gastrique est bloguée si le contenu de I'estomac
devient trop acide (pH < 3 ) (Johansson et al., 2000), qui stimule la libération de la :
-somatostatine : par les cellules D de la muqueuse antrale. Elle agit directement sur les cellules
oxyntiques ou indirectement en inhibant la libération de la gastrine et I'histamine via les
récepteurs somatostatine-2 (ST-2) (Smith et Morton, 2001 ; Engevik et al., 2020).
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-_prostaglandine : agit par voie paracrine en inhibant la sécrétion acide par action directe
sur les cellules pariétales ou en inhibant la sécrétion de la gastrine. Elle joue aussi un role

cytoprotecteur en favorisant la sécrétion du mucus et de bicarbonate (Figure 3) (Schubert,
2016).

La muqueuse gastrique est protégée contre les agressions chimiques du suc gastrique
par une barriére de surface mucus-bicarbonate (Reynolds, 2016).

Les cellules a mucus sécrétent du mucus qui forme un revétement protecteur de 1’épithélium
gastrique en empéchant le passage des enzymes protéolytiques (Silbernagl et al., 2000). Le
mucus est composé de glycoprotéines tres hydrophiles, qui retardent la diffusion du bicarbonate
(HCO3") loin de I'épithélium, ces ions agissant comme des capteurs d’H* endolumineux

provenant de la lumiére de I'estomac (Figure 4) (Allen et Flemstrém, 2005 ; Lacour et Belon,
2015).

H+ i pH 1.5
Pepsinogeéne —a—Rensin

ucus £ 5 COZ H o ? =< (’f'
& HC03 + (ncfl.lralisation) + : #l‘i[t] (]%

, 4«, £%)

Barriére
muscu-bicarbonate

-
p

jonction
serrée
épithéliale

Jonction étanche

Biulanr=

«OMN A CRAIC..AD

Figure 4 : Mécanisme de protection de la muqueuse gastrique contre les lésions chimiques par le
mucus-bicarbonate (Reynolds, 2016).
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1.2. Ulcere gastrique

L’ulcére gastroduodénal est une maladie chronique récurrente qui se définit comme une
rupture de I’intégrité normale de la muqueuse gastrique et caractérisée par une cicatrisation
défectueuse. Elle peut s’étendre a travers la muqueuse jusqu’a la sous-muqueuse ou plus
profond (Graham, 2014). Généralement, ¢’est une maladie non mortelle, dont I’indice varie
en fonction de 1’age et du sexe et qui se manifeste principalement par des hémorragies.
Cependant, elle peut évoluer vers une tumeur maligne si elle n’est pas traitée (Figure 5)
(Graham, 2014).

-3‘3:- Ulcére gastrique aigue

==
malun eosine x80

Figure 5 : Représentation de ’ulcére gastroduodénale (Reynolds, 2016).

1.2.1. Physiopathologie de ’ulcére

La muqueuse gastrique normale maintient un équilibre entre les facteurs protecteurs et
les facteurs agressifs (Abdel-Sater, 2011). Les cellules pariétales sécrétent le HCI, et les
cellules peptiques sécrétent de la pepsine, qui ne peut digérer les protéines que lorsque le pH
est faible (entre 2 et 3). Dans le cas ou le mucus produit est insuffisant, la muqueuse est digéree

par I’acidité de I’estomac, ce qui entraine un ulcére gastroduodénal (Satapathy et al., 2024).

1.2.2. Facteurs d’agression de la muqueuse gastrique

Les facteurs agressifs gastriques sont principalement, une infection par H.Pylori et le
HCI. D’autres facteurs a I’origine de 1’ulcere sont la cirrhose alcoolique, le facteur génétique,
et le recours aux anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) (Figure 6) (Satapathy et al.,
2024).
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L’acide gastrique HCI : induit des lésions de la muqueuse gastrique provoquant ainsi une

réponse inflammatoire (Satapathy et al., 2024).

L’alcool : son contact direct avec la muqueuse peut induire de nombreux changements
métaboliques et fonctionnels, amenant a la formation de Iésions marquées de cette derniére
(Abdel-Sater, 2011).

A B
Facteurs protecteurs  Facteurs agressifs | Facteurs protecteurs Facteurs agressifs

2 N
1 . Mucus\&’}

* Mucus « Bicarbonate
« Bicarbonate * Acide gastrique « Oxyde nitrique
« Oxyde nitrique Y H pylori « Prostaglandines
« Prostaglandines « Ethanol * Flux sanguin vers

* AINS la muqueuse
« Stress oxydatif

« Acide gastrique
« H. pylori

« Flux sanguin vers z
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la muqueuse
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« Stress oxydatif

Ulcere
= gastrique

{ Muqueuse
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Figure 6 : Facteurs d’agression et de protection de la muqueuse gastrique (Abdel-Sater, 2011).

Le stress : est un facteur déterminant de 1’ulcere gastrique, il peut retarder la guérison ou
aggraver des ulceres gastriques déja existants. Il ralentit la motilité du tube digestif et permet
a I’acide gastrique de s’accumuler dans I’estomac (Abdel-Sater, 2011).

H. pylori : ’infection par H.pylori est associée a un risque de développement d’une maladie
ulcéreuse avec une prévalence allant jusqu’a 90% (Abdel-Sater, 2011). Le systéme
immunitaire humain ne peut pas éliminer la bactérie. Elle survit dans I’estomac et induit une
inflammation chronique avec une infiltration marquée de neutrophiles polymorphonucléaires
et une production excessive de ERO, aggravant ainsi I’inflammation (Handa et al., 2010).
Les AINS : sont la cause d’une incidence elevée (1/175) de 1’ulcére gastrique, la mortalité
pouvant atteindre 5 a 10% (Lazzaroni et Bianchi, 2004). L’inhibition de la COX-1 par ces
AINS entraine une reduction du flux sanguin gastrique a cause de la baisse de la synthése des
prostaglandines gastriques, ce qui mene a une augmentation de la production d’acide, une
diminution de la production de mucus, une rétrodiffusion des ions H* dans la muqueuse

gastrique, et une réparation cellulaire retardée (Figure 7) (Santos et al., 2012).
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Figure 7 : Mécanisme d’action des AINS (Fornai et al., 2011).

Les AINS perturbent également les phospholipides membranaires ce qui conduit a la
formation des pores dans la membrane et permet la rétrodiffusion de I’acide produit par les
cellules pariétales entrainant, ainsi la mort cellulaire par apoptose et nécrose et le
développement d’ulcére gastrique. Ils inhibent aussi la cicatrisation des Iésions et les

événements ultérieurs de prolifération cellulaire et d’angiogenése (Musumba et al., 2009).

En outre, les AINS inhibent la phosphorylation oxydative mitochondriale et répriment aussi
I’expression des protéines de choc thermique (PCT) liées a l'intégrit¢ de la membrane
cellulaire, ce qui conduit a la création de Iésions épithéliales suivis par la libération de divers
facteurs inflammatoires (leucotriénes B4, histamine et le facteur de nécrose tumorale TNF-a,
activateur de neutrophiles). L’infiltration de ces neutrophiles provoque des dommages

fonctionnels du mucus (Abdel-Sater, 2011).

Facteur génétique : Il est impliqué dans le risque d’ulcere gastrique (Abdel-Sater, 2011). Deux

mutations seraient responsables dans cette augmentation de ce risque.

- Lapremiére toucherait I’allele C du gene (PSCA)rs2294008, qui causerait une augmentation
directe de risque de I’ulcére gastrique, indépendamment de 1’age, du sexe, du tabagisme, de
la consommation d’alcool et du statut de H.pylori (Figure 8) (Usui et al., 2021). Cette
mutation code pour une protéine PSCA tronquée sensible a la dégradation protéique, ce qui
provoquerait 1’activation des cellules T CD4 positives et /ou CD8 positives favorisant ainsi

les lésions de la muqueuse épithéliale (Tanikawa et al., 2013).
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- La deuxiéme mutation toucherait 1’alléle T du méme géne, ce qui provoque une SOUS-
expression de la protéine PSCA localisée sur la surface des cellules et qui pourrait
entrainer une prolifération épithéliale insuffisante pour contrecarrer les dommages

gastriques (Usui et al., 2021).
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Figure 8 : Impact du géne PSCA sur le risque de développement de ’ulcére gastrique (Usui et al.,
2021). PSCA: Prostate stem cell antigen; H. pylori: Helicobacter pylori.

1.2.3. Inflammation causée par I’ulcére

L’inflammation causée par les Iésions ulcéreuses implique différents types de cellules
du systeme immunitaire et des voies de signalisation. Elle méne a I’activation de multiples
voies inflammatoires et prolifératives au niveau cellulaire, produisant ainsi des EROs qui sont

présents a des niveaux élevés dans les tissus enflammés (Figure 9) (Danis et al.,2021).

Facteurs de transcription
NF-xB, Nrf-2

/ \
ICAM/VCAM,
TNF-a. TGF-8
Stress | \ /

oxydatif Inflammation

|

MAP Kinase (ERK, UJNK, p38Kinase)
Pi13-Kinase l

Croissance et Remodelage

Figure 9 : Espéces réactives de I’oxygéne et inflammation (Chatterjee, 2016). NF-kB : Nuclear Factor
kappa B, Nrf2: Nuclear factor erythroid 2-related factor 2, ICAM: InterCellular Adhesion Molecule,
VCAM : VascularCellular Adhesion Molecule, TNFa : Tumor Necrosis Factor alpha, TGF-§:
Transforming Growth Factor Beta, MAP kinase : Mitogen Activated Protein kinase, ERK :
Extracellular signal regulated kinase, JNK : Jun N-terminal kinase, P13- kinase: phosphatidylinositol 3-

kinase.
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1.2.3.1. Stress oxydatif et inflammation

Les EROs sont engendrés en tant que sous-produits du métabolisme cellulaire par la
chaine de transport d’¢électrons (CTE) dans les mitochondries. Ils agissent a la fois comme des
molécules de signalisation, qui régulent la croissance cellulaire, 1’adhésion des cellules, la
différenciation, la sénescence et I’apoptose (Figure 9). Cependant, en exces, ils sont nocifs, car
ils oxydent les constituants cellulaires protéiques et lipidiques et endommagent I’ADN (Mittal
et al., 2014), et tendent & exacerber I’inflammation (Figure 9). Dans ce sens, 1’élimination des
EROs permettra d’atténuer I’inflammation, par des systémes antioxydants endogénes et

exogenes.

