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Résumé

Notre objectif vise a la valorisation de plantes médicinales ; la plante Teucrium polium (TP) et
le fruit Punica granatum (PG) récoltés de la région de Mascara. Cette thése porte sur 1’étude
de Defficacit¢é des molécules bioactives « polyphénols et huiles essentielles » dans le
traitement des Maladies Inflammatoires Chroniques de I’Intestin (MICI).

Cette étude a été entreprise pour étudier I’évolution des composants polyphénoliques et la
variation de la composition chimique de I’huile essenticlle dans les différents stades
phénologiques et leurs activités antioxydantes utilisant la méthode FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power) et la méthode de piégeage du radical libre DPPH, et évaluer la toxicité et
I’effet anti-inflammation intestinale de ces molécules actives dans le modéle d’inflammation
intestinale induite chez le rat.

L’extraction de I'huile essentielle de la partie aérienne des T. polium L. par hydrodistillation a
permis d’obtenir un rendement de 0.82+0.027% pour le stade S1 et 0.56+0.023% pour le S2.
L’analyse chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométric de masse (CPG/SM)
des huiles essentielles révele que les huiles essentielles de TP collectée dans la région de
Mascara présentent un polymorphisme chimique trés important, les composés majoritaires
sont: limonéne (29.87%), spathulenol (17.24%), camphor (8.20%), pinocarvone (7.76%), tau-
cadinol (5.41% / 7.88%), oxyde de pinéne (4.78%) et a-terpinéol (4.6%) pour la période
végétative. Alors que, limonene (26.39%), spathulenol (13.29%), pinocarvone (5.60%), f-
Myrcenes (4.02%), tau-cadinol (3. 67%), et a- phellandréne (3.45%) sont les principaux
constituants pour celles de floraison.

Les deux variétés de PG sont riches en flavonoides (catéchine, I'épicatéchine, le kaempférol
glucoside, kaempférol, quercétine, myricétine, procyanidine, épigalocatéchine gallate),
identifiées par ’HPLC-DAD. L’analyse a révélé également la présence d’acide gallique, acide
vanillique et acide caféique et resveratrol. Tandis que la TP est également riche en
flavonoides.

Selon les résultats obtenus, tous les extraits présentaient une activité antioxydante importante,
et c’est I’extrait acétonique de 1I’écorce de PG qui est doté d’une activité antioxydante trés
importante avec 1C50= 0.06+0.02 mg/ml par rapport a celle de I’antioxydant de synthése (a.
ascorbique) 0.0029+0.0001mg/ml. Ces premiers résultats suggérent 1’importante des
composés phénoliques contenus dans I’extrait comme une alternative thérapeutique.

Les trois extraits sélectionnés sont dépourvus de toxicité chez le modeéle rat. Les polyphénols
de PG et TP ont montré une activité anti-inflammatoire significative par rapport I’huile
essentielle de TP dans le modele d'inflammation intestinale induite chez le rat. Cette activité
est exprimée par le rétablissement des valeurs des marqueurs cliniques, biochimiques et
microbiologiques avec une certaine différence dans le degré d’influence.

Mots-clés : Teucrium polium L., Punica granatum L., Mascara, antioxydante, anti-
inflammatoire, CPG-SM, HPLC-DAD, toxicité, inflammation intestinale.




Abstract

Our goal is to valuing medicinal plants, the Teucrium polium plant and the Punica granatum
fruit collected from the Mascara region. This work concerns the study of the effectiveness of
bioactive molecules "polyphenols and essential oil™ in the treatment of chronic inflammatory
bowel diseases (IBD).

This study was undertaken to evaluate the evolution of polyphenolic components and the
variation of the chemical composition of the essential oil in the different phenological stages
and their antioxidant activities using the FRAP method (Ferric Reducing Antioxidant Power)
and the trapping method of free radical DPPH, and evaluate the toxicity and anti-
inflammation intestinal effect these active molecules in the intestinal inflammation model
induced in rats.

The extraction of the essential oil from the aerial part of the TP by hydro distillation reached a
yield of 0.82 £ 0.027% for the S1 stage and 0.56 + 0.023% for the S2. Gas chromatography
analysis coupled with mass spectrometry (GPC / MS) of essential oils reveals that essential
oils of T. polium L. collected from the Mascara region exhibit a very significant chemical
polymorphism, the majority compounds are: limonene (29.87%), spathulenol (17.24%),
camphor (8.20%), pinocarvone (7.76%), tau-cadinol (5.41% / 7.88%), pinene oxide (4.78%)
and a-terpineol (4.6%) for the vegetative period. While, limonene (26.39%), spathulenol
(13.29%), pinocarvone (5.60%), B- Myrcenes (4.02%), tau-cadinol (3.67%), and a-
phellandrene (3.45%) are the main constituents for those of flowering stage.

Both varieties of PG are rich in flavonoids (catechin, epicatechin, kaempferol glucoside,
kaempferol, quercetin, myricetin, procyanidin, epigalocatechin gallate), identified by HPLC-
DAD. The analysis also revealed the presence of gallic acid, vanillic acid and caffeic acid and
resveratrol. While TP is also rich in flavonoids.

According to the results all the extracts exhibited a significant antioxidant activity, and it is
the acetone extract of peel of PG which is endowed with a very important antioxidant activity
with 1Csp = 0.06 + 0.02 mg / ml compared to synthetic antioxidant (a. ascorbic) 0.0029 +
0.0001mg / ml. These first results suggest the importance of the phenolic compounds
contained in the extract as an alternative in therapy.

The three selected extracts are devoid of toxicity in the rat model. The polyphenols of PG and
TP showed significant anti-inflammatory activity compared to the essential oil of TP in the
model of intestinal inflammation induced in rats. This activity is expressed by the restoration
of the values of clinical, biochemical and microbiological markers with some difference in the
degree of influence.

Keywords: Teucrium polium L., Punica granatum L., Mascara, antioxidant, anti-
inflammatory, CPG-MS, HPLC-DAD, toxicity, inflammatory bowel diseases,
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Chromatogrammes MALDI-TOF-SM de quelques souches appartiennent de
la famille entérobactériaceae (groupe Indo)

Coupe histologique au niveau du duodénum

Villosité intestinale de 1’iléon visualisée a faible grossissement (x50)

Plaque de Peyer (Follicule lymphatique) situé au niveau de la muqueuse de
1’iléon, visualisée a moyen grossissement (x100)

Coupes histologiques des intestins
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Glossaire

Autophagie (du grec « autodigestion ») est un mécanisme mis en évidence en 1963
par De Duve. D’abord caractéris¢ comme une forme de mort cellulaire, ce mécanisme
a été depuis défini comme un processus de maintien de I’homéostasie cellulaire
Cellules caliciformes sont considérées comme des glandes exocrines unicellulaires.
Ces cellules assurent la synthése des différents composants du mucus, comme les
mucines.

Cellules de Paneth sécrétent des peptides antimicrobiens comme les défensines dans
la lumiere et participent au systeme immunitaire inné.

Cellules entéroendocrines sont plus petites et beaucoup moins nombreuses. En
réponse aux nutriments, elles sécrétent dans la circulation générale des hormones et
des peptides.

Cellules M sont des cellules épithéliales aplaties dépourvues de microvillosité qui
présentent une invagination ou poche dans leurs membranes contenants des cellules B,
des cellules T, des macrophages et des cellules dendritiques CD, elles sont retrouvées
au niveau des plaques de Payer.

Cellules présentatrices d’antigénes (CPA) sont les cellules dendritiques (DC) et les
macrophages. Elles vont capter les antigénes pour les présenter aux lymphocytes B
Ces CPA produisent des cytokines qui sont des messagers de 1’information a
destination des autres cellules de I’'immunité. Elles ont également pour réle de
transformer les lymphocytes neutres (ThO) en lymphocytes de type Thl ou de type
Th2.

Cholangite sclérosante primitive : une maladie immuno-inflammatoire des voies
biliaires a 1’origine de jaunisses, fatigues, pertes de poids et douleurs abdominales.
Cryptopatches sont des amas de cellules lymphoides situés dans la LP (lamina
propria) et divisés en deux sous-types de populations, des LTi (Lymphoid tissue-
inducer cell — LT) retrouvés au centre du cryptopatche et ces LTi sont entourés de
DC.

GALT ou MALT (Mucosa-associated lymphoid tissues) : tissus lymphoides divisés
en deux catégories suivant si ils sont organisés, comme les plaques de Peyer (PP), les
ganglions mésentériques (MLN ou Mesenteric Lymph Nodes), ou plus diffus comme
c’est le cas des follicules lymphoides isolés (ILF), des cryptopatches, des lymphocytes

intra-épithéliaux (IEL) ou des cellules mononuclées de la lamina propria (LPMC).
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Ganglions mésentériques sont des structures lymphoides organisées, groupées aux
jonctions des vaisseaux lymphatiques et contenant des lymphocytes, des macrophages
et des cellules dendritiques.

Plaques de Peyer sont des organes lymphoides bien délimités composes de hombreux
follicules lymphoides. Ces follicules comprennent un centre germinatif, composé
principalement de lymphocytes B, entouré par des lymphocytes T, et des cellules
présentatrices d’antigénes.

Sclérite : une maladie caractérisée par une inflammation de 1’épisclére, membrane
entourant I’ceil, est aussi liée aux crises inflammatoires et est a 1’origine des troubles
de la vision et des douleurs oculaires.

Sténose de I'artére carotide, c’est un rétrécissement des artéres carotides qui est
habituellement causé par l'athérosclérose, c'est-a-dire par une accumulation de la
plaque d'athérome sur la paroi interne des artéres.

Tanins condenseés : ce sont des produits de la polymérisation de flavan-3-ols
(catéchines) et flavan-3,4-diols (leucoanthocyanidines). Ils sont aussi désignés aussi
sous le nom de « tanins catéchiques » et ne sont hydrolysables que dans des conditions
fortement acides.

Tanins hydrolysables : ils sont constitués par une molécule de sucre (le glucose le
plus souvent) estérifiée par I’acide gallique ou un de ses dérivés (acide ellagique,
chébulique ou valonique). Ils sont facilement hydrolysables par voie chimique ou
enzymatique.

Uvéite antérieure est une inflammation de la chambre intérieure de 1’ceil causant des

rougeurs oculaires accompagnées de douleurs, de vision trouble et de photophobie.
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L'importance de la consommation d’aliments d’origine végétale a été particulierement
mise en avant au cours du premier Programme National Nutrition Santé (PNNS) du Ministére
de la Santé dans la désormais célébre injonction « Pour votre santé, mangez au moins cing
fruits et Iégumes par jour ». De multiples constituants et micronutriments de ces aliments tels
que les fibres, les vitamines, les minéraux, les polyphénols, limonene, spathulenol, camphor

jouent potentiellement un réle dans cet effet protecteur et thérapeutique.

Les MICI sont caractérisées par une inflammation chronique de la muqueuse intestinal
récurrente avec des symptémes cliniques tels que la diarrhée, des douleurs abdominales, un
saignement rectal et l'apparition d’ulcéres dans la muqueuse (Baumgart & Carding 2007;
Engel & Neurath 2010), conduisant a une augmentation du risque néoplasique (Pariente et
al, 2015; Beaugerie & Itzkowitz, 2015). Il n’existe pas de traitement radical de guérison des
MICI. Les médicaments disponibles permettent toutefois un contréle durable de la maladie et

une qualité de vie acceptable.

Plusieurs voies de recherche et de développement sont en cours pour améliorer les
traitements des MICI. La nutraceutique et les aliments fonctionnels ont démontré depuis

quelques années leur potentiel thérapeutique contre les maladies inflammatoires chroniques.

Les composés d'origine naturelle présentent l'avantage d'une tres grande diversité de
structures chimiques et ils possedent aussi un tres large éventail d'activités biologiques
(Rollinger et al., 2004). Cependant, les conditions climatiques ont une influence sensible sur

I'activité physiologique et biochimique des plantes médicinales (Tilman et al., 2001).

La flore algérienne est caractérisee par sa diversité florale : méditerranéenne,
saharienne et une flore paléo tropicale estimée a plus de 3000 espéces appartenant a plusieurs
familles botaniques. Ces especes sont généralement pour la plupart spontanées avec un

nombre non négligeable (15%) d’espéces endémiques (Duraffourd et al., 1997).