Par ailleurs, les EROs, influencent I’activation de la voie NF-kB principalement en inhibant la
phosphorylation de IkBa, les cascades de protéines kinases composées des kinases liées au
signal extracellulaire (ERK), (JNK), de la kinase P38, et de la voie MAPK, et ICAM-1 qui est
considéré comme un marqueur de réponse inflammatoire par 1’activation des NF-kB, ERK,
conduisant a la libération de cytokines inflammatoires (MIP, TNFa, et IL-6). Ces voies majeurs
pour la transduction du signal intracellulaire jouent un réle important dans divers processus
cellulaires par une cascade des phosphorylation, déphosphorylation, ubiquitination, tels que la
croissance, la différenciation, le développement le cycle cellulaire, la survie et la mort
cellulaire, en raison de leur capacité a activé ou désactivé une variété de récepteurs, de
protéines, d’ions et d’autres molécules de signalisation, lorsque 1’équilibre redox est perturbé

(Zhang et al., 2016 ; Bui et al., 2020).

1.2.3.1. Systemes de défense antioxydant endogenes

Les EROs peuvent étre éliminés par des antioxydants enzymatiques (superoxyde
dismutase (SOD), catalase (CAT) et glutathion peroxydase (GPX)), et non enzymatiques
(glutathion, co-enzyme 10, acide urique) (Danis et al., 2021).

La superoxyde dismutase : est une métallo-enzyme endogéne, qui catalyse la dismutation de
I’anion superoxyde en oxygene moléculaire et peroxyde d’hydrogéne (Stephenie et al., 2020)
suivant la reaction suivante : 05 + 03 + H* - H,0, + 0,(1)

La catalase : Elle catalyse la réduction du peroxyde d’hydrogéne en H20, selon la réaction
suivante (2) :2H,0, » 0, + 2H,0 (2).

Le glutathion (GSH) : est un tripeptide (y-L-glutamyl-L-cysteinylglycine) impliqué dans la

signalisation du stress oxydatif (Sreekumar et al., 2021). Il attaque directement les composés
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oxygénés et joue un réle essentiel dans le recyclage des antioxydants comme les vitamines C
et E (Figure 10) (Haleng et al., 2007). 1l est aussi un cofacteur de la glutamate-peroxydase
(GPx) qui est principalement responsable de la réduction intracellulaire du peroxyde
d'hydrogene (H202) en eau avec le GSH servant en tant que donneur d'électrons. Ainsi, le GSH
est oxydé en disulfure de glutathion (GSSG) par I'activité GPx et rapidement rétabli en GSH
par la réaction catalysée par la glutathion-réductase (GR) (Figure 10) (Patel et al., 2014 ;
Yapet Lye, 2020).

VitE
T'ocopherol Vit C ‘ .
.: :. Glutathion
Nicotinamide
X o OH Radical
MA— Ascorbyl GSH NADP
X X Acide i i i i
Ascorbique GSSG NADPH

Figure 10 : Réaction d'oxydation et de réduction du glutathion en relation avec la vitamine C et E
(Leverve, 2009). GSH : glutathion réduit, GSSH : Disulfure de glutathion, NADP : nicotinamide
adénine  dinucléotide  phosphate, NADPH : Nicotinamide-Adénine-Dinucléotide-Phosphate
Hydrogéné, © radicaux libres.

Les antioxydants exogénes sont tous les antioxydants qui viennent d’un apport alimentaire,

parmi eux les polyphénols, dont les plantes sont une source importante (Danis et al., 2021).

1.2.4. Thérapeutique de ’ulcere

Les traitements les plus couramment prescrits pour 1’ulcere gastrique induit par les AINS
sont principalement classés en deux catégories : les médicaments protecteurs de la muqueuse
et les médicaments anti-sécrétoires (Montreuil, 2021), avec des principes actifs différents
représentés dans l'annexe I-A.

1.2.4.1. Traitements médicamenteux

Leurs différents mécanismes d’actions sont résumés dans la figure 11.
-Les anti-H, (antihistaminiques) : sont des antagonistes compétitifs des récepteurs de

I'nistamine 2 (H2) présents dans les cellules pariétales qui bloquent la production d'HCI (Kavitt

etal., 2019)
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-Les antiacides : agissent en neutralisant les protons de I'acide chlorhydrique (HCI), afin
d’ajuster le pH (Greenberget et al., 2012).

- Les inhibiteurs de la pompe a protons (IPP) : ils bloquent complétement la production

d'acide gastrique en se liant de maniére sélective et irréversible a la pompe a protons H'KY/

ATP-ase au niveau des cellules pariétales (Miskovitz et Betancourt, 2005).

-Les analogues de la prostaglandine : ils ont une fonction double, car ils renforcent a la fois

les propriétés défensives de la muqueuse (stimule la sécrétion de mucus et de bicarbonate) et
inhibent la sécrétion acide. lls sont généralement prescrits afin de permettre aux patients de
prendre des AINS sans risque d'ulcére (effet préventif) (Wolfe et al., 2006 ; Kalant et al.,
2007).

ECL = enterochromaffin-like cells
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J‘ \ \, He K+ cF

\ H* K cF
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: 7 ] o H2
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ECL Anti-H2 Analogues des
prostaglandines

Cellule @ mucus

Figure 11 : Régulation de l'acidité gastrique et mécanisme d'action des médicaments associés
(Montreuil, 2021).

Le Misoprostol est un analogue synthétique ou 15-deoxy-16-hydroxy- 16-méthyl de la
prostaglandine El (PGE") (Figure 12). Son efficacité réside a la fois dans la prévention et la

guérison des ulceres gastriques causés par des AINS (Collins, 1990).

0 0
S A CO0CH; SN A A_COOH
* _O‘&\/i\/\/ O\f\/w
HO OH Hg H 6
Misoprostol PGE,

Figure 12 : Structure chimigue de Misoprostol et PGE1(Collins, 1990).
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1.2.4.2. Traitements naturels

Le mot phytothérapie vient du grec (therapeia = traitement, phyton = plantes) ; c’est
I’utilisation de plantes médicinales dans le traitement de diverses maladies. Il s'agit bien de
I'une des pratiques thérapeutiques les plus anciennes utilisées par I'homme datant a 8 500 av.
J.-C (Leite et al., 2021). Les effets curatifs des plantes médicinales découlent du fait qu'elles
contiennent un large éventail de métabolites secondaires, dont les polyphénols (Prayoga et al.,
2024).

1.3. Polyphénols

Les polyphénols contiennent au moins deux anneaux phényliques comportant un

substitut hydroxyligue unique ou additionnel (Figure 13) (Swallah et al., 2020).

Phenol

OH OH

O

Figure 13: Structure chimique d’un phénol (Swallah et al., 2020).

Les composés phénoliques sont produits dans les plantes par deux voies métaboliques
distinctes (Bel§¢ak-Cvitanovi¢ et al., 2018).
La premiére voie est celle de l'acide shikimique, qui produit principalement les
phénylpropanoides.
La deuxiéme voie est la voie de l'acide acétique, qui produit principalement les phénols
simples.
La combinaison de ces deux voies métaboliques conduit a la formation des flavonoides, le

groupe phénolique le plus répandu dans la nature (Bel§¢ak-Cvitanovi¢ et al., 2018).

1.3.1. Classification des polyphénols

Les composés phénoliques ont une structure tres variée et sont classés en différentes
categories, les principales étant les flavonoides, les acides phénoliques et les tanins illustrées

dans I’annexe I-B.



CHAPITRE I SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1.3.2. Activités biologiques des polyphénols

Les polyphénols possédent une gamme d’activités biologiques diverses, parmi elles,

anti-oxydantes, anti-inflammatoires et anti-ulcéreuses (Farzaei, 2015 ; Serafim et al., 2020).

» Activité anti-oxydante : Les polyphénols exercent des effets bénéfiques sur le
traitement de I'ulcere par l'activité antioxydante. A part leur capacité d’éliminer directement
les EROs, ils stimulent I'activité des antioxydants enzymatiques (SOD, CAT, GPx) et non-
enzymatique (GSH) afin de prévenir la peroxydation des lipides, protégeant ainsi I'intégrité des
membranes cellulaires du tissu gastrique (Figure 9 et 14) (Zhang et al., 2020). En outre, lls
peuvent également réguler la voie du facteur nucléaire lié a I'érythroide 2 (Nrf2)/heme
oxygenase-1 (HO-1) pour réduire le stress oxydatif.. Nrf2 est lié au régulateur négatif Keapl
et reste dans un état inactif dans le cytoplasme dans des conditions physiologiques cellulaires
normales. Une fois que les cellules se rencontrent un stress oxydatif, Nrf2 dissocié de Keap1l,
favorisant ainsi la translocation de Nrf2 du cytoplasme au noyau, conduisant a l'activation
transcriptionnelle des genes qui régule la phase Il de détoxification et régule a la hausse les
genes antioxydants HO-1 (Zhou et al., 2020). La régulation de I'expression de HO-1 entraine
une accumulation accrue de fer, de bilirubine et de monoxyde de carbone, ce qui réduit la

sensibilité des cellules gastro-intestinales aux dommages oxydatifs (Yanaka, 2018).
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Figure 14 : Activité antioxydante des flavonoides (Zhang et al., 2020). Nrf2: Nuclear factor
erythroid 2-related factor2, HO-1: Heme Oxygenase-1.

» Activité anti-inflammatoire : les flavonoides améliorent les symptomes
inflammatoires dans l'ulcére gastrique en régulant la myélopéroxydase (MPO), la synthase
d'oxyde nitrique (NOS), et I'inhibition des voies de signalisation inflammatoire (MAPK/P65 ;
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NF-xB p65/p50/52), d’autre part le facteur NRF2 régule également 1’inhibition de NF-xB
(Figurelb), inhibant ainsi la signalisation pro-inflammatoire (TNF-a, IL-1B et IL-6) et en
augmentant les anti-inflammatoire I'IL-10. Cette atténuation contribue a la protection de la
mugqueuse gastrique contre les lésions oxydatives (Jain et al., 2015 ; Yanaka, 2018).

» Activité anti-ulcéreuse : les polyphénols occupent une place prépondérante dans la
réduction de I'ulcere gastrique, et cela se fait par plusieurs mécanismes y compris l'activité
sécrétrice anti-acide, les effets cytoprotecteur, les activités antioxydantes, anti-inflammatoires
la croissance anti-H. pylori, la promotion de I'angiogenése, la régulation du metabolisme des
acides aminés et la promotion des activités motrices gastro-intestinales (Figure 15), Plusieurs
plantes se sont avérées posséder des capacités gastro-protectrices (tableau I) (Zhang et al.,
2020).

Tableau | : Exemple d’études précliniques de diverses plantes avec des propriétés anti-

ulcératives et leurs cibles moléculaires.

Plante Extrait Composition Agent Activités Références
Ulcérogeéne
Solidago Extrait Quercitrin HCl/Ethanol = 1GSH (De Barros
chilensis méthanolique IMPO etal,2016)
Gentiana Extrait Isoorientin AINS MDA (Karaoglan
triflora méthanolique Indométacine | T GSH, SOD etal., 2018)
Glycyrrhiza  Extrait Saponine Aspirine JTNF-a/NO/IL-6 = (Aslam et
glabra éthanolique 1CAT/SOD/GSH  al., 2015)
Merremia Extrait brut Flavonoide HCl/éthanol | 1CAT/SOD/GSH | (Sowndhar
tridentata d’acétone Anti-ulcére arajan &
Chin, 2014)
Croton Hydroalcool- = Flavonoide Ethanol/ Gastro protectif (Junior et
campestris ique indométacine al., 2013)
Euphorbia Extrait Dériver de Ethanol/ 1Cat (Minozzo
umbellata méthanolique | quercitrine indométacine = Anti-ulcére et al., 2016)
Matricaria Extrait Chrysin Ethanol TMucus/GSH (Cemek et
chamomilla  éthanolique Kaempferol/ IMDA al., 2010)
Acide
ascorbique
Rhizophora | Extrait Quercétine/ Acide TPGE2/EGF, (De-Faria
mangle L éthanolique Proanthocy- | acétique COX, NO, etal,2012)
nidins IMPO/ TNF-a/
ILs
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Figure 15 : Mécanismes cellulaires potentiels des polyphénols en tant que facteurs préventifs ou
thérapeutiques dans la gestion de l'ulcere gastrique (Farzaei, 2015).

Les composés de Clematis flammula peuvent jouer un réle crucial dans la prévention

et la gestion de diverses pathologies notamment pour traiter les troubles a caractére

inflammation tels que les infections cutanées et le maladies exanthématiques, elle est largement

répandue dans le bassin méditerranéen (Belkhir et al., 2024).

Dans la présente étude, I'efficacité gastro-protectrice de I'extrait hydro éthanolique des

feuilles de Clematis flammula a été testée chez des rats de laboratoire, contre un inducteur

d’ulcére le diclofénac qui est un anti-inflammatoire non stéroidien, ou cet effet gastro-

protecteur a été comparé avec une molécule de référence le misoprostol.
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I1.1. Materiel
I1.1.1. Matériel végétal

I1.1.1.1. Description botanique

Clematis flammula ou clématite flammette, également appelée azenzou en kabyle, est
une plante grimpante, largement distribuée en Kabylie. 1l s'agit d'une espece de plantes
floriféres, grimpantes rustiques a feuilles caduques. Elle peut atteindre une hauteur comprise

entre3 a 4 metres. Sa particularité réside dans ses petites fleurs d’un blanc pur (Figure 16)
(Leeds et Toomey, 2001).

Figure 16 : Clematis flammula. A : fleurs, B : feuilles (originale).

I1.1.1.2. Répartition géographique

C. flammula est un arbuste méditerranéen largement répandu dans le sud de I'Europe
notamment en Espagne, en Italie et en Turquie (Medjahed et al., 2023).
I1.1.1.3. Taxonomie

La classification taxonomique (Tableau II) de Clematis flammula a été rapportée par
Loudon (1830).
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Tableau I1 : classification taxonomique de Clematis flammula (Loudon, 1830).

Régne Plantae
Embranchement Magnoliophyta
Classe Angiospermae
Ordre Ranunculales
Famille Renonculacées
Sous-famille Ranunculoideae
Genre Clematis

Espéce Clematis flammula

I1.1.1.4. Composition chimique

L'hydrolat de C.flammula est principalement constitué de composés organigues,
pouvant atteindre jusqu'a 97% du poids sec(Saidi et al., 2019). La présence de proto-
anémonine dans les feuilles fraiches de la plante peut causer une irritation de la peau, mais lors
du séchage, le proto-anémonine est transformé en un métabolite, I’anémonine qui est, par
contre, inoffensif (Chawla et al., 2012). Le criblage phytochimique des extraits de C. flammula
a revéle la présence d'un large éventail de métabolites secondaires tels que les alcaloides, les
flavonoides, les stéroides et les triterpénoides (Saidi et al., 2017), ainsi que l'acide gallique,
quercétine, acide coumarique, rutine, acide tartrique, kampferol, chrysine et la curcumine
(Chawla et al., 2012). Des recherches récentes ont révélé que les extraits de feuilles étaient
plus riches en composés phénoliques que les extraits de fleurs (Saidi et al., 2019), les

flavonoides étant des flavanols glycosylés (Medjahed et al., 2023).
I1.1.1.5. Usage thérapeutique

Les usages thérapeutiques traditionnels de cette plante ont été rapportés par certains
auteurs comme antifongique, cytotoxique, anti-inflammatoire et antioxydant (Chohra et al.,
2020 ; Baaziz et al., 2022) qui résident en particulier dans sa partie aérienne. Son usage
traditionnel en Kabylie se résume par 1’application des feuilles vertes sous forme de cataplasme
pendant dix minutes sur les genoux des patients souffrant d'arthrite chronique (Marc et al.,
2008 ; Medjahed et al., 2023). Les feuilles séchées sont principalement utilisées soit dans la
préparation d'infusions ou en cataplasme, dans le but de traiter diverses maladies, telles les
bralures superficielles, la goutte, la varicosité et les ulcéres (Saidi et al., 2018). En Jordanie,

les feuilles de C. flammula sont utilisées pour lutter contre le cancer (Afifi-Yazar et al., 2011)
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gréce a ses propriétés antitumorales, confirmées par Medjahed et al., (2023). De plus, cette
plante est caractérisée par son effet protecteur contre la cardiotoxicité induite par les

lipopolysaccharides (Guesmi et al., 2019).

I1.1.2. Espéce animal et conditions d’élevage

Afin d'évaluer l'efficacité anti-ulcére de I'extrait éthanolique de Clematis flammula, un
effectif de 32 rats méales (250-320g) de la souche Wistar prévenant de 1’ Institut Pasteur d’ Alger
(IPA), ont été utilisés. Ces rats ont ét¢ maintenus dans des conditions favorables d’élevage au
niveau de I’animalerie de I'université de Bejaia, a une température de 27 a 30°C et une
photopériode de 12h/12h par jour. Les rats ont été logés dans 16 cages (2 rats par cage), avec
acces libre a I’cau et a I’aliment de bouchon. Le nettoyage des cages a été effectué trois fois
par semaine jusqu'a la fin de I'expérimentation. Les rats ont été privés de nourriture pendant 18

heures avec I’expérience.

I1.2. Méthodes

I1.2.1. Préparation de I’extrait et dosage des polyphénols totaux et des flavonoides

Les feuilles de C. flammula (CF) ont été récoltées en avril 2023 dans la forét d'Azru
n'Bechar, située dans la commune d'Amizour, wilaya de Bejaia. Apres leur identification au
sein du laboratoire de botanique de l'université, les feuilles de CF ont été nettoyées, sechées a
I'air libre a température ambiante, ensuite broyées a I'aide d'un broyeur électrique, puis tamisées
en une poudre fine de 63 um de diamétre. La poudre a été mélangée avec de I'éthanol a 10%
(1 g de poudre dans 60 ml d'éthanol) et placée dans un bain ultrasonique a 55°C pendant 10
min, puis le mélange a été filtré, et le solvant a été évaporé a 1’aide d’un évaporateur rotatif

avant d'étre lyophilisé. Enfin, I'extrait a été stocké a -20 °C jusqu'a son utilisation.

I1.2.1.1. Rendement de I’extraction
Selon Carré (1939), le pourcentage de rendement est défini comme le rapport entre la
masse de 1’extrait et la masse initiale de la plante en poudre. La formule est représentée comme

suit :

M R (0p) - PR
R = s % 100 R (%) : Rendement exprimé en %

- M : Masse en grammes de I'extrait sec obtenu

- MO : Masse en grammes de la poudre végetale utilisée (g)
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11.2.1.2. Dosage des polyphénols

La teneur totale en polyphénols de I'extrait de C. flammula a été évalué selon la méthode
Folin-Ciocalteau (Kahkdnen et al., 1999). Son principe repose sur la réaction entre les
groupements hydroxyles des polyphénols présents et le réactif de Folin-Ciocalteau qui se
transforme en oxyde de tungstene et de molybdéne, ce qui donne une teinte bleue. Dans une
microplaque de 96 puits, 20 uL de I’extrait de plante dissous dans de 1’cau distillée a été
mélange avec 100 pL du réactif Folin dilué (1/10). Apres incubation de 2 a 3 minutes, 80 pL
de carbonate de sodium (7,5 %) ont été ajoutés. La microplaque a été incubée pendant 30
minutes a tempeérature ambiante, avant que I'absorbance ne soit mesurée a 760 nm. Enfin, la
concentration en polyphénols totaux a été calculée a partir d’une courbe standard de quercétine

et exprimée en termes de mg Quercétine/g d’extrait.