Les objectifs fixés sont d’étudier 1’évolution des moleécules bioactives (polyphénols et
huile essentielles) de la plante Teucrium polium (khayata, j‘ada) et du fruit Punica granatum
(Roman) récoltés dans la région de Mascara, durant les stades de développement, ainsi que
d’évaluer leurs propriétés chimique, et leurs effets biologique et pharmacologique, dans le
double but de valoriser et de rationaliser leur usage traditionnel et d’isoler des composés

d’intérét thérapeutique.
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Notre étude se focalise a la recherche d’une molécule a la fois anti-inflammatoire et
antioxydante agissant au niveau intestinal et, bien entendu, ne causant pas d’effets secondaires

chez des individus atteints de MICI.

Notre étude est scindée en deux parties :
La premiére partie de ce manuscrit constitue une étude bibliographique portant sur
(1) Iinflammation intestinale, leur caractéristique physiopathologique et les marqueurs
associes,
(2) les molécules bioactives « polyphénols et huiles essentielles », leurs effets biologique ;
(3) un rappel botanique sur la plante Teucrium polium et le fruit Punica granatum, et leurs
effets biologiques et pharmacologiques.
Le travail expérimental est organisé en trois étapes :
(1) une étude phytochimique: une analyse qualitative et quantitative des extraits
phénoliques et huiles essentielles par HPLC-DAD et CPG-SM ;
(2) Sélectionner les extraits le plus actifs selon leur activité antioxydante
(3) Evaluation pharmacologique : une toxicité aigue et subaiglie des extraits sélectionnés est
déterminée in vivo, sur des rats Wistar, puis on a évalué le potentiel anti-inflammatoire
de polyphénols et huiles essentielles de TP et PG dans le modéle d’inflammation

intestinale induite chez le rat

Enfin, les résultats obtenus au cours de cette these sont présentés et discutés a la lumiére de la

littérature.
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Le systéme digestif inclut le tractus gastro-intestinal ainsi que les organes accessoires

de la digestion, notamment les glandes salivaires, le foie, la vésicule biliaire et le pancréas

exocrine (Reed & Wickam, 2009).

1. Tube digestif: organisation, histologie et fonction

Sur le plan anatomique, le tube digestif comprend la cavité buccale, le pharynx,
I’cesophage, 1’estomac, I’intestin gréle (duodénum, jéjunum et iléon), le gros intestin (caecum,
appendice, colon ascendant, transverse, descendant et sigmoide et rectum) et I’anus (Pocock
et al., 2004).

L’intérét de notre travail est la partie inférieure du tractus gastro-intestinal constitué¢ de
I’intestin gréle et du colon (figure 1).
Le tube digestif posséde quatre couches fonctionnelles :

% L’adventice ou séreuse, la couche la plus externe, est constituée d’un tissu conjonctif

jouant un réle de soutien.

% La musculeuse, paroi musculaire constituée de  cellules musculaires, participe aux
contractions péristaltiques impliquées dans la progression des aliments lors de la
digestion. Cette couche musculaire est épaissie dans le cdlon.

¢ La sous-muqueuse est constituée d’un tissu conjonctif lache et contient du collageéne,
des fibrilles d’¢lastine, des vaisseaux de gros calibre, des vaisseaux lymphatiques et
dans certains endroits des glandes sous-muqueuses ainsi qu’un réseau nerveux, le
plexus de Meissner (Reed & Wickam, 2009), permettant le soutien de la couche en
contact avec la lumiére intestinale (Pocock & Richards, 2004 ; Heath et al., 2008).
¢ La muqueuse, cette derniere est constituée de 03 couches : I’épithélium unistratifié, la
muscularis mucosae composée de deux couches fines de muscles lisses, la
longitudinale externe et circulaire interne, et la lamina propria (LP) (Heath et al.,
2008), est un tissu conjonctif, qui lui-méme contient des tissus lymphoides diffus
ainsi que des follicules lymphoides.
L’intestin gréle étant le site principal d’absorption des produits de digestion. La muqueuse
intestinale présente des structures qui se projettent dans la lumicre intestinale, les villosités
pour maximiser la surface absorbante de l'intestin gréle (Peterson & Artis, 2014), tandis que
les cryptes sont des invaginations épithéliales trouvées a la base de ces villosités (Clevers,
2013). Au niveau de I'iléon, le systéme immunitaire est complété par la présence des plaques

de Peyer (Reed & Wickam, 2009).
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Le gros intestin ayant un réle dans 1’absorption de 1’eau et des électrolytes, la digestion
terminale de la cellulose et autres polysaccharides non digérés par la flore intestinale (caecum
et colon ascendant) et I’évacuation des déchets alimentaires (colon descendant, colon
sigmoide et rectum) (Neviére, 2005). La couche épithéliale du colon consiste en une couche
simple de cellules épithéliales formant des invaginations en forme de doigts entourées par la
lamina propria appelés cryptes de Lieberkiihn (Potten er al, 2003). Il est dépourvu de
villosité et de cellules de Paneth (van der Flier & Clevers, 2009). Sa lamina propria est

riche en tissus lymphoides.
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s Cellules entéroendocrines
Villosité -g
F=
o
s Cellules caliciformes
> Arrétdu ____________= L = __ -%
cycle cellulaire § g
S o
o
= 3
2 Arrétdu __3 R — _E
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=
=2
Cellules progénitrices E
Cellules de Paneth
e Cellules souches
Intestin gréle Codlon

Figure 1 : Structure de I’épithélium intestinal (Sanchez et al., 2004)

2. Barriere et perméabilité intestinale

La barriere intestinale est une barricre de défense organisée en quatre unités
fonctionnelles : la barriere mécanique, la barriere écologique, la barriere physique et la
barriere immunologique (Figure 2). Ces unités fonctionnelles entretiennent entre elles des
relations permanentes, étroites et finement régulées, assurant le maintien de ’homéostasie
générale de ’organisme (Salim & Soderholm, 2011).

La barriere épithéliale, le systéme immunitaire et la flore intestinale sont les ¢léments
clés dans I’homéostasie de la fonction de barriére de I’intestin. Lorsque 1'un de ces trois
composants est altéré, il peut se produire un phénomeéne dit de translocation bactérienne

(Balzan et al., 2007).
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2.1.Barriere mécanique

Les mouvements péristaltiques intestinaux représentent une barri¢re efficace dans le
but de limiter la pénétration des bactéries intestinales dans l'organisme (leur translocation a

travers la muqueuse intestinale) (Nieuwenhuijs et al., 1998 ; Pardo et al., 2000).
2.2.Barriere écologique : Microbiote intestinal

2.2.1. Généralité

Le microbiote intestinal est composé en grande majorité de bactéries anaérobies
strictes qui dominent les bactéries aérobies strictes et anaérobies facultatives, il est caractérisé
par deux familles majoritaires parmi la cinquantaine référencée : les Firmicutes (gram-
positives) sont impliqués dans la résorption d’énergie (Jandhyala, 2015), et les Bacteroidetes
(gram-négatives) qui ont des roles dans la dégradation des protéines et les carbohydrates
(Thomas er al., 2011). A I'dge adulte, six embranchements principaux composent le
microbiote : les Firmicutes, les Bacteroidetes, les Actinobacteria, les Proteobacteria, les

Verrucomicrobia et les Fusobacteria (Marchesi et al., 2016) (Figure 2).

Firmicutes (60-80%)
» Clostridium cluster XIVa
- Ruminococcus
« Clostridium cluster 1V
- Faecalibacterium prausnitzii

Bacteroidetes (15-30%)
- Bacteroides
- Prevotella

Proteobacteria (1-2 %)
E nterobacteriaceae

Eukarya
Champignog'
Fusobacteria

Archaea
- methanogens

Spirochaetes

Verrucomicrobia (1-2 %) Actinobacteria (2-25%)
- Akkermanciamuciniphila /- Bifidobacterium
- Atopobium

Figure 2: Composition de la flore intestinale (Cheng et al., 2013)

2.2.2. Fonction de la flore intestinale

Le microbiote participe a de nombreuses fonctions physiologiques. En plus de
participer a la digestion des nutriments et a la synthése vitaminique (facteur de la coagulation

sanguine vitamine K, B1, B8, B9 et B12) (Enders, 2015), le microbiote contribue au maintien
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de I'noméostasie intestinale en exercant des fonctions protectrices pour I'hdte et en participant
a la maturation du systéme immunitaire via différents mécanismes :

» prévenir de la colonisation de 1'¢pithélium par des agents pathogénes : Par compétition
avec le métabolisme des nutriments, la production des molécules antimicrobiennes
(bactériocines, acide lactique) aux propriétés antibiotiques, la sécrétion de peptides
antimicrobiens tel que le microcine et la colicine par Escherichia coli ou encore par
adhérence a la muqueuse intestinale (Stecher et al., 2013 ; Langella & Bouix, 2016) ;

» contribuer au maintien de I'étanchéité en régulant les jonctions serrées. Par exemple, L.
plantarum augmente l'expression de zonula occludens-1 et de l'occludine dans le
duodénum (Ulluwishewa et al., 2011) ;

» le peptidoglycane des bactéries Gram positives induit la formation de follicules
lymphoides (Bouskra et al., 2008) au niveau de 1’épithélium intestinal par exemple il a
¢té montré que le polysaccharide A de Bactéroides fragilis était capable, a lui seul,
d’induire la maturation du systéme immunitaire de souris axéniques (Mazmanian et
al., 2005);

» l’interaction entre les bactéries commensales et les cellules dendritiques induite la
production d’IgA par les lymphocytes B en limitant la pénétration des bactéries
pathogénes dans la muqueuse (immunité humorale) (Lin ef al., 2012) ;

» De plus, le butyrate et les autres métabolites bactériens, propionate et acétate (acides
gras a chaine courte) jouent un role dans I’induction de I’apoptose, indispensable au
renouvellement de I’épithélium intestinal (Pardo et al., 2000) ;

> Plus récemment il a été suggéré que le microbiote intestinal prendrait part a la
communication entre 1’intestin et le cerveau, et influencerait ainsi le développement et
le fonctionnement cérébral. Des voies de communication humorales et neuronales

seraient impliquées (Doré ef al., 2013).

2.3. Barriére physique : Epithélium intestinal

L’épithélium intestinal est constitu¢ de différentes cellules servant de barriere
physique protectrice de ’organisme vis-a-vis des agents potentiellement déléteres présents
dans la lumicre intestinale. Il contribue aussi au maintien de la perméabilité intestinale par
deux voies : la voie para-cellulaire et la voie trans-cellulaire (Turner, 2009; Ménard ef al.,

2010).
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e La voie trans-cellulaire est impliquée dans le passage passif ou actif de molécules au
travers de la membrane plasmique par des canaux ou des transporteurs spécifiques (de
pdle apical des entérocytes vers l'espace extracellulaire) (Fasano, 1998). Les
composés lipophiles, comme les bisphénols, peuvent diffuser passivement alors que
des transporteurs actifs sont nécessaires pour la diffusion des acides aminés et du
glucose (Ménard et al., 2010; Zalko et al., 2011).

e La voie para-cellulaire est impliquée dans le transfert de molécules de petite taille
(0,4 et 0,9 nm dans les villosités et de 5 a 6 nm dans les cryptes) par mouvement passif
entre deux cellules par des jonctions intercellulaires (Groschwitz & Hogan, 2009;

Hu et al., 2013 ; Stewart et al., 2017).

2.3.1. Cellules différenciées

L’épithélium intestinal est constitué de plusieurs types cellulaires (figure 3) :
Les entérocytes, les plus nombreux, principalement impliqués dans l'absorption des
nutriments, des ¢électrolytes et de l'eau (Gerbe et al, 2012 ; Peterson & Artis, 2014 ;
Bloemendaal ez al, 2016).
Les cellules caliciformes, qui sécretent de mucine et des peptides dans la lumiére intestinale,
le mucus forme la premicre ligne de défense de 1'épithélium contre les microorganismes
pathogenes et les sucs digestifs (Dharmani et al, 2009 ; Peterson & Artis, 2014;
Bloemendaal ez al, 2016).
Les cellules de Paneth sécrétent des peptides antimicrobiens et participent a la réponse
immunitaire innée (Noah et al, 2011 ; Peterson & Artis, 2014 ; Bloemendaal et al., 2016).
Les cellules entéroendocrines sécrétent des hormones régulant les fonctions digestives
(Peterson & Artis, 2014).
Les cellules M (Microfold cells) sont impliquées dans 1'endocytose et dans la transcytose des
antigenes du non-soi présentés aux lymphocytes, aux macrophages et aux cellules
dendritiques (Mabbott et al, 2013).
Plus récemment, un autre type cellulaire issu du lignage sécrétoire a été décrit. Ce sont les
cellules tuft, présentes dans tout le tractus digestif mais en trés faible proportion (0,4%). Elles
expriment des enzymes impliquées dans la biosynthése des eicosanoides (cyclo-oxygenase-1
et cyclo-oxygénase-2), suggérant un role dans l'inflammation, la différenciation et la

migration cellulaire (Gerbe et al, 2012).