11.2.1.3. Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides a été déterminée par la procédure de chlorure d'aluminium
décrite par Maksimoviéet al. (2005). Une solution de 100 ul de AICIs (2% dissout dans le
méthanol) sont additionnés a 100ul d'échantillon. Aprés incubation pendant 15min,
I'absorbance a été mesurée a 430 nm. Enfin, la concentration en flavonoides a été calculée a

partir d’une courbe standard de rutine et exprimée en termes de mg rutine/g d’extrait.
I1.2.2. Etude de ’activité gastro-protectrice

11.2.2.1. Modele d’ulcération

Dans le cadre de cette étude, et afin d’évaluer I’effet gastro-protecteur de I’extrait in
vivo, le diclofénac a été choisi comme agent ulcérogéne, et le misoprostol comme molécule de

référence,

I1.2.2.2. Préparation des traitements a administrer

Les doses des médicaments et des extraits de plantes utilisées dans cette étude sont
récapitulées dans le tableau III ci-dessous. Chaque dose a été soigneusement choisie en fonction

des données préalablement publiées par Saiah et al. (2018) et Yous et al. (2018).
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Tableau 111 : Doses des différents traitements administrées.

Posologie Solution (10ml/kg)
Extrait de 200mg/kg Dissous dans de I’eau physiologique
Clematis flammula
Misoprostol 200ug/kg Dissous dans de I’eau physiologique
(Cytotec 200ug)
Diclofénac 200mg/kg 0,8 % CMC*
(Biofenac 50mg)

*CMC : carboxymethyl cellulose
11.2.2.3. Groupes expérimentaux et traitements

Les rats ont été répartis aléatoirement dans 4 lots de 8 rats, chacun de ces lots recevant
un traitement spécifique. Chaque rat des différents groupes a été pesé et marqué avant toute
expérimentation. Les solutions ont été administrées par voie intra-gastrique a l'aide d'une sonde

de gavage de 10cm, en suivant I’enchainement décrit ci-dessous (tableau 1V).

Tableau 1V : Lots et traitements.

Groupe expérimental Traitement (Partie 1) Traitement
(Partie 2)
Lot I (Témoin négative) Eau physiologique CMC*a0,8%
— — - - Apreé —
Lot Il (Témoin positive) Eau physiologique Ehes Diclofénac
Lot 11 (Extrait) Extrait de CF** Diclofénac
Lot IV (Standard) Misoprostol Diclofénac

*Carboxymethyl cellulose ; **Clematis flammula

Six heures apres les traitements, les rats ont été sacrifiés. Leurs estomacs ont été préleves et
soumis a une ouverture le long de la grande courbure, puis lavés avec du Nacl avant d'étre
observé a l'eeil nu a l'aide d'une loupe binoculaire. Ensuite, les estomacs ont été coupés et

conservés a -20°C jusqu'a leurs utilisations dans des analyses biologiques.

L’activité gastro-protectrice a été évaluee par observation macroscopique,
détermination des taux de MPO et de GSH, et estimation des activités de CAT et SOD.
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11.2.2.4. Evaluation macroscopique et calcul des surfaces d’ulcération

Apreés avoir photographié les estomacs, les images ont été analysées a l'aide du logiciel
Image J, permettant ainsi de déterminer la surface totale de chaque estomac, ainsi que celles
des ulcérations.

-Le pourcentage d’ulcération a été calculé selon la formule ci-dessous :

, . la surface totale d'ulcére
% d'ulceration = - x 100
surface totale de l'estomac

I1.2.2.5. Détermination du taux de la myélopéroxydase

Le dosage de la MPO a été réalisé suivant la procédure décrite par Rodriguez-Palacios
et al. (2015), en mesurant lI'oxydation du o-Dianisidine dihydrochloride (DHC) dépendante de
H20..

DHC réduit + H:0;  —22s  DHC oxydé + 2H.0 (3)

Les tissus gastriques ont été pesés et homogénéisés (homogénéisateur électrique) dans
une solution de Hexadecyl-trimethyl-ammonium bromide (HTAB) (0,5g d’HTAB dissout dans
100ml du tampon PBS pH®6). Ensuite, les homogénats ont subi une centrifugation (13,500xg/
5 min/4 °C). Une quantité de 10uL de surnageant a été dispensée dans une microplaque de 96
puits, suivi de I'ajout de 200uLd’une solution contenant un mélange de 0,2mg/ml de DHC et
1% d’H20:. La lecture a été faite a 450nm par un lecteur de microplaques toutes les 30 secondes

pendant 5 minutes & 30°C. L'activité MPO a été calculée suivant 1’équation suivante :
MPO = pente + 0,5+ 0,0113 + 0,05 (4)

Ou 0,0113 est la constante d’extinction du MPO, 0,5 est l'intervalle de temps (0,5 min) et
0,05 est le facteur de dilution de I'échantillon. Les résultats ont été exprimés en unités de

MPO par gramme (U/g) de tissu.

11.2.2.6. Estimation de ’activité antioxydante de I’extrait

Dans le but d’évaluer I’activité de la GSH, CAT et la SOD, les tissus de 1'estomac ont été
homogénéisés dans un tampon phosphate (0,1 M ; pH : 7,4), suivie par deux centrifugations,
premiérement a 1000xg pendant 10 min a 4 °C pour obtenir un surnageant S1 utilisé pour la

détermination de la GSH, et la deuxieme a été effectuée a 10000xg a 4 °C pendant 10 min. Le
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surnageant S2 obtenu a été utilisé pour I'évaluation des activités SOD et CAT (Yous et al.,
2018).

v' Estimation du taux de la GSH

La détermination des niveaux de GSH a été effectuée dans des microplaques a 96 puis
selon une procédure colorimétrique décrit par (Sedlak et Lindsay, 1968). Son principe repose
sur la réduction du pont disulfure (SS) présent danss,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) le
DTNB connue aussi comme le réactif d'Ellman par les groupements thiols (SH) de la GSH
donnent ainsi des dérivés thiols aromatiques colorés en jaune (TNB : acide
thionitrobenzoique/5'-thio-2-nitrobenzoique). Un aliquot de 25ul de S1 a été ajouté a 375ul du
tampon phosphate (0,2 M, pH 8,0), auxquels 62,5ul du DTNB (10 mM) ont été ajoutés.
L'absorption a été lue apres 5 minutes d’incubation a 412 nm. La teneur en GSH a été exprimée

en umol/mg de protéine, en utilisant la courbe standard de GSH (Annexe 1I-A).

v' Détermination de I'activité de la catalase

L'activité de la catalase a été estimée en évaluant le taux de disparition du peroxyde
d'hydrogene (H202) a 240 nm (pendant 1min) (Aebi, 1984). Cette diminution du H20> est due
au fait que lorsque la CAT est présente, le peroxyde d'hydrogéne se décompose en dioxygene
(O2). Dans une cuve de spectrophotometre, 20ul de S2 ont été ajoutés a 380uL de tampon PBS
(0,1 M ; pH 6,8), et 1600uL d'H202 (36 mM). Les résultats ont été exprimés en unités (U), ou

une unité représente 1umol H202 consommé/ min/ mg de protéines.

v' Détermination de I'activité de la superoxyde dismutase

L’évaluation de l'activité de la SOD par la méthode de Marklund et Marklund, (1974)
se base sur la mesure de I'inhibition de I'auto-oxydation du pyrogallol par cette derniére, a une
longueur d'onde de 420 nm pendant 3 minutes. Le protocole expérimental est résumé de la
maniere suivante : dans une cuve de spectrophotometre, 100uL d’une solution de pyrogallol
(15 mM/10 mM HCI) ont été ajoutés a 1450uL du tampon Tris-HCI (50 mM/L mM EDTA, pH
8,2) et 10uL de S2. L'activité de la SOD a été exprimée en unités/mg de protéines, ou une unité
est équivalente a la quantité de SOD nécessaire pour inhiber 50 % de I'auto-oxydation du

pyrogallol.

11.2.2.7. Dosage des protéines

La concentration en protéines des homogénats d’estomacs a été déterminée par la

méthode de Bradford. Cette méthode est basée sur la liaison du colorant bleu vif de Comassie
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G-250 aux groupements amines (NH2) des protéines, donnant ainsi une couleur bleue
détectable sur le spectrophotométrique a partir de 465-595nm. L'absorption de I'échantillon est
déterminée et comparée a l'absorption obtenue a partir de la droite de calibrage réalisé en
(ng/mg), en utilisant de I’albumine sérique bovine (ASB) (Annexe 11-B) (Bradford, 1976).

I1.2.6. Analyse statistique

L'analyse statistique a été effectuée en utilisant le logiciel GraphPad Prism8 (GraphPad
Software, Inc.). Les résultats de I’ensemble des tests réalisés ont été exprimés en moyenne (M)
+SEM pour chaque groupe et leurs différences statistiques ont été calculées par une analyse de
la variance a sens unique (ANOVA). Les variations ont été jugées significatives a partir
de*p<0,05, et hautement significatives** p<0,01, et tres hautement significatives a *** p<
0,001.
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II1.1. Résultats

La présente etude s’est focalisée sur la mise en évidence de I'activité gastro-protectrice
de I'extrait éthanolique des feuilles d'une plante locale nommée Clematis flammula in vivo,
contre un agent ulcérogéne le diclofénac. Cet effet gastro-protectif a été comparé avec une

substance medicamenteuse standard, le Misoprostol.

II1.1.1. Rendement d’extraction

Le rendement de 1’extraction des feuilles de C. flammula obtenu et de 27,5%
(Tableau V).

II1.1.2. Teneur en polyphénols totaux et en flavonoides

Les teneurs en polyphénol totaux (PPT) et des flavonoides de 1’extrait éthanolique de
C. flammula sont illustrées dans le tableau V et ont été déterminées a partir de courbes
d’étalonnage établie avec différentes concentrations de quercétine (Annexe 11-C) et de rutine,

respectivement.

Tableau V : Rendement d'extraction et teneur en polyphénols totaux et en flavonoide de I'extrait

éthanolique de CF.