&
v

-



Chapitre I Maladie inflammatoire chronique de Uintestin

&
v v

| i I'J:-;'
?p} "l Iéa |III
P ‘al =
¥ L P |
|1,|” ¥ o
W | A E-I
o/ i 4
3 Vg e
- T
8 / L=
i Entérocy‘te i ,Cellulé a mucus Cellule entéroendocrine
Cellules absorptives Cellules sécrétrices

Figure 3 : Les cellules épithéliales différenciées de I’intestin gréle (Crosnier et al., 2006)

2.3.2. Les jonctions intercellulaires

Les cellules de 1’épithélium sont polarisées avec un pdle apical (vers la lumicre
intestinale) et un pole basolatéral (vers la LP). Cette polarité est maintenue grace aux
différentes jonctions intercellulaires (figure 4): les jonctions serrées, les jonctions adhérentes

et les desmosomes (Groschwitz & Hogan, 2009; Stewart et al, 2017).
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Figure 4 : Les jonctions intercellulaires (Stewart et al., 2017)

Les jonctions serrées sont composées de protéines transmembranaires de la famille des
claudines, des occludines et des JAM (Junctional Adhesion Molecules) auxquelles sont
associées a des protéines cytoplasmiques de la famille des ZO (Zonula Occludens). Ce
complexe multiprotéique est reli¢ a ’anneau périjonctionnel d’actino-myosine qui forme le

cytosquelette des cellules épithéliales (Nusrat ez al., 2000; Suzuki, 2013).

Les jonctions adhérentes permettent I’adhésion cellule-cellule via la liaison de deux
molécules d’E-cadhérine. Ces cadhérines sont reliées au cytosquelette d’actine grace aux

caténines a et B (Shapiro & Weis, 2009; Levayer, 2012).
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Les desmosomes sont formés également d’un complexe de protéines transmembranaires de la
famille des cadhérines desmosomales (desmogléines et desmocollines) (Hulpiau & Van Roy,

2009). Ce complexe est reli¢ au cytosquelette de kératine par les desmoplakines (South,

2004 ; Turner, 2009).

2.4. Barriére immunologique : Systéeme immunitaire intestinal

Les cellules de l'¢épithélium intestinal, en collaboration étroite avec le contenu
intraluminal, jouent un rdle crucial dans la stimulation et la modulation du systéme
immunitaire inné qui correspond a la premicre ligne de défense de I'organisme face a une
agression, et adaptatif (figure 05) qui correspond a une immunité acquise, spécifique envers

un antigeéne (Ag) donné (Pickard et al. 2004).

Les cellules de 'immunité innée telles que les phagocytes, reconnaissent les bactéries
grace aux « Patterns Recognition Receptor » (PRR) (Rachmilewitz et al., 2004). Les PRRs
les plus connus sont les TLR (toll-like receptor) et les NOD (Nucleotide-binding
Oligomerization Domain), présents essenticllement a la surface des cellules épithéliales
intestinales et des cellules immunitaires (Michelsen & Arditi, 2007). Tandis que I'immunité

adaptative comprend deux types cellulaires majeurs : les lymphocytes T et B (LT et LB).
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Figure 05 : Le systéme immunologique intestinal au niveau de I’intestin gréle et du cdlon
(Abreu, 2010)
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Les antigénes étranger venant de la lumiére aux MALT (Mucosa Associated
Lymphoid Tissue), peuvent étre capturés par les cellules épithéliales intestinales, par les
cellules dendritiques de la lamina propria et par les cellules M (Microfold cells) (Spahn &
Kurchazik, 2004).

Alors que les cellules M reconnaissent les Ag et les transportent vers les cellules
présentatrices d’antigénes CPA (Kucharzik ef al., 2000 ; Miller ef al., 2007) pour les
endocytent dans le but d’induire la réponse immunitaire adaptative ou elles produisent des
cytokines qui ont un rdle de transformer les lymphocytes neutres (Kapsenberg, 2003 ;
Pulendran, 2005) en lymphocytes de type Thl (réponse pro-inflammatoire), Th2 (produite
de cytokines IL4 et IL13), Th17 (produite de cytokines IL-17 et IL-23) ou Treg ( induite la
production de cytokines anti-inflammatoire IL-10 et transforming growth factor beta « TGF-

B ») (fig.6) (Medzhitov, 2007)

Antibodi r
es }-Y r

>
@B -
Ty <elis
Ty2 cells
\{ g T17 celis
3 y’ *r“n cets Ty dcels ‘ QQE
Fungi s }— O —i o3
_é waz IFN-y
=
E Ul £ ar
Sctoy p Neutrophil - 4 coph,
(S | vy2 cens protozoa

=

IL |3

Mast cell
Basophil
Ecsinoptl

1

Helminth

Figure 06: Induction des voies Thl, Th2 et Th17 (Medzhitov, 2007).

Les Ag ainsi transportés au sein des follicules lymphoides induisent la différenciation
des lymphocytes B (LB) en plasmocytes (Rodriguez-Pinto, 2005) qui migrent le long de la

sous-muqueuse produisant alors des anticorps IgA au sein de la lumicre.

3. Maladie inflammatoire chronique de I’intestin

Les maladies inflammatoires chroniques intestinales (MICI) sont des pathologies
digestives regroupant la maladie de Crohn (MC), la rectocolite hémorragique (RCH). Elles
sont caractérisées par une inflammation chronique ainsi qu'une altération de la muqueuse
intestinale avec des 1ésions visibles par endoscopie. On retrouve ainsi un déséquilibre du
systéme immunitaire et de la flore intestinale avec une augmentation du nombre de bactéries

pathogeénes.
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3.1.Classification
La MC fut décrite pour la premiére fois en 1932 par Burril B. Crohn, médecin
américain, qui lui a donné son nom suite a la description de 14 cas d’affection localisée au
niveau de I’iléon. En 2006 lors du Congrés mondial de gastroentérologie a Montréal, une
classification clinique de la maladie de Crohn basée sur quatre localisations distinctes (notées
par L) a été proposée: L1-L'iléon terminal, L2 —le Colon, L3 -Iléo-colon de l'iléon terminal et

toute localisation du colon, et L4-Tractus gastro-intestinal supérieur (Satsangi et al., 2006).

Atteinte focale ou diffuse du tissu muqueux

Ulceres fissurants
Muqueuse
Sous
- muqueuse
Muscularis

propria

Sous
séreuse

Agrégat, inflammation transmurale
chroniaue. infiltration cellulaire

% LT .

Granulome

Figure 7: Localisation des altérations intestinales caractéristiques de la MC
(a) Lésions inflammatoires au niveau de la paroi intestinale (Grabsch, 2013) (b) coupe histologique représentant
un granulome secondaire a 1’agrégation d’un grand nombre de macrophages (Xavier and Podolsky, 2007) (c)
Localisation des segments du tube digestif touchés en cas de MC (apparaissent en bleu)

La RCH fut, elle, différenciée de la dysenterie bactérienne en 1859 par Samuel Wilks
puis décrite par Arthur Hirst en 1931. Elle se caractérise par une atteinte continue et
rétrograde (le rectum est toujours atteint), la localisation anatomique de I’inflammation
permet d’établir trois phénotypes clinico-pathologiques de la RCH: la pancolite (E1) ou
I’inflammation atteint la totalité du colon, la rectocolite gauche (E2) ou I’inflammation atteint
le colon gauche et la recto-sigmoidite (E3) ou I’inflammation se situe au niveau du colon

droit (Baumgart & Sandborn, 2007).
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Figure 8: Localisation des altérations intestinales caractéristiques de la RCH
(a) Lésions inflammatoires au niveau de la paroi intestinale (Grabsch, 2013) (b) coupe histologique
représentant un abces cryptique secondaire a une infiltration des PNN (Xavier and Podolsky, 2007) (c)
Localisation des segments du tube digestif touchés en cas de RCH (apparaissent en bleu)

3.2. Sémiologie des MICI

Les patients atteints de MICI souffrent de fagon fréquente et chronique de diarrhée, de
douleurs abdominales, de saignements rectaux et de malnutrition (Cho, 2008 ; Cho & Brant,
2011), allant de la perte de poids a l'ulcération, a la perforation et a l'obstruction de tractus
gastro-intestinal (Hendrickson ef a/, 2002; Shanahan, 2002).

La MC est caractérisée par une inflammation transmurale, discontinue (Fig.7) pouvant
affecter I’ensemble des segments du tube digestif (Marteau & Jian, 2001; Xavier &
Podolsky, 2007). Le tissu intestinal est touché par de nombreuses altérations : (1) infiltrations
leucocytaire par foyers, (2) granulomes, (3) irrégularité focale des cryptes intestinales avec
parfois des abces, (4) hypertrophie neuromusculaire, (5) fissures et ulcérations (Evans, 2000;
Marteau & Jian, 2001; De Saussure & Bouhnik, 2007).

Tandis que, le tissu intestinal chez les RCH est touché par de nombreuses altérations :
(1) réduction de la population des cellules a mucus, (2) abces des cryptes intestinales, (3),
infiltrat immunitaire uniforme, (4) épaississement de la muscularis propria, (5) dilatation des

capillaires sanguins avec hémorragies (Evans, 2000; Xavier & Podolsky, 2007).
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Les MICI peuvent aussi présenter des signes extradigestifs « manifestations
extraintestinales (MIE) » (Fig.09), avec des taux de prévalence allant de 6% a 47% (Williams
et al, 2008; Patil & Cross, 2013).
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Figure 9 : Manifestations extraintestinales des MICI (Baumgart and Sandborn, 2007)

3.3.Epidémiologie

La MICI a été un probléme de santé mondial avec une incidence croissante soutenue
(Xavier & Podolsky, 2007). A 1'échelle mondiale, on peut observer une différence entre
I'hémisphere nord et I'hémisphere sud. Les MICI affectent aussi bien les hommes que les
femmes, préférentiellement le jeune adulte entre 20 et 30 ans. Une plus forte incidence de
RCH et de MC est observée dans les pays industrialisés avec une incidence moyenne de 0 a
19.2 nouveaux cas pour 105 habitants en Amérique du Nord et de 0,6 a 24,3/105 en Europe.
Ainsi, environ 1,5 millions d’Américains et 2,2 millions d’Européens sont atteints de MICI
actuellement (Ananthakrishnan, 2015).

Il est plus fréquent chez les israéliens, qui sont cinq a huit fois plus susceptibles de
développer une MICI par rapport aux populations non israéliens (Sands & Stacey Grabert
PharmbD, 2009).

En Afrique et en Algérie, les études épidémiologiques sont tés rares. Alors que
Hammada et al. (2011) a trouvé que I’incidence annuelle moyenne (pour 100 000 habitants)

brute était de 5,87 pour la MC et 3,29 pour la RCH dans une étude prospective
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observationnelle descriptive de tous les patients adultes au niveau de la wilaya de

Constantine.

3.4.Etiologie
Le développement des MICI est multifactoriel et reste a ce jour non ¢élucidé (Dignass,
Van Assche et al., 2010). La plupart des patients atteints de MICI affichent une réactivité
immunologique locale et systémique particulierement élevée face aux antigénes résultant en

un dysfonctionnement du systéme immunitaire.

3.4.1. Facteurs génétiques

La susceptibilité¢ génétique dans le développement des MICI joue un réle primordial.
En effet, des études d’association pangénomiques (GWAS) ont montré que parmi les 163 loci
génétiques associés jusqu’a présent avec les MICI, 110 loci sont associés aux deux formes de
la maladie, 30 sont spécifiques a la MC et 23 a la RCH (Jostins, Ripke ef al. 2012).

Dans ce contexte, une variété de mutations génétiques divisées en 04 groupes de genes
est impliquée dans la perturbation des interactions hote-microbiote (Jostins et al., 2012; J. Z.
Liu et al., 2015), qui sont responsables de (a) la perte de fonction barriere (cadherin-1 cdhl,
Hepatocyte Nuclear Factor 40 HNF4A, Laminin subunit f-1 (LAMBI1), mucl9) (Prager et
al., 2015), (b) I'incapacité a maintenir 'homéostasie des cellules épithéliales intestinales
(xbpl1, ormdl3), (c) la perte des réponses immunes innées permettant la clairance microbienne,

(d) la perte de tolérance (tnfs15, il10rb et il-23r) (Jostins et al., 2012; J. Z. Liu et al., 2015).

Par ailleurs, il a ét¢ montré que la MC est génétiquement associée a des mutations du
gene NOD2/CARDIS5 (Ogura et al, 2001) qui code pour une protéine cytoplasmique de
reconnaissance des bactéries, exprimé par les cellules immunitaires et les cellules épithéliales
intestinales (Farmer & Michener, 1986). En effet, ces mutations sont responsables de la
réponse inflammatoire et immunitaire anormale vis-a-vis de la microflore intestinale
déclenchée ou aggravée par des facteurs environnementaux, chez des individus génétiquement

prédisposés (Girardin ez al. 2003 ; Kokten et al., 2016).

La prédisposition génétique seule n'est pas suffisante pour induire une MICI. En effet,

cela n'explique que 20 a 25% des cas (Zhang & Li, 2014).
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3.4.2. Facteurs environnementaux
L’augmentation progressive de I’incidence des MICI dans les pays industrialisés ou en
voie de développement semble indiquer une influence trés importante des facteurs
environnementaux dans 1’éthiopathologie de la maladie tel que I’hygi¢ne, le stress,
I’alimentation, l’utilisation d’antibiotiques, la pollution, le tabagisme et 1’appendicectomie
(Loftus, 2004; Zhang and Li, 2014 ; Ananthakrishnan, 2015; Cosnes, 2016 ; Saxena &
Sharma, 2016).

La prise d'anti-inflammatoires non stéroidiens peut provoquer aussi des lésions de la
mugqueuse intestinale et augmenter la perméabilité par deux mécanismes : (1) inhibition de la
cyclooxygénase responsable de la conversion de l'acide arachidonique en prostaglandine et
(2) inhibition directe de la prostaglandine et donc de ses effets anti-inflammatoires

(Molodecky & Kaplan, 2010; Zhang & Li, 2014).

3.4.3. Facteurs microbiens

Plusieurs ¢léments essentiels mettent 1’accent sur le réle du microbiote dans la
pathogenese des MICI. Les modéles animaux d'iléite et de colites chroniques nécessitent la
présence d’un microbiote intestinal pour déclencher la pathologie (Hudcovic et al., 2001).
Cette proposition supporte le faite que 1’iléon terminal et le c6lon, les deux sites contenant la
plus grande densité de microbiote, sont les sites fréquemment touchés par les 1ésions de la
maladie de Crohn.

Les éléments concluant & une responsabilité microbiologique dans ces pathologies
restent relativement faibles. Cependant certaines données permettent de proposer quelques
souches bactériennes comme pouvant jouer un réle dans les MICI tel que Listeria
monocytogenes, Escherichia coli ou encore Mycobacterium paratuberculosis (Marteau et al.,

2004 ; Darfeuille-Michaud et al., 2004 ; Danese and Fiocchi, 2006).

4. Physiopathologie

Dans de conditions d’homéostasie, les APC résidents permettent de maintenir une
tolérance intestinale vis-a-vis des antigénes de la lumiére intestinale grace a la production des
Treg . Suite a une altération de la barri¢re intestinale, une réponse inflammatoire est mise en
place. Cette réponse fait intervenir le systéme immunitaire innée et adaptative afin d’éliminer
efficacement 1’agresseur (Ramnik, 2014). Un équilibre homéostatique est toujours maintenu

entre les cellules T-régulatrices (T-régs etc.) et les cellules T effectrices (Thl, Th2 et Th17).
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Une fois le danger éliminée, une étape de résolution de I’inflammation est initice.
Notamment grace a l’efferocytose des PMN apoptotiques par les macrophages, permet
d’établir un microenvironnement plus tolérogéne qui facilite I'initiation de la réparation

tissulaire et le retour a I’homéostasie (Ramnik, 2014).

Une altération de la barriere intestinale est présente dés le stade précoce de MICI.
Cette altération induit par la suite la translocation des bactéries commensales et des produits
microbiens depuis la lumiére intestinale, ce qui conduit & une activation des cellules
immunitaires et la production de cytokines pro-inflammatoires (fig.10) (Ramnik, 2014). La
réponse Th1/Th17 semble étre impliquée dans la MC tandis que la réponse Th2 entrainerait
la rectocolite hémorragique (Sanchez-Munoz et al, 2008).

Les effecteurs de type Thl contribuent normalement a l'élimination des pathogenes
intracellulaires (Zhang & Li, 2014). Alors que le profil Th2 est caractéris€¢ par une
production de cytokines (IL5, IL-13), de TGF-B et des lymphocytes NK (Matricon et al,
2010). Parallelement a la présence des lymphocytes Th17 dans les MICI favorisé par la co-
expression d'IL-23 et de TGF-B et qui aboutit a la production d'IL-17, d'TL-21 et d'IL-22, le
taux circulant des lymphocytes Treg ainsi que le taux de cytokines anti-inflammatoires (IL-
10, IL-25...) sont réduits, contribuant ainsi a l'inflammation de la muqueuse intestinale (Xu et
al, 2014).

Une réponse immunitaire humorale est également associée aux MICI. Elle est
caractérisée par une infiltration de LB dans la muqueuse intestinale (Matricon et al, 2010).
Des études ont également montré une augmentation massive du nombre de lymphocytes B et

par conséquence de la quantité importante d’immunoglobulines libérées.

Par ailleurs, la production de cytokines pro-inflammatoires et de chimiokines est
¢galement augmentée de I’expression des molécules d’adhérence (les sélectines et les
intégrines) exprimées sur la surface de I’endothélium cellulaire et aux niveaux des espaces
intracellulaires, ce qui conduit a la liaison des polynucléaires neutrophiles circulants et des

monocytes a I’endothélium inflammatoire (Briskin et al, 1997 ; Souza et al., 1999).
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Figure 10: Physiopathologie des MICI (Nahon et al, 2001)
LT: lymphocyte T, LTh: lymphocyte T helper, PNB : polynucléaire basophile, PNE : polynucléaire
¢éosinophile, PNN : polynucléaire neutrophile, PRR : Pathogen recognition receptor, ROS : radicaux libres
oxygeénés, NO : oxyde nitrique.

5. Marqueurs de MICI
Le diagnostic dépend fortement de la combinaison d'une large gamme de résultats
cliniques, radiologiques, endoscopiques et histologiques pour proposer le cadre appropri¢ de

traitement (Famularo & Minisola, 2010 ; Andreoli et al., 2010).

5.1.Biologie standard
Plusieurs tests de laboratoires biologiques sont potentiellement utiles dans la prise en
charge des malades de la maladie de Crohn, la protéine C-réactive (CRP) étant la plus utilisée

dans la pratique clinique.
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D’autres tests tels que, la vitesse de sédimentation (VS), la numération et formule
sanguine (NFS) a la recherche d’une anémie, et recherche de la présence du fibrinogéne et/ou
des az-globulines et I’hypo-albuminémie, permettent d’évaluer I’activité¢ de la maladie. Les
niveaux fécales de calprotectine et de lactoferrine sont des marqueurs prometteurs a utiliser
dans un proche avenir dans ce domaine, mais des recherches plus approfondies sont

nécessaires (Bernstein et al, 2009 ; Famularo & Minisola, 2010).

D’un point de vue sérologique, les anticorps Perinuclear antineutrophilic cytoplasmic
antibodies (ANCA) sont plutdt positifs dans la RCH et les anticorps anti-Saccharomyces
cerevisiae (ASCA) plutot positifs dans la MC (Reese et al., 2006).

Enfin, au diagnostic différentiel, les examens de laboratoire notamment la coproculture,
les examens parasitologiques des selles sont indispensables, afin d’éliminer toute cause

infectieuse ou parasitaire (Bernstein et al., 2009).

5.2. Myéloperoxydase
Le dosage de I’activité de la myéloperoxydase (MPO) est considéré comme un marqueur
de I’inflammation intestinale dans la mesure ou il refléte I'infiltration de la muqueuse par les

PNN (Okayasu et al. 1990).

5.3.Cytokines
Les cytokines les plus couramment recherchées lors de I’inflammation (TNF-a, TGF-j,
IFN-y, IL-1, IL-6, IL-4, IL-5 et IL-10) assurent la communication entre les différentes cellules
immunitaires. Par ailleurs, elles régulent la production de nombreux autres médiateurs de
I’inflammation : les EROs, le monoxyde d’azote et les prostaglandines. Elles activent des

voies de signalisation telles que NF-«B et inhibent I’apoptose (Sanchez- Munoz et al. 2008).

5.4.Facteur de transcription NF-xB

Lors de la réaction inflammatoire, les cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-18) par
leur fixation sur leurs récepteurs ont la capacité d’activer les voies de signalisation résultant
en l’activation de I'l-xB kinase (IKK) qui va ainsi phosphoryler I-kB ce qui permettra sa
dégradation par le systéme du protéasome. Les sous-unités de NF-kB ainsi libérées peuvent
gagner le noyau et assurer leur fonction de facteur de transcription (Atreya ef al., 2008). Le
facteur de transcription NF-kB est impliqué dans les phénomeénes de prolifération cellulaire,
d’angiogenese et d’inhibition de l’apoptose, ceci pouvant conduire a des phénomenes de

carcinogenese associés a I’inflammation (Naugler & Karin, 2008).
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5.5.Nitric oxyde synthase inductible
L’activation de NF-kB induit également I’expression de I’iNOS induisant une
augmentation de la production du monoxyde d’azote qui participe au phénomene du stress

oxydant et a des effets anti-apoptotiques (Aktan, 2004).

5.6.Cyclo-oxygénase-2
La cyclo-oxygénase-2 (COX-2) est exprimée a la surface des cellules épithéliales ainsi
que dans les cellules immunitaires de la lamina propria de patients atteints de MICI au cours
des périodes actives d’inflammation (Singer ef al., 1998). Cette augmentation de COX-2 lors
de l'inflammation se traduit par une augmentation du taux de PGE2, médiateur de

I’inflammation aigué (Okayama et al., 2007).

5.7.Statut stress oxydatif
5.7.1. Généralité
Le stress oxydant est défini comme un déséquilibre entre les processus biochimiques
de production des especes réactives de I’oxygeéne (ERO) et ceux qui sont responsables de leur
contrdle et ¢limination (fig.11) : les antioxydants enzymatiques et non enzymatiques (Sayre et

al., 2008; Power et al., 2010).

Les antioxydants enzymatiques sont constitués de trois enzymes : le superoxyde
dismutase SOD, la glutathion peroxydase GSH-Px et la catalase (Lehucher-Michel et al.,
2001)

Superoxyde dismutase
202.-+2H+ » H202+02

Catalase
2H202 » 2H20 +02

H202 +2GSH glutathion peroxvdase 5 H202 +2GSH

Figure 11 : Réactions enzymatiques de piégeage des especes réactives oxygénées ERO

(Halliwell, 2006)

Les antioxydants non enzymatiques sont constitué¢s de plusieurs composés capables
de réagir directement ou indirectement avec les ERO (Kohen & Nyska, 2002). On distingue
des composés endogeénes (le glutathion GSH, I’acide urique, la bilirubine et I'ubiquinol
(coenzyme Q réduit)), et des composés exogenes (vitamines C et E, polyphénols...) qui sont

principalement apportés a I’organisme par 1I’alimentation.
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5.7.2. Marqueurs
Au cours des pathologies inflammatoires intestinales, l’infiltration de la lamina
propria par les cellules inflammatoires (PNN et macrophages) provoque la libération d’une

grande quantité des médiateurs du stress oxydant (fig.12) (Kruidenier & Verspaget, 2002).

Les résultats des études menées sur les rongeurs sont plus homogenes et semblent
indiquer que la SOD, la CAT et la GPx ont une activité diminuée au cours de la colite (Oh et

al., 2006; Ashokkumar et al., 2008).

Achitei et al. (2013) ont trouvé une diminution de l'activité SOD et GPx chez les
patients atteints de MICI.

Figure 12: Production d’espéces réactives de I’oxygene et de I’azote au cours de
I’inflammation intestinale (Kruidenier ez al., 2002).