Rendement Polyphénols totaux (mg Flavonoides (mg EQRUT/ g
d’extraction % EQUE/ g d'extrait*) d'extrait**)
27,5 38,38+1,25 18,43+0,18

*mg equivalent quercetine/g d’extrait ; **mg equivalent rutin/g d’extrait
I11.1.3. Evaluation de I’activité gastro-protectrice

Dans le but d'évaluer I’activité gastro-protectrice de I'extrait, deux études ont été

menées :

Des observations macroscopiques se concentrant sur les lésions externes observables, qui ont
été estimées avec ’aide du logiciel image J, ce qui a mené au calcul des pourcentages
d'ulcération.

Une étude biochimique afin d’évaluer un indicateur de l'inflammation, la MPO, et des

parametres antioxydants non enzymatique (GSH) et enzymatiques (CAT et SOD), dans les

tissus d’estomacs des différents groupes de rats étudiés.
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I11.1.4. Examen macroscopique de I’estomac

La figure 19 représente des estomacs de rats des différents lots observés sous une loupe
binoculaire. L’estomac représentant le lot t¢émoin négatif (I) montre un aspect normal régulier
(Figure 17-A). En revanche, le diclofénac (200mg/kg) administré par voie intra-gastrique a
provoqué des lésions significatives, un tissu rouge enflammé avec une apparence nécrotique
accentuée dans quelques zones avec des foyers hémorragiques, ou ulcérations (Figure 17-B).
En comparaison, le lot 11 traité avec I’extrait de Clematis (Figure 17-C) et le lot IV traité par
le Misoprostol (Figure 17-D) illustrent des estomacs sains avec des petites ulcérations pour le
lot IV, avec un tissu roséatre et une surface relativement lisse.

Figure 17: Photographie originale représentant les estomacs des rats de chaque lot.A : Lot I (Témoin
négatif) B : Lot IT (Diclofénac), C : Lot III (Extrait), D : Lot IV (Standard), a :ulcération, b : pétéchie.
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II1.1.5. Pourcentages d’ulcération

Afin de confirmer les observations macroscopiques et évaluer I’impact de 1’extrait
contre ’ulcére induit par le diclofénac, les photos des estomacs ont été traitées par le logiciel
Image J. Les pourcentages d’ulcération ont été calculées en mesurant les surfaces touchées par
’ulcére par rapport a la surface totale de 1’estomac. Les résultats sont représentés dans la figure

18 ci-dessous.
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Figure 18: Pourcentages d’ulcérations induites par le diclofénac® exprimées en moyenne+ SEM (erreur
standard moyenne) pour n = 6 chez les différents groupes. Gl : témoin négatif, Gl : témoin positif,
GIII: Extrait, GIV : Misoprostol. *Différence significative (p<0,050) ; **hautement significative
(p<0,01) ; ***trés hautement significative (p< 0,001) comparé au lot Il (diclofénac). #Différence
significative (p<0,050) ; ##hautement significative (p<0,01) ; ###trés hautement significative
(p< 0,001) par rapport au lot I.

Selon la figure 18, un pourcentage d’ulcération maximal (7,53+0,50%) est observé dans
le lot Il ou témoin positif traité par le diclofénac. D’autre part, une diminution significative
(p<0,001) du pourcentage d’ulcération (1,21+ 0,093 ; 1,46 + 0,36 %) a été constaté
respectivement chez les lots prétraités par ’extrait et le Misoprostol (lots Il et IV,
respectivement). Aucune lésion gastrique (0%) n'est observée chez le lot témoin négatif (lot 1)

qui a n’a pas recu le diclofénac.

II1.1.6. Evaluation de I’Effet de I’extrait de C. flammula sur I'activité de la
myélopéroxydase

Les resultats présentés dans la figure 19 indiquent une augmentation significative
(p<0,001) de l'activité de la MPO dans le tissu gastrique des rats traitées par le diclofénac
(80,52+ 15,52 U/g de tissu) par rapport au contréle (7,52+ 1,39 U/g de tissus). En parallele,



CHAPITRENI __ RESULTATSET DISCUSSION_

I'activité de la MPO a éte significativement reéduite dans les lots II et III pré-traités par le EECF
et le Misoprostol (10,74 + 2,60; 17,46+ 5,05 U/g de tissus, respectivement), avec une

différence non significative entre ces deux derniers en comparaison avec le lot I.
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Figure 19 : Taux de la myélopéroxydase dans 1’ulcére induit par le diclofénac chez tous les lots traités.
Les valeurs sont représentées par la moyenne + SEM ; n=6 pour chaque groupe. Gl : témoin négatif,
GII : témoin positif, GIII : Extrait, GIV : Misoprostol. *Différence significative (p<0,050); **hautement
significative (p<0,01) ; ***trés hautement significative (p< 0,001) comparé au lot Il (diclofénac).
#Différence significative (p<0,050) ; ##hautement significative (p<0,01); ###trés hautement
significative (p< 0,001) par rapport au lot I.

II1.1.7. Estimation de I’activité antioxydante de I’extrait de C. flammula

L’activité antioxydante de ’extrait de CF a été évaluée en testant les activites du

GSH, la SOD et la CAT dans les tissus gastriques des lots différents.

II1.1.7.1. Détermination du niveau de la GSH

L’analyse statistique des différents résultats obtenus et représentés dans la figure 20 ci-
dessous révelent une diminution trés hautement significative (p< 0,001) des niveaux de la GSH
chez les rats du lot 11 ulcéré par le diclofénac (0,83 £ 0,01 umol/mg protéines) comparé au lot
I ttmoin (1,09 + 0,04 umol/mg protéines).

Par contre, le groupe ayant recu 1’extrait de C. flammula ne montre aucune différence
significative comparativement au groupe I. En revanche, le pré-traitement des rats avec le
misoprostol n’a pas permis de rétablir le taux de GSH au taux normal du groupe I témoin
(p<0,001), mais la différence avec ce lot n’est pas aussi significative que celle du groupe II

ulcéré.
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Groupe

Figure 20 : Taux de glutathion dans les tissus gastriques des différents lots. Les valeurs sont représentées
par lamoyenne + SEM ; n=6 pour chaque groupe. Gl : témoin négatif, GlI : témoin positif, GIII : Extrait,
GIV : Misoprostol. *Différence significative (p<0,050) ; **hautement significative (p<0,01) ; ***tres
hautement significative (p< 0,001) comparé au lot 1l (diclofénac). #Différence significative (p<0,050);
##thautement significative (p<0,01) ; ###trés hautement significative (p< 0,001) par rapport au lot I.

II1.1.7.2. Estimation de I'activité de la CAT

L’analyse statistique a révélé une diminution trés hautement significative (P< 0,001) de
I’activité enzymatique de la catalase chez le groupe témoin positif II gavé par le diclofénac
(48,95 + 10,9 pmol H2O2/min/mg de protéines), par rapport au groupe I témoin négatif (136.94
+ 20,8 umol H202/min/mg de protéines), et aux groupes III et IV, traités par ’extrait et le
misoprostol (116,32 + 6,8 et 104 + 22,68 umol H202/min/mg de protéines, respectivement)
(Figure 21).
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Figure 21 : Activité de la catalase dans I’ulcére induit par le diclofénac chez tous les lots traités. Les
valeurs sont représentées par la moyenne + SEM ; n=6 pour chaque groupe. Gl : témoin négatif, GlI :
témoin positif, GIII : Extrait, GIV : Misoprostole. *Différence significative (p<0,050) ; **hautement
significative (p<0,01) ; ***trés hautement significative (p< 0,001) comparé au lot Il (diclofénac).
#Différence significative (p<0,050) ; ##hautement significative (p<0,01); ###trés hautement
significative (p< 0,001) par rapport au lot .

II1.1.7.3. Estimation de I'activité de la SOD

Les résultats représentés dans la figure 22 indique une réduction hautement significative
(P<0,01) de I’activité enzymatique de la SOD dans le groupe II (8,28 £ 0,26 U/mg de protéines)
ulcéré par le diclofénac par rapport au groupe I témoin (13,28 + 0,63 U/mg de protéines).

D’autre part, le groupe III qui a recu I’extrait éthanolique de la plante a montré une
augmentation de D’activité de la SOD (25,77 £2,92 U/mg de protéines) trés hautement
significative (p<0,001) par rapport a tous les autres groupes, indiquant ainsi un pouvoir
antioxydant puissant. Par contre, le groupe IV pré-traité par le Misoprostol (9,08 + 0,6 U/mg
de protéine), montre juste une restauration (p< 0,5) de I’activité de la SOD, qui est équivalente

a celle du groupe I témoin.
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Figure 22 : Activité de la superoxyde dismutase dans 1’ulcére induit par le diclofénac chez tous les lots
traités. Les valeurs sont représentées par la moyenne £ SEM ; n=6 pour chaque groupe. Gl : témoin
négatif, GII : témoin positif, GIII : Extrait, GIV : Misoprostol. *Différence significative (p<0,050) ;
**hautement significative (p<0,01) ; ***tres hautement significative (p< 0,001) comparé au lot Il
(diclofénac). #Différence significative (p<0,050) ; ##hautement significative (p<0,01) ; ###tres
hautement significative (p< 0,001) par rapport au lot I.
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II1.2. Discussion

Les ulcéres gastroduodénaux sont des plaies qui apparaissent sur la muqueuse de
I’estomac, qui résultent généralement d’un déséquilibre entre les facteurs d’agression (HCI,
anti-inflammatoires non stéroidiens, infection par Helicobacter pylori, radicaux libres, éthanol,
tabac, le stress), et les facteurs de défense de la muqueuse gastrique (mucus, prostaglandines,

bicarbonate et microcirculation (Emakoua et al., 2021).

Différents médicaments antiulcéreux de synthése actuellement disponibles sur le
marché comprennent les antiacides, les inhibiteurs de la pompe a protons, les anti-
cholinergiques, les antagonistes de 1’histamine Ho, et les cytoprotecteurs, utilisés pour prévenir
ou traiter les différents types d’ulceres. Le taux élevé de récidive, méme apres la guérison
complete de 'ulcére est un obstacle majeur aux thérapies susmentionnées. En outre, ces
médicaments ont des effets secondaires notamment la diarrhée, les démangeaisons et la

gynécomastie (Vyawahare et al., 2009).