CAT, catalase ; GPx, glutathion peroxydase ; GSH, glutathion ; GSSG, glutathion dissulfide ; H,O,
peroxyde d’hydrogéne ; HOCI, acide hypochloreux ; MPO, myéloperoxydase ; NO, monoxyde
d’azote ; OH', radical hydroxyle ; O2°-, anion superoxyde ; ONOO-, peroxynitrite

Au cours de I'inflammation intestinale, les altérations oxydatives touchent I’ensemble
des macromolécules de la cellule :
L’oxydation de I’ADN se manifestant par I’augmentation du taux de 8-OH-dG dans les
urines (Baba ef al. 2009) ou par ’augmentation des altérations oxydatives de I’ADN
mesurées par le test des cometes (Jin ef al. 2008). Alors que ’oxydation des protéines se
traduit par la production des groupements carbonyles (Lih-Brody et al. 1996; Mercier et al.
2002). D’autres altérations oxydatives sont également détectées, C’est le cas du MDA issu de

I’oxydation des lipides. Ainsi certains auteurs observent une augmentation du MDA dans le

plasma de patients atteints de MC et de RCH (Alzoghaibi ez al. 2007; Baskol et al. 2008).
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5.8.Marqueurs microbiens

La diversité et la présence ou I’absence de taxons spécifiques pourraient tre utilisés
comme des biomarqueurs de pathologies ou de réponse au traitement (Bazin ez al. 2018).
Microbiologiquement on retrouve des modifications a la fois quantitatives et qualitatives de la
composition du microbiote intestinal dans les MICI (H Sokol et al. 2009; Duboc et al. 2013).

La dysbiose au cours de MICI se caractérise par une perte de la diversité des bactéries
du microbiote. On note au cours de la MC une augmentation du phylum des Bacteroidetes et
des Proteobacteria, en particulier de la famille des Enterobacteriaceae, dont Escherichia coli,
y compris E. coli adhérente invasive, qui posséde une action pro-inflammatoire (Nguyen et
al. 2014), et une diminution du phylum des Firmicutes, en particulier Faecalibacterium
prausnitzii (Sokol & Seksik, 2010 ; Gevers et al., 2014) de la famille des Clostridiaceae, qui
posséde des propriétés anti-inflammatoires (Nguyen et al. 2014). Leur effet anti-
inflammatoire est interprété par leur produit « le butyrate » (Sartor, 2008) qui maintient
I’équilibre Th17/Treg par un mécanisme épigénétique (L. Zhou et al. 2018), et provoque
ainsi I’inactivation de la voie NF-kB entrainant un blocage de la voie Thl et donc une

diminution des cytokines pro-inflammatoires.

La diminution du Lactobacillus et du Bifidobacterium (appartenant au phylum
Actinobacteria, a également été rapportée dans plusieurs travaux, qui sont connu pour leurs

effets probiotiques (Favier et al., 1997).

6. Complications a long terme : Développement de cancers

Le CRC peut étre classé en différentes catégories selon son origine. On observe des
formes héréditaires de CRC qui représentent environ 20% des cas. Les formes les plus
répandues sont les formes sporadiques (environ 80% des formes de CRC), en partie liées aux
facteurs environnementaux incluant les mutagénes de I’environnement et d’origine
alimentaire ou encore certaines souches de la flore commensale. Enfin, la troisiéme forme est
consécutive a ’inflammation intestinale (Colitis-associated cancer : CAC), elle représente 1

a 2% de I’ensemble des CRC (Kraus et al. 2009; Terzic et al. 2010).

La fixation des cytokines a leurs récepteurs des cellules épithéliales induit I’activation
des voies de signalisation oncogéniques telles qu’ Akt ou mTOR. Les facteurs de transcription
NF-kB et STAT3 ainsi que le géne COX2 jouent un rdle particuliecrement important dans

I’induction du CRC. Les cytokines principales jouant un rdle dans le développement de
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tumeurs associées a I’inflammation intestinale sont le TNF-a, I’'IL-6 et 'IL-1 (Naugler ef al.

2008 ; Kraus et al. 2009; Terzic et al. 2010; Terzic et al. 2010).

L’augmentation du stress oxydant au cours d’une inflammation persistante peut

conduire a une dysplasie suivie de carcinome (fig.13) (Goodman et al. 2004).

et de l'azote :

\
' etrégénération

H,0,,0H, O, , NO, ONOO

Epithélium normal ~=eb==s  Epithélium enflammé (" Macrophages / Neutrophiles |
Dommages épithéliaux l
|_ ' 7’4— Especes réactives de 1'oxygeéne
—

Changements épigénétiques :
Altérationde I’ADN
Méthylation

Altérations génétiques :
Mutaton, rupture de brin,
raccourcissement des télomeres

*

Dysplasie et carcinome

Figure 13: Relation schématique entre inflammation intestinale, stress oxydant et
cancérogenese (Seril ef al., 2003).

7. Stratégie thérapeutique

Les thérapeutiques indiqués dans ces pathologies sont nombreuses mais ne menent pas
a la guérison compléte des patients. L’émergence de nouvelles molécules nécessite la
compréhension des mécanismes physiopathologiques. Actuellement, les traitements curatifs

identifiés agissent sur les différentes phases de I’inflammation.

7.1.Traitements conventionnels actuels

Quatre classes médicamenteuses sont actuellement utilisées dans le traitement des MICI
les Amino-salicylés (5-ASA), les corticoides, les immunomodulateurs (thiopurine,
méthotrexate, cyclosporine) et les biothérapies (anticorps [Ac] anti-TNF-o et anti-intégrine
04p7) (Annexel, Fig.14). Toutefois, ces médicaments présentent des effets secondaires
considérables tels que 1’ostéopénie, 1’ostéoporose I’insuffisance corticotrop, I’hypertension
artérielle, une insuffisance cardiaque congestive, des atteintes démyélisantes centrales
(sclérose en plaque) ou périphériques (syndrome de Guillain Barré), lupus érythémateux...etc
(Dear et al., 2001 ; Sarzi-Puttini ez al., 2003 ; Silburn ef al., 2008; Stasi ef al., 2008 ; Singh

etal, 2011).
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Figure 14 : Place des thérapeutiques actuelles dans la physiopathologie des MICI (Nahon et
al, 2001)

7.2.Traitement symptomatiques

Ils comprennent le repos, une alimentation saine et la prise d’anti-diarrhéiques et anti-
spamodiques. On peut ajouter a cela des approches non conventionnelles telles que des
approches psychothérapeutiques afin de maitriser le stress qui peut favoriser I’apparition de

crises (Frexinos et al., 2003).
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7.3.Traitement chirurgical

L’arsenal thérapeutique reste donc limité. En effet, la moiti¢ des patients atteints de la
MC sont encore opérés d’une résection intestinale dans les 10 premicres années apres le
diagnostique de la maladie (Buisson et al., 2012), et 20% des patients atteints de RCH

subissent une colectomie au cours de leur vie (Solberg, Lygren et al. 2009).

7.4.Futures approches thérapeutiques
7.4.1. Pré- et probiotique
Des patients atteints de MC active traités avec un mélange de bactéries commensales
VSL#3® (un probiotique composé majoritairement de Streptococcus thermophilus mais
contient aussi Bifidobacterium breve, B. longum, B. infantis dans une moindre mesure et
Lactobacillus acidophilus, L. plantarum, L. casei et L. bulgaricus dans de faibles proportions)
ont une réponse thérapeutique positive, apparemment sans effet systémique indésirable

(Floch, 2003; Bibiloni ez al., 2005).

Diftérentes hypotheses (Fig.15) sont alors émises concernant leurs capacités a produire
des composants anti-bactériens, anti-adhésions, ainsi que leurs capacités a diminuer le pH de
la lumiére intestinale ou a créer une compétition vis a vis des nutriments (Imaoka et al.,
2008). Par exemple, Bifidobacterium infantis réduit la production de cytokines pro-
inflammatoires (TNF-a, IL-12 et IFN-y) en réprimant la translocation de NF-kB dans un
modele de souris KO pour le géne de I'IL-10. De la méme manicre Saccharomyces boulardii
inhibe la sécrétion de cytokines pro-inflammation en agissant sur NF-xB. VSL#3 induit la
production d’IL-10 par les cellules dendritiques isolées du sang périphérique et de la
muqueuse intestinale, et réprime la réponse Thl in vitro (Sartor, 2004; Seksik, 2007;

Stephani et al., 2011).

Production de Destruction de Exclusion Production Amélioration de la
substances récepteurs de compétitive d’acides fonction de barridre
antimicrobiennes toxines \ organiques
\\ \ Augmentation
Agents = \ de la sécrétion
pathoganes = ~—\ SR [ d'igA
Probiotiques —» <> 6 = SN\ - ‘%G :

"y

Immunorégulation

Figure 15 : Récapitulatif du mécanisme d’action des probiotiques (Chermesh and Shamir, 2009)
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Les prébiotiques permettent la croissance et la prolifération de ces bactéries et
peuvent modifier I’environnement intestinal, par exemple en acidifiant le pH colique. Les
données cliniques restent limitées mais une étude pilote chez des malades atteints de MC a
montré que l’ingestion quotidienne de FOS pendant trois semaines augmentait la
concentration de bifidobactéries fécales tout en diminuant 1’activit¢ inflammatoire de la
maladie. Les acides gras a chaine courte (acétate, propionate, butyrate) issus du métabolisme
des oligosaccharides prébiotiques sont les principaux carburants du colonocyte et ont des
effets trophiques et anti-inflammatoires sur le colon adulte (Segain, et al, 2000). Les fibres
alimentaires pourraient donc exercer un effet protecteur vis-a-vis des MICI en augmentant la

production colique de ces acides gras (Galvez ef al, 2005; Tedelind, et al, 2007).

7.4.2. Thérapie cellulaire

Les futures approches thérapeutiques devraient cibler la phase de résolution de
I’inflammation aigué. A ce jour, environ 28 essais cliniques sont en cours, incluant des
thérapies cellulaires concernant la MC luminale et la RCH. Parmi les études les plus
récemment publiés ont retrouve les approches « Ovasave », développée par la société TxCell
(lymphocytes Trl autologues) (Desreumaux ef al. 2012), «le remestemcel : Prochymal® » de
chez Osiris (CSM : cellules souches adultes mésenchymateuses) (Kurtzberg et al. 2014) qui
est en cours d'évaluation pour le traitement de la MC, et « PDA-001 » de chez Celgene
Cellular Therapeutics (cellules souches dérivées du placenta) (Mayer et al. 2013). Ces

premiers essais cliniques montrent pour le moment une bonne tolérance de ces produits.

7.4.3. Phytothérapie

Plusieurs études démontrent que les polyphénols modulent I’inflammation intestinale
par trois différents mécanismes anti-inflammatoires : @) en inhibant les enzymes
proinflammatoires telles que la cyclooxygénase (COX-2), la lipoxygénase (LOX) et I'oxyde
nitrique synthase inductible (iNOS), et en activant des récepteurs activés par les proliférateurs
de peroxysomes (peroxisome proliferators-activated receptor gamma (PPARy) (Yoon &
Baek, 2005; Boivin et al, 2007; Denis et al, 2013); b) en inhibant Iles
cytokines/chemokines, la phosphoinositide 3-kinase (PI 3-kinase), le NF-«xB, les MAP kinases
(mitogen activated protein kinases) et les JAK/STAT (Janus kinase protein/ Signal Transducer
and Activator of Transcription) (Yang et al, 2001 ; Romier et al., 2009 ; Sergent et al,

2010; Denis et al., 2013; Barnett , 2013); et ¢) en activant les mécanismes épigénétiques
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(méthylation de I’ADN/histones et activité des sirtuines) (Verma et al., 2004 ; Scarpa &
Stylianou, 2012).

Cependant, le resvératrol et la génistéine ont montré une activité stimulatrice de NF-
kB dans les cellules Caco-2 (Romier ef al. 2008), les polyphénols réduisaient la sécrétion de
modulateurs pro-inflammatoires. Le kaempférol, la génistéine et 'EGCG diminuent la
sécrétion d’IL-6 par les cellules Caco-2 (Paradkar et al. 2004). L’EGCG diminue également
la sécrétion de TNF-a, de prostaglandine E2 et de COX-2 (Porath et al. 2005).
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La phytothérapie est la médecine par les plantes, selon I’O.M.S (organisation mondial

de la santé) la phytothérapie est considérée comme medecine alternative.

Les plantes possedent des métabolites dits « secondaires » par opposition aux
métabolites primaires que sont les protéines, les glucides et les lipides, tels que les composés
phenoliques, les terpenoides et les alcaloides (Wink., 2003 ; Aharoni & Galili, 2011).