A cet effet, les chercheurs se sont concentrés sur les plantes médicinales comme une
source fiable de principes actifs reconnus pour leurs propriétés pharmaceutiques, avec une
capacité a traiter diverses pathologies, notamment 1’ulcére gastrique. Ces plantes sont
considérées comme une réserve biologique des composés phytochimiques, qui favorisent la

réduction des effets des agents offensifs et le renforcement des facteurs défensifs.

Des études récentes ont démontré que C. flammula représente une source riche de
molécules bioactives possédant des propriétés antioxydantes (Atmani et al., 2011), anti-
inflammatoires et antibactériennes prometteuses (Belkhir et al., 2024). Certaines de ces
molécules ont été identifiées ; ce sont principalement des flavonoides (Medjahed et al., 2023;
Belkhir et al., 2024).

Afin de mieux comprendre et d’évaluer la validité du pouvoir thérapeutique gastro-
protecteur de C. flammula, un modéle animal a eté adopté, dans lequel un ulcére est induit par
une dose de 200 mg/kg de diclofénac chez des lots de rats pré-traités par ’extrait de C.
flammula (200mg/kg) et le misoprostol (200mg/kg). Une étude macroscopique, suivie par des
analyses biochimiques a été réalisée pour tester 1’effet gastro-protecteur de 1’extrait de C.

flammula.
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Le rendement de I’extrait hydro-éthanolique de C. flammula obtenu a été de 27,5%,
supérieur a celui de Yous et al. (2018) (16%), celui de Belkhir et al. (2024) (9,26%), et de
Atmani et al. (2011) (20,3%). Ces divergences dans les résultats reflétent une différence dans
la quantité de molécules bioactives obtenues due en premier lieu au changement climatique qui
crée un stress hydriqgue menant ainsi a une augmentation des molécules susceptibles de
défendre la plante contre ce stress (Karima, 2021). La méthode d’extraction (ultra-sons) et le
solvant utilisé peuvent aussi avoir un impact sur le rendement (Giacometti et al., 2018). Dans
le cas de I’extrait utilisé dans la présente étude, les ultrasons ont contribué a augmenter le
rendement, en augmentant 1’énergie nécessaire a extraire plus de molécules. En effet, les ondes
ultrasonores traversent la matrice végeétale et provoquent une séquence de compression et de
raréfaction qui peuvent étre transmises a travers le milieu liquide, conduisant ainsi au
déplacement et au délogement des molécules de leur emplacement initial (Das et al., 2022).
De ce fait, I’extraction est plus efficace, réduisant le temps et 1’énergic nécessaires a
I’extraction, ainsi que 1’utilisation de températures modérés, qui n’affectent pas les composés

sensibles a la chaleur (Esclapez et al., 2011).

En fait, les taux de polyphénols et de flavonoides ont aussi varié au cours des années
avec des taux respectifs allant de 19,65 *+ 3,61mg eqCAT/g extrait et 05,15 +0,10 mg eq Q/g
d’extrait (Atmani et al., 2009), 271,11+ 0,47 mg eqAG/ g extrait et 274,28+ 0,28 mg eqCAT/
g extrait(Yous et al., 2018), a 176,88+4,51 mg eqAG/g extrait et 87,58+0,42 mg eqR/g extrait
(Belkhir et al., 2024). En ce qui concerne 1’extrait utilisé dans la présente étude, 1’extraction a
¢té¢ menée avec un pourcentage d’éthanol trés bas (10%), ce qui explique en partie la baisse des
taux de polyphénols et flavonoides, puisque I’éthanol est le solvant qui extrait le maximum de
polyphénols des plantes. Selon Bodoira et al., (2017), les mélanges alcooliques se sont révélés
efficaces comme solvants d’extraction car ils peuvent balayer une large gamme de polarités
par rapport aux composés a extraire en comparant avec les solvants hydro-éthanoliques ( avec
un faible taux d’éthanol < 60,5) ou ca influencer le types et la quantité des polyphénols

extraites.

Pour mieux approfondir I’évaluation de D’activité gastro-protectrice de 1’extrait
éthanolique de C. flammula, ce dernier a été comparé avec le misoprostol, un médicament de

référence de type analogue aux prostaglandines.

Le misoprostol est un agent antiulcéreux largement utilisé chez les patients présentant

un risque de gastrite et d’ulcére causé par les anti-inflammatoires non steroidiens (AINS). Il
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bloque la sécrétion d'acide gastrique en agissant comme un agoniste de type prostaglandine E
sur les récepteurs de la cellule pariétale. Cette stimulation entraine une diminution de
I'accumulation de AMPc stimulée par I'histamine (Kalant et al., 1989). Donc, en tant
qu’analogue de la prostaglandine, il induit la sécrétion du mucus et du bicarbonate, ce qui
entraine I'épaississement de la muqueuse (Raymond et al., 2023). Cependant, il présente des
effets secondaires, les plus séveres étant la diarrhée, qui résulte d'une exposition a l'acide
misoprostolique libéré lors de son métabolisme. D'autres effets secondaires peuvent également
survenir, tels que des nausées, des vomissements et des maux de téte (Krugh et Maani, 2024).

D’apres les observations macroscopiques, 1’administration de 200 mg de diclofénac a
provoqué des Iésions visibles dans le groupe 11, manifestés par des pétéchies et des hématomes
dispersés au niveau des estomacs des rats du groupe Il (Figurel9B). Les lésions gastriques
induites par le diclofénac se présentent comme des érosions de la muqueuse gastrique défini
comme un processus inflammatoire aigu de la muqueuse, qui déclenche la perte de
I’épithélium superficiel au-dessus de la surface de la muqueuse musculaire (Goswami et al.,
2017). La paroi de I’estomac est donc démunie de sa couche protectrice, ce qui la rend prone

aux attaques de 1’acidité de 1’estomac.

Aussi, d’aprés Santos et al. (2012), ’administration orale du diclofénac diminue
significativement le niveau de PGE>, ce qui cause une déplétion du mucus protecteur et une
diminution du HCOs". En effet, la muqueuse gastrique représente une source de production
continue de prostaglandines, telles que la PGE2 et la PGI2, qui sont considérés comme des
facteurs cruciaux pour le maintien de I’intégrité de la muqueuse gastrique par la stimulation du
mucus et la protection contre les facteurs d’agression tels 1’acide chlorhydrique (Fornai et al.,
2011). Cela indique que I’inhibition des COX 1 et 2 par le diclofénac et la diminution de taux
des prostaglandines sont liées aux dommages de la muqueuse, les blessures gastriques, et
I’apparition des ulcéres gastriques avec un pourcentage de 7,53+0,50% (Figure 20). Ces
dommages gastriques résultent aussi de la modification de 1’équilibre de la muqueuse en faveur
du recrutement et de I’adhésion endothéliale des neutrophiles circulants par 1’inhibition de la
biosynthese des prostaglandines. Une fois collés, les neutrophiles obstruent la
microvasculature, ce qui entraine une diminution locale du flux sanguin au niveau de la
muqueuse gastrique et une libération marquée de facteurs endommageant les tissus. Ces
facteurs, augmentent le tonus vasculaire, exacerbent 1’ischémie tissulaire, stimulent la

production des ERO, et favorisent la destruction de la matrice gastrique (Fornai et al., 2011).
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D’autres auteurs (Kim et al., (2024)) ont montré que le diclofénac est une source

importante d’espéces réactives de I’oxygene (ERO), tels que ’anion superoxyde (0z), le

radical hydroxyle (OH), et surtout le peroxyde d’hydrogéne H20-, qui contribuent a la toxicité

hépatocellulaire, et favorisent la formation des ulcérations hémorragiques gastriques.

Par ailleurs le prétraitement des rats avec 200mg/kg de 1’extrait éthanolique de CF a
empéché I’apparition des I1ésions gastriques ou des pétéchies au niveau de I’estomac (Figure
17C), indiquant ainsi le pouvoir gastro-protecteur de 1’extrait, et baissant significativement le
pourcentage d’ulcération (1,21+0,093%), qui est comparable a celui du lot traité par le
misoprostol (1,46+0,36%). Ces pourcentages sont proches de ceux trouvés par Yous et al.
(2018) pour I’extrait (2,74 = 1,06 %) pour des rats traités avec I’indomethacine, et indiquent la
capacité de ’extrait et du misoprostol a contrecarrer les effets du diclofénac. L’étude de Yous
et al. (2018) a aussi démontré que le prétraitement par I’extrait éthanolique de CF (200mg/kg)
a réhabilité la capacité de production de la muqueuse gastrique pour atteindre des valeurs
normales (6,53+0,44 ug AB/g de tissu), légérement supérieur a celle du groupe traité au
misoprostol (5,48+0,38 ug AB/g de tissu).

Le mécanisme essentiel impliqué dans 1’effet protecteur observé de 1’extrait peut étre
lié a I’atténuation de I’inflammation induite par les ulcérations. Le stress oxydatif créé par cette
inflammation et celui qui est déclenché par le diclofénac lui-méme sont des facteurs qui
exacerbent I’inflammation et entravent la réparation des lésions (Mousa et Fahmy, 2023).
Pour cela, une analyse biochimique a été entreprise, qui consiste a mesurer les activites
respectives de la myeéloperoxydase (MPO), un indicateur clé de I’inflammation, et les

antioxydants CAT, SOD et GSH, qui reflétent 1’état redox du tissu.

Les AINS sont impliqués dans I’augmentation de I’activité de la MPO en activant le
facteur de transcription nucléaire NFkB, qui régule I’expression des genes de plusieurs
cytokines pro-inflammatoires et des molécules d’adhésion (Wallace, 2008) . Une stimulation
significative de I’expression de I’ARNm du TNFa s’en suit, avec une augmentation du taux de

granulocytes dans les tissus accompagnée d’une induction de I’activité de la myelopéroxydase.