1. Polyphénols

Ce sont des métabolites secondaires des plantes (Garcia-Salas et al., 2010) élaborés
par deux voies synthétiques principales : la voie shikimate et acétate (Lugasi et al., 2003), et
caractérisés par la présence d’un ou de plusieurs cycles benzéniques portant des groupements
hydroxyles libres ou engagés avec une autre fonction: éther, ester, hétéroside (Bruneton,
2015 ; Saponjac et al., 2016).

1.1.Classification
On distingue les acides phénoliques (C6-C1 et C6-C3), les flavonoides (C6-C3-C6),
les lignanes (C6-C3-C3-C6) et les stilbenes (C6-C2-C6) (fig.16).

1.1.1. Acides phénoliques (C6-C1 ou C6-C3)

C’est un compose organique possédant au moins une fonction carboxylique et un
hydroxyle phénolique (Ignat et al., 2011), et divisés en deux classes: les dérivés de 1’acide
benzoique ou acides hydroxybenzoiques et les dérivés de 1’acide cinnamique ou acides
hydroxycinnamiques (Tab.1). Les plus courants sont I’acide cinnamique, 1’acide caféique,
I’acide férulique, 1’acide p-coumarique, et I’acide gallique qui est un élément principal de la

structure des tannins hydrolysables (Heleno et al., 2015).

Tableaul : Structure des acides phénoliques (Ksouri et al., 2012)

Acides phénoliques Structure chimique Exemples

Acides Ry

hydroxybenzoiques a N\ R1= R,=R3 =0OH : Acide gallique
R /<G.. R1=H ; R2 =OH ; R;=0CHj3; : Acide vanillique

Acides R1=OH ; R2 =H : Acide coumarique

Ry
hydroxycinnamique < 2/ A : R1=R, =OH : Acide caféique
: } \ ¢ R,;= OCHs ; R, =OH : Acide férulique
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Figure 16 : Classification des polyphénols
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1.1.1. Lignanes (C6-C3)2
IIs ont été définit comme étant les dimeéres des phénylpropanoides ou deux unités de
phénylpropane C6-C3 sont liés par leur carbone 8 (Sainvitu et al., 2012). Ces composés se
retrouvent en quantité importante dans les graines de lin et en quantités moindres dans les

légumineuses et dans les légumes (Charles & Benbrook, 2005).

1.1.2. Stilbénes (C6-C2-C6)
Ces composés sont en tres petite quantité dans I’alimentation humaine. Le plus connu
d’entre eux est le resvératrol (fig.17) (Manach et al., 2004 ; El Gharras, 2009).

HO

Figure 17 : Structure chimique du resvératrol

1.1.3. Flavonoides (C6-C3-C6)

Ces composés ont une structure de base formé de 2 noyaux benzéniques A et B reliés
par un hétérocycle oxygéné « Cycle C » (fig.18) (W- Erdman et al, 2007). lls regroupent les
4-oxoflavonoides (flavones, isoflavones, flavonols et flavanones), les anthocyanes, les
chalcones et dihydrochalcones, et les flavan-3-ols ou flavanols (catéchines et

proanthocyanidines « tanins condenseés »), (Crozier et al. 2009; Bruneton, 2015).

5 4

Figure 18: structure générique de flavonoides (Crozier et al., 2009)
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1.2. Biosynthése des polyphénols

L’origine biosynthétique des composés phénoliques des végétaux est proche, tous
dérivant de la I’acide shikimique (Fig.19). C’est souvent la voie de biosynthése des composés
aromatiques (la tyrosine et la phénylalanine). La désamination de la phénylalanine conduit a
la formation de 1’acide cinnamique qui est a I’origine de la voie des phénylpropanoides, qui
fournit en plus des principaux acides phénoliques simples, coumarines, isoflavonoides,
flavonoides, acide salicylique, des précurseurs de lignine (Bruneton, 1993 ; Macheix et al.,
2000; Macheix et al, 2005).

Phénylalanine

COOH COOH
)\NHZ -
N
O &

Acide cinnamique

COOH l COOH COOH COOH COOH
~ “NH = = % =
2
B X A
Z Y o OMe MeO” 7 “OMe
OH OH OH OH OH
Tyrosine Acide p-coumarique Acide caféique Acide férulique  Acide sinapique

Figure 19: Biosynthese des composés phénoliques le plus largement distribués par la voie de
shikimate (Crozier et al., 2006)
PAL : phénylalanine ammonia-lyase ; C4H : cinnmate 4-hydroxylase

1.3. Facteurs de variabilité de la teneur en polyphénols

Le taux de polyphénols est influencé par des facteurs externes comme le climat, la
saison, les facteurs géographiques comme I’altitude, la nature du sol, la lumiére, les
microorganismes pathogénes et les traitements appliqués par I’homme, et des facteurs
génétiques (Fleuriet & Macheix, 2003 ; Dinelli et al., 2006 ; Gori et al, 2020).

Il varie également en fonction du stade physiologique. Chaque groupe de composés
phénoliques peut évoluer au cours de la croissance selon une cinétique qui lui est propre

(Macheix et al., 2005).
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1.4.Métabolisme & Biodisponibilité des polyphénols

Les polyphénols ingérés peuvent pénetrer dans les tissus et organes, en particulier au
niveau des lieux de métabolisation comme l'intestin et le foie. La biodisponibilité des
polyphénols dépend de trois facteurs essentiels : la capacité de transport a travers la bordure
en brosse des entérocytes, I’intensité¢ de la sécrétion intestinale des polyphénols conjugués

vers le sang et la capacité de la sécrétion biliaire.

En effet, les polyphénols peuvent étre absorbés par I’intestin dans leur forme aglycone
ou encore étre conjugués par méthylation, sulfatation ou glucuronidation (Manach et al.,
2006). Une partie de ces polyphénols est déversée dans le sang apres leur transformation
tandis qu’une autre est destinée a poursuivre le transit vers le gréle et le célon (Fig.20). Les
métabolites hautement conjugués, destinée finalement aux différents tissus, pourrait résulter
en un effet biologique potentiel ou étre éliminée dans les urines. Cependant, les petits
conjugués pourraient étre déversés dans I’intestin via la bile et y étre hydrolysés par les f-
glucuronidases de la flore colique libérant ainsi de nouveaux aglycones qui peuvent étre
réabsorbées au niveau de la muqueuse colique établissant ainsi un cycle entéro-hépatique. Ce
recyclage permettrait de maintenir une concentration de polyphénols non négligeable dans le
sang (Gee et al, 1998; Crespy et al., 2003 ; Manach et al., 2004 ; Crozier et al, 2009; Del et
al, 2010).
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Figure 20 : Métabolisme intestinal des polyphénols chez I’humain (Scalbert et al., 2000)
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1.5.  Activités biologiques des polyphénols

Les polyphénols ont une multitude d’activités biologiques dépendant de leur structure
chimique (Tab.2): Antioxydante (Belmimoun et al, 2016), antibactérienne (Belmimoun et al,
2016 ; Side Larbi et al, 2016), antifongique (Belmimoun et al, 2020), et anti-inflammatoire
(Brezani et al, 2018 ; Lagana et al, 2019).

» antioxydante : soit par un transfert d’électron, un transfert de proton ou la chélation des
ions métalliques (fig.21) (Leopoldin et al, 2011).

» antimicrobienne : peut étre lié a I'inhibition des enzymes hydrolytiques (les protéases
et les carbohydrolases) ou d'autres interactions pour inactiver les adhesines
microbiens, les protéines de transport et d'enveloppe cellulaire (Cowan, 1999 ;
Kumar & Pandey, 2013).

» anti-inflammatoire : par plusieurs mécanismes ; I’inhibition la cycloxygénase et la
lipoxygénase (les 02 enzymes sont responsable sur le métabolisme de 1’acide
arachidonique en prostaglandines et leucotriénes, pour induire les phénomenes
inflammatoires), effet sur la production et la libération de cytokines liées a
I'inflammation et la production d'oxyde nitrique, et l'effet sur I'inhibition de la
libération d'enzymes et de médiateurs a partir des neutrophiles, des cellules mastocytes
et les macrophages (Rathee et al, 2009 ; Brezani et al, 2018).

> anticancéreuse : elle est assurée par l'intervention de plusieurs mécanismes : piégeage
des radicaux libres, I’inhibition du métabolisme d'acide arachidonique, la formation
d'un complexe inactif avec le carcinogene (Hertog, 1996), la prévention de I'activation
des métabolites carcinogénes, I’inhibition de la prolifération des cellules cancéreuses,
I’arrét du cycle cellulaire des cellules cancéreuses, I’induction de l'apoptose, et/ou
I’inhibition des processus d'angiogénése (Ren et al, 2003).

> autres activités : antidiabétique (Singh et al, 2014), effets protecteurs dans plusieurs
pathologies telle que les maladies cardiovasculaires, les troubles neurologiques, etc.
(Brunetti et al, 2013; Baskar et al, 2018 ; Fraga et al, 2019).
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Tableau 02 : Activités biologiques de quelques composés phénoliques

o
a4

Composé phénolique Activité Référence
Flavonoides epigallocatechin gallate antimicrobienne (Evensen & Braun,
(EGCQG), 2009 ; Ning et al,
2015)
Quercétine, apigénine, antivirale (Tapas et al, 2008)
catéchine et hesperédine ;
baicalein, quercetin, (Cotin et al, 2012)
quercetagetin et naringenin
Quercétine, kaempférol, anti-inflammatoire (Tapas et al, 2008) ;
myrecétine ; (Elgorashi &
Epigallocatéchine, McGaw, 2019)
gallocatéchine
lutéoline, quercétine, anticancéreuse (Brusselmans et al,
kaempférol, apigenine, 2005)
taxifoline, épigallocatéchine-3-
gallate
Tanins galliques et catéchiques Antioxydante (Macheix et al.,
2005).
Acides cinnamiques Antifongique (Lattanzio et al.,,
Phénoliques et benzoiques Antioxydante 2001),
(Bouayed et al.,
2008) ;
acide ellagique antivirale (Park et al, 2014)

Transfert de proton (HAT)

M=
Chélation des ions métaux de transition Hﬁ"'
OH HO

OH

OH o OH
o e —— OO

OH

OH

OH O H O ’i
Rt

S o

Figure2l : Mécanismes antioxydante des polyphénols (Leopoldin et al, 2011).
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2. Huiles essentielles
L’Association Frangaise de Normalisation (AFNOR, 2000), a défini les huiles
essentielles comme étant : des produits obtenus soit a partir de matiéres premieres naturelles
par distillation a ['eau ou a la vapeur d’eau, soit a partir des fruits de Citrus par des
procédés mécaniques et qui sont séparés de la phase aqueuse par des procédes physiques.
Leur densité est en général inférieure a celle de I’eau. Elles ont un indice de réfraction

élevé et la plupart dévient la lumiére polarisée (Baser & Buchbauer, 2010).

2.1. Localisation des HE

Les huiles essentielles n’existent que chez les végétaux supérieurs. Elles sont produites
dans le cytoplasme des cellules sécrétrices et s’accumulent en général dans des cellules
glandulaires spécialisées, souvent situées sur ou a proximité de la surface des tissus de plantes

et recouvertes d’une cuticule.

Elles sont stockées dans des cellules sécrétrices (Lauraceae, Zingiberaceae), dans des
poils sécréteurs (Lamiaceae), dans des poches sécrétrices (Myrtaceae, Rutaceae) ou dans des
canaux sécréteurs (Apiacieae, Asteraceae) (Bruneton, 1993).

L’accumulation des HEs peut étre dans toutes les parties de la plante: les fleurs
(bergamotier, rose,...), les feuilles (eucalyptus, laurier,...), les racines (vétiver), les rhizomes
(gingembre, curcuma,...), les fruits (badiane,...), le bois (bois de rose, santal,...) ou les
graines (ambrette, muscade,...) (Bruneton, 1999 ; Anton & Lobstein, 2005; Oussala et al.,
2006).

2.2. Biosynthése et Chimie des HE

Les huiles essentielles peuvent contenir une centaine de composées différentes,
appartenant a deux groupes : les terpénoides dérivant de la voie de mevalonate ou pyruvate
via le précurseur isopentenyl pyrophosphate (IPP), et les phénylpropanoides dérivant de la
voie de shikimate (Clarkf, 2008) :

Les terpénoides : lls proviennent de I’isopréne répondant a la formule générale (CSHS) n, les
terpénoides sont classés en : monoterpénoides (C10), sesquiterpénoides (C15) et moins
fréguemment les diterpénes (C20), les triterpenes (C 30) et les tétraterpénes (C40)
(Calsamiglia et al, 2007; Benchaar et al, 2008 ; Baser & Buchbauer, 2010).

Les phénylpropanoides : Ces constituants dérivent majoritairement de la phénylalanine.

-
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Ils sont généralement caractérisés par la présence d’un groupement hydroxyle fixé a un cycle
phényle, et constitués d’une chaine carbonée liée a un noyau aromatique a six carbones. Les

phenylpropanoides sont moins répondu dans I’HE que les terpenes (Sangwan et al, 2001).

2.3. Méthode d’extraction

L’hydrodistillation est la méthode la plus ancienne et la plus utilisée ou le matériel
végétal a extraire est en contact direct avec I'eau en ébullition. La chaleur permet 1’éclatement
des cellules végétales et la libération des molécules odorantes qui y sont contenues. Les
vapeurs sont condensées dans un réfrigérant et les huiles essentielles se séparent de 1’eau par
différence de densité (Bruneton, 1999; Baser & Buchbauer, 2010). L’entrainement a la
vapeur d’eau ne met pas en contact direct I’eau et la matieére végétale a traiter. La vapeur
endommage la structure des cellules végétales et libere ainsi les huiles volatiles qui sont
ensuite entrainées vers le réfrigérant, condensées puis décantées dans 1’essencier, avant d’étre
séparées en une phase aqueuse (HA) et une phase organique (HE). (Pharmacopée
Européenne, 2007 ; Boukhatem et al., 2019).

Cependant les composés volatiles sont connus comme étant thermosensibles et
vulnérables aux réactions chimiques (Boukhatem et al., 2019). Des techniques plus récentes,
d’un emploi trés limité, comme celles assistées par micro-ondes, aux ultrasons ou encore les
fluides subcritiques ou supercritiques, ’expression a froid, etc. (Gavahian et al, 2015;
Chemat et al., 2015; Mohammadhosseini et al, 2015, Ferhat et al, 2018).

2.4. Variabilité de la composition chimique des huiles essentielles

Il existe beaucoup de facteurs externes pouvant influencer la composition chimique de
I'nuile essentielle tels que le climat spécifique aux régions de provenance des échantillons (la
température et ’humidité), le saison, les facteurs géographiques comme 1’altitude, la nature

du sol (Brada et al., 2007 ; Soni et al, 2015).

Les facteurs intrinséques regroupent le chimiotype (Anton & Lobstein, 2005), le
cycle de la plante dont les poussées de biosynthése engendrent une accumulation plus ou
moins importante de certains constituants des chaines métaboliques au cours de la période de
récolte (des saisons, des mois, voire des journees). Les diverses parties d'une méme plante
(Fleur, feuille, tige, écorce, racine, etc.) peuvent produire des essences différentes (Sallé, 2004
; Simonet et al., 2006; Moller, 2008).

L 4
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Il est @ mentionner que d'autres facteurs comme les procédés d’extraction, 1’état du
matériel végetal (Smallfield, 2001; Cicile, 2002) et les conditions de stockage, influent sur
la qualité et la composition chimique des huiles essentielles, et par conséquent leurs pouvoirs

thérapeutiques.

2.5. Toxicité des HEs

Les effets toxiques d’une huile essentielle varient considérablement selon sa nature
(Traoré, 2006). En régle générale, les huiles essentielles ont une toxicité aigué par voie orale
faible ou tres faible: une DL50 comprise entre 2 et 5 g/kg pour la majorité des huiles
couramment utilisées: anis, eucalyptus, girofle....ou le plus fréquemment supérieure a 5 g/kg
(camomille, citronnelle, lavande, marjolaine, vétiver, etc.). Tandis que la toxicité chronique

est assez mal connue (Bruneton, 1999 ; Benzeggouta, 2005).

2.6. Activités biologiques

Plusieurs activités sont attribuées aux huiles essentielles: cholérétique, cicatrisante,
neurosédative, spasmolytique, digestive, stomachique (Bruneton ,1999), antimicrobienne
(fig.22) (Burt, 2004 ; Side Larbi et al, 2016; 2020), antiinflammatoire (Kerbouche et al,
2015 ; Belkhodja et al, 2016) , désinfectante du systeme respiratoire (Inouye et al, 2001),
antioxydante (Dorma et al, 2000 ; Belmimoun et al, 2016), acidifiante, tonicardiaque,
oxydante des déchets du métabolisme, fluidifiante du sang, antivenimeuse, antispasmodique,
pour la conservation tissulaire (embaumement vivant), pouvoir de protéolyse rapide, sédation
épidermique locale, revitalisation par oxygénation et défloculation du sang (Bernadet, 2000).
Ce sont les terpenes, parmi les constituants chimiques, qui sont responsables de ces vertus et
par conséquent, usages médicinaux des plantes aromatiques et meédicinales (Dorman and
Deans, 2000).

Coagulation du cytoplasme

\ ; - S N Force promoince
. . -
o -

Relarguage N
[ / des éléments
[ | cytoplasnugues

| (| métabolites ! ]

et 1ons )

p—

+ > - < =
-~

Pnrn? UALLA '.W(—'YTT' . 4 Membrane
cellulaire ALCLASTALLL LALARLY cytoplasnuque

Protéines
membranaires

Figure 22: Sites d’action des huiles essentielles sur la cellule bactérienne (Burt, 2004).
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1. Teucrium polium L.

La région méditerranéenne d’une maniere générale et I’ Algérie en particulier, avec son
climat doux et ensoleillé est particuliérement favorable a la culture des plantes aromatiques et
médicinales.

La famille des Lamiacée est I’une des plus répandues dans le régne végétal. Un tres
grand nombre de genre de la famille des Lamiacée sont des sources riches en terpénoides,

flavonoides, iridiodes glycosylés et composes phénoliques (Naghibi et al., 2005).

Le genre Teucrium fait partir des genres les plus importants de la famille des
Lamiacées, est réparti en 340 espéces et variétés environs. D'un point de vue taxonomique,
elles sont identifiables grace a la forme du calice et inflorescence (Velasco-Negueruela &
Perez-Alonso, 1990 ; Grubesic et al., 2007). Le genre Teucrium est présent en Algérie avec
22 espece et 12 sous espece (Quezel & Santa, 1963 ; Fertout-Mouri et al, 2016).

1.1.Noms vernaculaires
Différents noms sont donnes a 1’espece en fonction de la population et du lieu ou on la
trouve. Les plus connus sont ; khayata, j‘ada , Katabet ledjrah (Arabe), hamzoucha, hamria,
djertil, , Mezougach, Takmazzut (targui ou berbére), Jeada (Jordan), germandrée tomenteuse
(Francgais), Germander (Anglais), poliot (Italien) Poleo montano (Nom en espagnol ) (Autore
etal., 1984; Tariq et al., 1989; Krache, 2009; Wamidh & Adel, 2010).

1.2.Systématique
Selon Autore et al., (1984), Teucrium polium L, est classée comme suit :

Tableau 3: Représentation schématique & Classification botanique de Teucrium polium L.

Embranchement : Spermatophytes (plantes a graine)

Sous Angiospermes (Magnoliophyta : plantes a
embranchement : fleur)

Classe : Dicotylédones (Magnoliopsida)

Sous classe : Asteridae

Ordre : Lamiales

Famille Lamiacées

Genre : Teucrium

Espéce : Teucrium polium L.

v
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1.3. Description botanique et répartition géographique

Teucrium polium est une espece trés variable ; de nombreuses sous espéces ont éeté
décrites dont certaines sont parfois érigées au rang d'espéce. C’est une plante herbacée vivace
a odeur poivrée par frottement, fortement révolutées sur les marges. Les tiges sont de 10-30
cm de hauteur, blanches-tomenteuses portant des feuilles opposées sessiles, linéaires-
lancéolées ou oblongues, en coin et entieres a la base et a dents arrondies en haut. Ces
feuilles, blanches tomenteuses sur les deux faces ont les bords enroulés. Les fleurs forment
des inflorescences compactes globuleuses ou ovoides serrées. Le calice briévement
tomenteux, & des dents courtes, la supérieure obtuse ; Corolle a levre supérieure tronquée et a
lobes supérieurs pubescents (Quezel et Santa, 1963; Boulard, 2003 ; Naghibi et al., 2005).

La Germandrée tomenteuse est originaire du sud-ouest d’Asie, d’Europe et d’Afrique
du nord (abandonnément trouvée dans le secteur Irano-Turanien principalement
méditerranéen et occidental). Elle pousse dans les pelouses arides, les rocailles de basse

altitude, collines et les déserts arides (Abdollahi et al., 2003 ; Hasani et al., 2007)

1.4.Utilisations en médecine traditionnelle

En médecine traditionnelle, T. polium est employée pendant plus de 2000 années
comme diurétique, inotropique et chronotropique, tonique, antipyrétique, cholagogue et
anorexiques (Khleifat et al., 2001 ; Niazmand et al.,2008), hypoglycémiant (Esrnaeili
&Yazdanparast, 2004), analgésique, antispasmodique et hypolipidémique. Cette plante peut
avoir quelques intéréts d’ordre cliniques: cas de désordres stomacaux et gastrointestinaux tels
que la colite et soulager ces douleurs (emploi folklorigue), elle est utilisée également dans les
bronchites chroniques (Abdollahi et al., 2003 ; Boulard, 2003 ; Dehghani et al., 2005 ;
Kaileh et al., 2007 ; Rajabalian, 2008).

1.5.Données phytochimiques de la plante
Les études phytochimiques sur les especes de T. polium ont montré la présence de
divers composés bioactifs qui sont principalement les flavonoides et les diterpenoides
néoclérodanes, particulierement les furano néoclérodanes (Bahramikia & Yazdanparast,
2012 ; 1. Bozov & N. Penchev, 2019).

Plusieurs chercheurs ont évalué la composition chimique de T. polium développée
dans différents secteurs géographiques. La plupart de ces etudes ont indiqué la présence de
plusieurs composés incluant principalement les polyphénols (Stefkov et al., 2009; Djabou et

al., 2012), des saponines (Hassan et al, 2007), tannins et alcaloides (Shakhanbeh &

*
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Atrouce, 2001; Parsaee & Shafiee-Nick, 2006), les diterpénoides avec un squelette
neoclerodane, avec plus de 220 diterpenes (Piozzi et al., 2005), les huiles essentielles
principalement monoterpéniques/ sesquiterpénes hydrocarbures et sesquiterpénes oxygénés
(Cozzani et al., 2005; Kabouche et al., 2007; Belmekki et al., 2013; Elmasri et al., 2014),
les glycosides phenylethanoides tels que verbascoside, poliumoside et la vandulifolioside
(Proestos et al., 2004; Parsaee & Shafiee-Nick, 2006), les glycosides de flavones avec
aglycones tres méthylés (Sharififar et al., 2009).

Les flavonoides qui ont été isolés incluent luteoline, apigenine, diosmetine,
cirsimaritine, cirsilole, cirsilineol  (Stefkov et al, 2009), 5-hydroxy-6,7,3’,4’
tétramethoxyflavone, salvigenine, apigenine 5 galloylglucoside, apigenine-7-glucoside,

vicenine, luteoline-7-glucoside (Hasani et al., 2007).

1.6.Données pharmacologiques et biologiques

Teucrium polium L. possede un large spectre d'effets pharmacologiques (Khazaei et
al, 2018), notamment antioxydants (El Atki et al, 2019; 2020), hépatoprotecteurs
(Shtukmaster et al., 2010), hypolipidémiques (Stefkov et al., 2011), antihypertensifs
(Niazmand et al., 2011), neuroprotecteurs (Schroder et al., 2013), antirhumatoide (Tariq et
al., 1989), antiviraux (Alreshidi et al 2020), antibactériens (Belmekki et al., 2013;
Boukhebti et al, 2019 ) et antifongiques (Bahramikia et Yazdanparast, 2012) , cicatrisants
(Chabane et al, 2020 ), antispasmodiques , anti-nociceptifs et anti-inflammatoires
(Abdollahi et al., 2003 ; Kaileh et al., 2007 ; Menichini et al., 2009 ; Kerbouche et al,
2015), antidiabetiques (Asghari et al, 2021), anticancéreux (Hashem-Dabaghian et al, 2020;
Al-Hamwi et al, 2021).