La myélopéroxydase (MPO) est un marqueur d'infiltration des polynucléeaires
neutrophiles dans le foyer hémorragique, connu comme étant un parameétre clé qui informe sur

la progression de I’inflammation dans des rats gavés avec le diclofénac (Akinrinde et

Hameed, 2022).
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Les activités de la MPO montrées dans la figure 26 ont révelé une augmentation trés
significative (80,52 + 15,52 U/g de tissu) chez le groupe Il ulcéré par le diclofénac, comparé
au groupe témoin | (7,52+ 1,39 U/g de tissus). Par contre, I’extrait et le misoprostol ont restauré
les niveaux de MPO dans les groupes Il et IV (10,74 + 2,60 et 17,46+ 5,05 U/g de tissus,
respectivement). Ces résultats sont en accord avec ceux (6,54 £ 9,67 U/g tissue) de Yous et
al. (2018) sur CF, et de Devi et al. (2007) qui ont démontré que 1’extrait d’une plante
médicinale, Terminalia arjunabark, par son effet potentiel anti inflammatoire trés hautement
significatif (p<0,001) a contribué a la réparation des Iésions de la muqueuse gastrique induites

par le diclofénac.

L’augmentation de l'activité de la MPO chez le groupe traité par le diclofénac suggére une
infiltration des neutrophiles au niveau de la muqueuse ulcérée, indiquant une corrélation avec

le degré d'inflammation dans 1’étude de Devi et al. (2007), ainsi que dans la présente étude.

La MPO est une source de radicaux libres qui pourraient aggraver 1’inflammation
induite par 1’ulcere, ce qui indique I’importance de son inhibition. En effet, cette enzyme est
localisée dans les granulés neutrophiles azurophiles, sont activés par I’inflammation. La

NADPH oxydase localisée dans neutrophiles est alors activée et réduit le dioxygéne (0,) en
ion superoxyde Oz qui sera ensuite converti en peroxyde d’hydrogéne (H202) par la SOD

(Poret et al., 2017). Ce dernier est ensuite converti par la MPO en acide hypochloreux (HOCI
) en présence d'ions chlorés (Thieblemont et al., 2016).

Le HOCI fait partie de plusieurs EROs ( 0z, et H202) dont le taux d’augmentation est

étroitement lié avec les lésions de la muqueuse gastrique (Hui et Fangyu, 2017), provoquant
une réaction en chaine de la peroxydation lipidique. Cette derniére déclenche ainsi un cycle
auto-perpétuel ou le stress oxydatif et I'inflammation s'amplifient mutuellement (boucle de

rétroaction positive) (Vaziri et Rodriguez-lturbe, 2006).

Le diclofénac est lui-méme une source d’ERO puisque son mécanisme d’action est lié
a l'activation d’enzymes pro-oxydantes productrices de ERO, telles que la nitrique oxyde
synthase (NOS) et la xanthine oxydase (XO), entrainant ainsi un stress oxydatif et un
épuisement des antioxydants enzymatiques et non-enzymatiques dans le tissu gastrique
(Boeing et al., 2016). Ceci a éte confirmé par plusieurs études, dont celle de Chowdhury et
Kumar (2023), qui ont prouvé que les valeurs du H2O. ont été augmenté de maniére

significative (p < 0,01) dans le groupe traité au diclofénac sodique par rapport au groupe
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témoin. Dans ce sens, afin de diminuer le taux de H20., I’activité antioxydante de 1’extrait,
surtout celle de la CAT et la SOD, est cruciale pour contrecarrer le stress oxydatif créé par le

diclofénac et I’inflammation.

Pour cela, dans la présente étude, 1’évaluation des activités antioxydantes du glutathion,

de laSOD et de la CAT dans les tissus gastriques des différents groupes de rats a été entreprise.

Le glutathion reduit (GSH) joue un réle essentiel dans la defense antioxydante, il peut
agir directement en neutralisant les radicaux libres ou comme substrat d'enzymes telles que la
glutathion peroxydase (GPx), I'oxydase (GO) et la réductase (GR) (Figure 11) (Boeing et al.,
2016).

D’autre part, la catalase et la superoxyde dismutase sont des enzymes appartenant aux
systémes antioxydants, et qui constituent la premiere ligne de défense de la cellule contre les
ERO. En effet, la SOD neutralise I'anion radical superoxyde (O2") en H2O2,un produit moins
nocif, et qui est a son tour décomposé par la CAT en eau (Park et al., 2021). Cette synergie
entre les deux enzymes est importante pour maintenir I'noméostasie de la cellule et éliminer le

stress oxydatif.

Dans cette étude, I'administration intragastrique du diclofénac a réduit de maniere
significative le niveau de GSH et l'activité des enzymes antioxydantes (CAT et SOD) par
rapport au témoin négatif (Figures 23, 24 et 25, respectivement). Ces résultats sont en accord
avec ceux d’autres auteurs (Saiah et al., 2018; Chowdhury et Kumar, 2023), qui ont constaté
une réduction presque semblable de ces trois parametres antioxydants. Cet épuisement des
antioxydants est associé¢ a ’accumulation des ERO dans les cellules gastriques induisant ainsi
des effets délétéres, notamment la perte d'intégrité et de fonction des membranes cellulaires

(augmentation des MDA).

En revanche, 1’administration des extraits éthanoliques des feuilles de Clematis
flammula, ainsi que le misoprostol aux rats des groupes respectifs Il et IV ont empéché la
déplétion des niveaux de la GSH et la baisse des activités enzymatiques de la CAT et la SOD,
qui est en accord avec plusieurs études (Devaraj et Krishna, 2013; Yous et al., 2018). De

plus, ’analyse statistique a révélé les données suivantes :

-En ce qui concerne I’activité de la catalase, 1’extrait de plante et le misoprostol ont tous

les deux restauré son niveau, de maniere comparable.
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- Par contre, I'administration de I’extrait de plante s'est avéré plus efficace que le
médicament standard (Misoprostol) avec une différence tres hautement significative dans
I’amélioration des taux de la GSH ainsi que 1’activation de la SOD dans les tissus gastriques,
en précisant que CF a exhibé une forte activation de la SOD a un niveau supérieur a celui du
groupe témoin, ce qui démontre a son tour, que I'extrait est une alternative thérapeutique
prometteuse pour réduire les dommages oxydatifs de 1’ulcére gastrique, avec moins d’effets
secondaires. Dans I’¢tude de Yous et ses collaborateurs (2018), I’extrait a 200mg/kg était
moins efficace dans I’activation des niveaux de la GSH et la SOD. Cela souligne l'importance

de la méthode d'extraction sur I'efficacité des extraits de plantes.

Les résultats suggérent que, sous I’effet du stress oxydatif créé par le diclofénac,
I’extrait hydro-éthanolique de Clematis flammula est caractérisé par ses propriétés protectrices
du tissu gastrique, et cela en renforcant les mécanismes de défense antioxydants. Ces
mécanismes se résument soit par une augmentation de I’activité des enzymes antioxydantes,
soit en activant I’expression des génes codant pour ces derniers. De plus, le mécanisme d’action
de I’extrait de C. flammula peut étre impliqué dans I’inhibition de la pompe a protons, comme
a été démontré précédemment (Yous et al., 2018). Ceci doit étre confirmé car les conditions
d’extraction ont changé. Ces conditions ont été¢ déterminées par une optimisation. D’autres
modes d’action peuvent étre impliqués, similaires a ceux des médicaments utilisés dans le
traitement de 1’ulcere gastrique. On peut citer la régulation de la prostaglandine qui joue un
role important dans le processus de guérison des ulceres en inhibant la sécrétion acide, en
stimulant la production de mucus, de bicarbonate et de phospholipides, en augmentant le flux
sanguin et en accélérant la restitution épithéliale et expression de protéines de jonction étroite
et la prolifération cellulaire, et en inhibant I'apoptose (Khoder et al., 2016;D’Amico et al.,
2024).

L’activité gastro-protectrice de 1’extrait de Clematis flammula réside dans sa richesse
en composés phénoliques (Atmani et al., 2011 ; Belkhir et al., 2024). Les polyphénols
peuvent protéger contre l'ulcération gastroduodenale par de multiples voies, notamment la
cytoprotection, la réépithélialisation et la suppression des dommages oxydatifs (Farzaei,
2015).

La suppression des dommages oxydatifs découle du fait que les composés phénoliques,
plus particulierement les flavonoides, sont des antioxydants naturels, qui peuvent agir comme

des scavengers de radicaux libres (Sarker et Oba, 2020), et cela grace a leurs structures
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hydroxylés, ou la capacité de piéger les radicaux libres réside sur leurs groupement hydroxyles
liés a I’anncau B du flavonoide (Lang et al., 2024). L’étude de Medjahed et al. (2023) a
rapporté une activité antioxydante élevée de I’extrait éthanolique de C. flammula notamment
par D’inhibition de la xanthine oxydase et la NADH déshydrogénase, des enzymes qui
produisent des radicaux libres dans les pathologies inflammatoires. Cette étude a aussi
démontré la capacité de cet extrait a éliminer I’anion superoxyde, un radical tres impliqué dans
les maladies inflammatoires comme le rhumatisme articulaire (Jing et al., 2023), maladie qui
est souvent traitée par C. flammula dans la médecine traditionnelle locale. La méme étude a
identifi¢ des flavonols hydroxylés, dérivés de quercétine et de kaempferol dans 1’extrait de C.

flammula, qui lui conférent un pouvoir antioxydant.

La cytoprotection par le Kaempferol a été observée dans une étude récente (Li et al.,
2018) qui a indiqué que le taux de la MPO a été réduit par le traitement préalable de ce
flavonoide, avec une accumulation concomitante de glycoprotéines muqueuses gastriques et

une augmentation de la production du NO.

Des études précédentes (Atmani et al., (2009) ; Atmani et al., (2011)) ont aussi prouve
les pouvoirs antioxydants de cette plante contre la péroxydation lipidique, les radicaux
hydroxyles, et le H2O». Belkhir et al. (2024) ont prouvé que 1’activité anti-inflammatoire in
vitro des extraits de cette plante émane de leur interaction avec deux modeles membranaires.
Les molécules identifiées dans cette étude montrent la richesse de cette plante en flavonoides.
Parmi ces molécules identifiées, la rutine, dont 1’effet gastro-protecteur a été démontré par Liu
et al. (2013), avec une réduction significative de 1’activité de la MPO. L’évaluation de ses
effets sur le tractus gastro-intestinal a montré une activité gastro-protectrice contre les lésions
gastriques induites par l'indométacine chez les rats, une inhibition de [l'infiltration des
neutrophiles et une suppression de la génération du stress oxydatif (augmentation du GSH et
de la SOD et réduction du MPO) (Abdel Raheem, 2010).

La quercétine présenterait une propriété antiradicalaire vis-a-vis des radicaux
hydroxyles et peroxyles et des anions superoxydes. Elle semble également inverser les
dommages causés par le déséquilibre entre le systéme redox et le systeme de défense
antioxydant (Pereira et al., 2017). En outre, elle posséde des effets anti-ulcéres et gastro-
protecteurs (Ahmed et al., 2015).



CHAPITRENI __ RESULTATSET DISCUSSION_

Le mode d’action des flavonoides en tant que gastro-protecteurs a été étudié. Non
seulement ils piegent les radicaux libres, mais ils activent également les enzymes antioxydantes
telles que la superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT) et la glutathion peroxydase (GPx),
qui, a leur tour, protégent contre les dommages oxydatifs dans l'ulcére gastroduodénal (Zhang
et al., 2020). La stimulation de 1’activité de ces enzymes est probablement liée a la voie de
signalisation Nrf2 qui joue un réle crucial dans la protection des cellules contre les dommages

oxydatifsen augmentant I'expression de la protéine HO-1 (Zhou et al., 2020).

Le réle de certains polyphénols dans 1’épithélialisation et la régénération cellulaire a été
¢tabli. L’étude mené par George et ses collaborateurs (2018)ont rapporté que le prétraitement
avec la chrysine augmente I'expression du VEGF favorisant ainsi la guérison des ulceres par la
prolifération des cellules endothéliales, la survie et I'augmentation de la perméabilité vasculaire
ameliorant I'approvisionnement en sang dans les régions ulcérées. Ceci confirme que les
composés phénoligques sont également capables de générer une formation accrue de nouveaux

capillaires et de fibroblastes (Pereira et al., 2017).

L’extrait des feuilles de Clematis flammula utilisé dans cette étude est une source
prometteuse de polyphénols dotés d’un effet gastro-protecteur, ce qui confirme les résultats
d’études précédentes (Yous et al., 2018 ; Belkhir et al., 2024). Son action se manifeste par ses
pouvoirs anti-inflammatoires et antioxydant. Cependant, son mode d’action au niveau

moléculaire reste a prouver et les molécules responsables doivent étre identifiées.
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A l'ére de la médecine moderne, la quéte de nouveaux traitements efficaces mais
également dépourvus d'effets secondaires indésirables est devenue une priorité incontestable.
Dans cette optique, I'exploration des ressources naturelles, notamment des plantes médicinales,
revét une importance croissante dans le traitement des troubles gastriques, tout en offrant un
profil de sécurité plus élevé. Le diclofénac est un médicament de la classe des AINS trés utilisé
par le monde. Cependant, son efficacité est mise en cause vu sa toxicité qui découle de ses co-

produits pro-oxydants et sa capacité a provoquer des lésions gastriques.

Cette étude expérimentale a permis d'évaluer I'efficacité gastro-protectrice de 1’extrait
hydro-éthanolique des feuilles de Clematis flammula a une dose de 200mg/Kg chez des rats de

laboratoire.

L’ensemble des résultats obtenus montre que CF a pu contrecarrer les dommages
oxydatifs et empécher un ulcere gastrique a cause de ses pouvoirs antioxydants et anti-
inflammatoires. Son activité antioxydante a été mise en évidence par une stimulation des
activités de la CAT et la SOD et une hausse significative du GSH. En revanche, I’activité de
la MPO a été réduite considérablement, dévoilant ainsi un pouvoir anti-inflammatoire. Cette
étude a pu démontrer que malgré les changements dans la procédure (ultra-sons) et les
conditions d’extraction avec 1’utilisation d’un extrait beaucoup plus aqueux (10% d’éthanol)
qu’auparavant (95% d’éthanol), cet extrait a maintenu son potentiel gastro-protecteur qui réside

dans des constituants phénoliques spécifiques qui restent a identifier.

L'importance du présent travail est la validation des usages traditionnels de CF avec
I’espoir de I’exploiter dans 1’industrie pharmaceutique de notre pays en tant que source
inestimable de molecules bioactives accessibles et tant qu’une alternative naturelle aux
traitements synthétiques. Pour cela, il serait souhaitable de poursuivre les recherches pour

transformer ces résultats en applications cliniques par :

e L’identification des polyphénols responsables de 1’activité gastro-protectrice de 1’extrait
en recherchant leurs mécanismes d’action, et ce, par I’analyse de leur expression génique,
afin d’identifier les génes régulés par ces composés et leur implication dans les voies de la
protection de la muqueuse gastrique, et l'expression des génes associés a I’activation des
antioxydants et anti-inflammatoire.

= L’étude des interactions moléculaires : Une autre perspective intéressante serait d'étudier

le Docking moléculaire afin de prévoir les interactions spécifiques entre les composes actifs



CONCLUSION ET PERSPECTIVES

de Clematis flammula et les protéines cibles de 1’ulcére gastrique pour une meilleure
efficacité.

Les thérapies combinées : Continuer les essais cliniques pour mettre en place une thérapie
combinée basée sur l'administration concomitante de 1’extrait de plante avec les AINS, afin
de réduire les risques d’ulcére gastrique sévére associé a l'utilisation de ces médicaments.
De plus, il serait intéressant d’élaborer des formulations avec des nanoparticules pour

augmenter 1’efficacité de traitement.
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Tableau A: Les types d’anti-ulcéreux avec des exemples de principes actifs (Halpern, 2004;
Wolfe et al., 2006).

Type de medicament

Principes actifs

Les anti H2

Cimétidine / Famotidine / Ranitidine

Les anti acide

MagnésiumHydroxide

AluminumHydroxyde

Les Inhibiteurs de la pompe a protons

Oméprazole/ Rabéprazole / Lansoprazole

Les analogues de Prostaglandine

Enprostil / Misoprostole / Arbaprostil

Tableau B : Classification des polyphénols avec quelques exemples de sources alimentaires.

Classe Sous-classe | Structure chimique Sources alimentaires Référencer
Flavones Céreales, olives, thym (Swallah
Flavanols Nectarines, poires, cacao etal.,
Flavonoides Flavonols Oignons, haricots, prunes | 2020 ;
Flavanones Paprika, écorce des citrons | Guan et
Isoflavones Soja, lait de soya, fromage | al., 2024)
Anthocyanes Algues, fraises, framboise
Acides Fraises, framboises, (Alamgir,
hydroxybe- Jus d'amande 2018 ;
Acides nzoiques Belsc¢ak-
phénoliques Cvitanovi
Acides Pomme, épinards, thé cetal.
hydroxycin- 2018)
namiques
Tanins The, le vin, café (Pengelly,
2020)
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Résumé

L’ulcére gastrique est 1’un des troubles gastro-intestinaux les plus répandus a travers le monde, défini
par une rupture de 1’intégrité normale de la muqueuse gastrique, résultante d’un déséquilibre entre les
facteurs défensifs et offensifs de la barriére gastrique. Trente pour cent des cas d’ulcére de I’estomac
sont dus a une consommation accrue des AINS. Clematis flammula est une plante locale, largement
utilisée en médecine traditionnelle algérienne, pour ses nombreuses propriétés curatives en tant qu’anti-
inflammatoire et anti-ulcére. La présente étude vise a évaluer I’effet gastro-protecteur de 1’ extrait hydro-
éthanolique (200mg/kg) de C. flammula et le misoprostol (200mg/kg) contre les AINS chez des rats
Wistar. Cette activité a été testée par I’administration du diclofénac (200mg/kg), qui a induit chez
I’animal un ulcére accru caractérisé par des 1ésions externes observables (pourcentage d’ulcération de
7,53+0,50) qui a été réduit par le pré-traitement avec 1’extrait et le misoprostol (a des pourcentages de
1.2140.093% et 1.46+0.36% respectivement). L’analyse biochimique a montré une augmentation du
taux de la MPO en tant qu’indicateur de I’inflammation, et une réduction des parametres du systéme de
défense antioxydant (CAT, SOD, GSH) dans le lot ulcéré, en contraste avec les lots prétraités par
I’extrait et le misoprostol, respectivement, ou la MPO a baissé considérablement et les activités de la
CAT, SOD et les taux de GSH ont augmenté. Ces résultats confirment la validité de ’utilisation de
Clematis flammula dans le traitement antiulcéreux, et encourage son exploitation dans le domaine
pharmaceutique.

Mots clés : Clematis flammula, SOD, CAT, Gastro-protection, Polyphénols.
Abstract
Gastric ulcer is one of the most common gastrointestinal disorders worldwide, defined by a disruption
of the normal integrity of the gastric mucosa, resulting from an imbalance between the defensive and
offensive factors of the gastric barrier. Thirty per cent of gastric ulcer cases are due to increased
consumption of NSAID. Clematis flammulais a local plant, widely used in traditional algerian medicine
for its numerous curative properties as anti-inflammatory and anti-ulcer activities. The present study
aimed at evaluating the gastro-protective effect of the hydro-ethanolic C. flammula extract (200mg/kg)
and misoprostol (200 mg/kg) against the ulcerative action of NSAIDs in Wistar rats. This activity was
assessed by the administration of diclofenac (200mg/kg) which induced in the animal a severe ulcer
characterized by observable external lesions (percentage of ulceration of 7,53+0,50), which was
reduced by pre-treatment with the extract and misoprostol (at percentages of ulceration of
1.21+0.093%, 1.46+0.36% respectively), Biochemical analysis demonstrated a rise in MPO as an index
of inflammation, and a reduction of the antioxidant defense parameters system ( CAT,SOD,GSH) in
the ulcerated group, in contrast with the groups pre-treated with the extract and misoprostol,
respectively, where MPO was considerably decreased and CAT and SOD activities as well as the level
of GSH were increased. These results confirm the validity of using Clematis flammula in the treatment
of ulcers and encourage its exploitation in the pharmaceutical field.
Keywords: Clematis flammula, SOD, CAT, Gastro-protection, Polyphenols.
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