1.7.Données toxicologiques

Il a montré expérimentalement que la nécrose hépatique (Shivakumar & Geoffrey,
2008; Fiorentino et al., 2011) peut étre provoquée par un extrait de germandrée enrichi en
diterpenes (Kabouche et al., 2007), le cytochrome P450 active les furano néoclérodanes de la
germandrée tomenteuse en époxydes toxiques qui peuvent étre neutralisés par conjugaison
avec le glutathion ; en cas contraire, les époxydes provoquent une déplétion en glutathion et
thioprotéines, interagissent avec les protéines hépatiques et provoque 1’apoptose de cellules
hépatiques (Mattéi et al., 1995 ; Mazokopakis et al., 2004; Stickel et al., 2005).

*
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2. Punica granatum L.

2.1.  Nomenclature

La nomenclature est purement locale. Plusieurs régions donnent leurs noms aux
variétés cultivées. Des récentes investigations ont identifié plus de 60 écotypes nommeés
principalement en fonction de leurs origines géographiques ainsi que la couleur des fruits
(Jbir et al, 2008).

En Algérie, il existe de nombreuses variétés de grenades, de qualités trés différentes
(Espagne rouge, Corda travita, Moller huesso, Mellisse, Gajin, Sefri, Zemdautomne, Sulfani,
Spanish duoy, Chelfi, Doux de kolea, Messaad ...) (INRAA, 2006)

Les plus connus sont ; Romane (Arabe), pomegranate (Anglais), grenadier (Frangais),

Melograno (Italien), Granado (espagnol).

2.2.  Systématique
Le grenadier, P. granatum, a été décrit par Linné et introduit dans sa classification en 1753 :

Tableau 4 : Classification botanique de Punica granatum L.

Embranchement: Spermaphytes
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Myrtales
Famille : Punicaceae
Genre : Punica

Espeére : P. granatum L.

o
v
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Figure 23: Fleurs et fruits du Grenadier Flora von Deutschland and Schweiz. 1885)

2.3.  Description botanique

Le Grenadier est un petit arbuste des régions méditerranéennes, abondant en Afrique
du nord, qui peut atteindre 6 m de haut. Il peut vivre jusqu'a 200 ans. Les branches sont
angulaires, le feuillage est caduque. Les feuilles épineuses glabres sont opposées, de forme

ovale a oblongue et de 2 a 8 cm de long sur 2 cm de large.

Le pétiole est court, ses fleurs rouge vif mesurent 3 cm de diametre a 5-7 pétales et son
fruit « le grenade», une baie cortiquée arrondie surmontée des dents du calice le rendent
facilement identifiable, contient en moyenne 600 graines pulpeuses. Les fruits sphériques sont
couronnes par les sépales persistants et ont la taille d'une orange (6-8 cm de diametre). La
floraison a lieu en fin d'été et la fructification en septembre et octobre. (Bruneton, 1999 ;
Quezel & Santa, 1963 ; Bridel et aL, 2004 ; Roth & Lindorf, 2013).

2.4. Répartition géographique

Ce fruit est originaire d’Iran et d’Afghanistan, ou le grenadier croit de fagon spontanée
depuis plus de 4000 ans. Aujourd’hui sa culture s’étend a tout le bassin Mediterranéen, a la
Chine, I'Inde, et au sud-ouest américain (Californie et Mexique) (Levin, 1994).

Dans le monde, les principaux exportateurs de grenade sont I'Inde, I'Egypte, la
Turquie, avec respectivement 21,2%, 14,3% et 14,2%, ou le Pérou se situe a la huitieme place

avec 3% des exportations mondiales (Records, 2019 ; Nizama-Chapofan et al, 2020).

v
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2.5.  Utilisations en médecine traditionnelle

P. granatum L. est utilisé traditionnellement pour traiter les maladies gastro-
intestinales, la dysenterie, la diarrhée, les coliques, les aphtes oraux, les hémorragies, l'ulcére
et le diabéte. Elles sont connues aussi pour leurs propriétés antiparasitaires, astringentes et
anthelminthiques (écorce, épicarpe) (Naovi et al, 1991 ; Mahmoud et al, 1994 ; Kirthikar &
Basu, 2000; Vidai et al., 2003 ; Saxena & Vikram 2004 ; 1Afaq et al., 2005 ; Sudheesh &
Vijayaiakshmi, 2005).

2.6.  Données phytochimiques

L'étude phytochimique de Punica granatum L. révele sa richesse en polyphénols
(tanins, flavonoides, anthocyanes ...), ainsi que la présence des alcaloides, des sucres, des
acides organiques, des acides aminés, des stéroides, des sels minéraux et des vitamines selon
la partie de la plante (Fig.24) (Gil et al., 2000 ; Lansky et Newman, 2007 ; Syed et al.,
2007, Nizama-Chapofian et al, 2020 ; Kandylis & Kokkinomagoulos, 2020.). Cependant,
les teneurs de ces constituants dépendent de la variété, la saison, le stade de maturité, le lieu
géographique et les conditions de culture (Gil et al., 2000; Kulkarni and Aradhya 2005;
Mirdehghan and Rahemi 2007; Schwartz et al. 2009).

Grenade

Extrait de feuilles Extrait de fleures Peau Jus Pépins
ﬁ
- po - -
Tannins: Polypnhenols: Phenols Phanols Acicos gras
- Punicaline -Acide gallique Flavonoides Flavonoides Acide linoléigue
s Pedunculaga -Acide vlagigue Elagitanning Polyphenols - Acide inolénique
- Acide gallagique Proanthocyanidines Tonning Acido puniciquo
- Acide ellagique Triterpénes Polysaccharides Anthocyanes - Aclde Stearique
- Oleanolique complexes Vitamines (€, E) Acide palmitique
Flavonoides ursolique Acide Lipoique ~Aclde
[ Maslinique Fleostéarique
«Acide asiatique - «Acide catalpique
Phytostérols
Polyphénols
L ) Isoflavones

Figure 24 : Principaux constituants des différentes parties de la grenade (Al-Muammar &
Khan, 2012)
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2.7.  Données pharmacologiques et biologiques

Les propriétés thérapeutiques potentielles du grenadier sont trés variées (Fig.25)
(Shaygannia et al, 2016 ; Melgarejo-Sanchez et al, 2021).

Plusieurs parties de Punica granatum ont été étudiées expérimentalement afin de
confirmer les activités biologiques provoquées traditionnellement par cette plante:
antioxydante (Kumar et al, 2020; Kachkoul et al., 2020), antimicrobienne (Swamy et al,
2011 ; Chen et al, 2020), cicartrisante (Celiksoy et al, 2020 ), anti-ulcere (Ajaikumar et al,
2005), antidiabétique (Gharib & Kouhsari, 2019 ; Jandari et al, 2020), et anti-
inflammatoire (Gonzalez-Sarrias et al., 2018 ; Pfohl et al, 2020). Quelques études ont
montré le role préventif de la grenade, notamment dans le développement de 1’ostéoarthrite
(Hadipour-Jahromy &Mozaffari-Kermani, 2010; Shivnath et al., 2020).

P. granatum et ses dérivés (jus, huile de pépins, extrait, tannins, punicalagine, acide

punicique) sont susceptibles d’inhiber de la voie NFkB (Ismail et al., 2012).

Plusieurs études ont montré I'activité anticancéreuse d’extraits de grenade (Thomas et
al., 2014 ; Valdés et al., 2017; M. Yusefi et al, 2020 ), s’expliqguant notamment par des

mécanismes antioxydants et anti-inflammatoires.
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Figure 25: Effets bénéfiques de grenade (Saleh et al, 2017)
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2.8.  Données toxicologiques

Un régime enrichi en punicalagine 6% a administré chez les rats Sprague-Dawley
pendant une période de 37j, aucune différence significative n’a été observée lors des analyses
de sang sauf les valeurs de I'urée et les triglycérides sont restés faibles durant toute
I’expérience et I’analyse histopathologique du foie et des reins a confirmé 1’absence de
toxicité (Cerda et al, 2003). Patel et al (2008) a trouvé que 1’administration orale de
punicalagine a hauteur de 180 mg/kg/jour, pendant 90 jours, chez le rat est sans effet toxique

observable.

D’autres études in vivo de toxicité ont montré que la dose maximale d’huile de pépins
ingérée depourvue d’effet toxique observable est de 5% d’huile soit 4,3 g PSO/kg/jours
(Meerts et al. 2009; Yuan et al. 2009).

.
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1.

Objectifs de I'étude

L'intérét porté aux plantes médicinales comme sources naturelles de nombreux

principes actifs, a sensiblement augmenté au cours des 20 derniéres années. Le présent travail

s'oriente vers I'étude des composés phénoliques et huiles essentielles potentiellement actives

dans quelques plantes médicinales de la région de Mascara.

L’objectif recherché, est une contribution a élargir le spectre des biomolécules actifs,

pouvant devenir des substituts de drogues synthétique. Selon la figure 26, I’étude porte sur :

v

<

Extraction des composés phénoliques et huiles essentielles de quelques plantes
endémiques a caractere médicinal du Nord Oust Algérien (Mascara) ;

Etude de I’évolution du contenu phénoligue et huiles essentielles de la plante Teucrium
polium L. et du fruit Punica granatum L. durant les différents stades de développement ;
Evaluation des activités biologiques in vitro (application biologique) ;

Evaluation de la toxicité des extraits sélectionnés sur des rats Wistar ;

Evaluation in vivo de l’activité anti-inflammatoire intestinale des extraits sélectionnés.

Matériel végetal : récolté dans différents stades de maturation

Extraction les substances bioactives

Etude phytochimique : analyse qualitative et quantitative

Application biologique in vitro: activité antioxydante

[—

Sélection des extraits ayant une activité antioxydante

Test de toxicité (in vivo)

Activité anti-inflammatoire intestinale in vivo

Figure 26: Représentation schématique des protocoles expérimentaux réalisés dans cette
étude

.
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Sur une période de 04 ans entre 2016 et 2019, ce travail de cette thése a été realiseé au
niveau du laboratoire de recherche de Bioconversion, Génie Microbiologique et Sécurité
Sanitaire a 1’université de Mascara, dans le laboratoire REM & [’université San Antonio de
Murcia (Espagne) et dans la ferme expérimentale de la Faculté des Sciences de la Nature et de

la Vie — Université de Mascara.

2. Matériels biologiques
2.1.Matériel végétal
La revue bibliographique et les résultats de 1’enquéte pharmacologique auprés d’une

population, nous ont permis de sélectionner 02 plantes médicinales Teucrium polium L. et
Punica granatum L. récoltées de la région de Mascara. Le choix de ces plantes a été basé sur :

e L’utilisation traditionnelle dans le traitement des inflammations intestinales.

e Le manque d’étude sur les polyphenols et les huiles essentielles extrait a partir les

plantes sélectionnées (valorisation des plantes médicinales de la région de Mascara).

e Ladisponibilité de la plante.

Les fruits du grenadier Punica granatum L. (02 variétés) ont été récoltés aux mois de
Aot (Stadel : immature) et Septembre - Octobre (Stade2 : mature) 2015 selon leurs stades de
maturation (Tab.5). Les fruits sont d’abord lavés avec 1’eau distillée puis les graines et les
écorces ont été séparées manuellement a partir des fruits entiers, puis séchées (les écorces
sont séchées au soleil et les graines sont séchées dans 1’étuve a 40°C) et broyées entierement a

I’aide d’un broyeur Moulinex pour les faire passer a travers un tamis de 1.0 mm.

La plante Teucrium polium L. a été récolté aux 02 périodes : végétative (Janvier -
Février 2015) et période de floraison (Mai — Aout 2015) (Tab.5). La partie aérienne a été
séchées a 1‘'ombre pendant une semaine sur une plaque en bois, a 1‘abri de 1°humidité et de la
lumiere et a température ambiante. La masse végétale séchée est ensuite réduite en poudre

fine et bien conservée jusqu'a son utilisation.

Les spécimens ont été identifiés par les botanistes du département de biologie, de

I’universit¢ Mustapha Stambouli de Mascara.

*

.
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Tableau 5 : les stations de récolte des plantes étudiées

o
)4

B F

Non Scientifique | Teucrium polium L. (F. | Punica granatum L. (F. Punicaceae)

Lamiaceae)
Station de récolte | EI Mamounia (Altitude: 658 m; | variété B : Bouhanifia (altitude: 237
Latitude: 35° 25" 29”7 N;|m, Latitude: 35°18’'58" N,
Longitude: 0° 8' 26" E) Longitude: 0° 02’ 54" W)
variété F : Ain Fras (altitude: 371 m,
Latitude: 35° 11’'25" N, Longitude:
0°09'09” W (altitude: 371 m,
Latitude: 35° 11’'25" N, Longitude:
0°09'09” W)
Partie utilisée Partie aérienne (feuilles et tige) Fruit (écorce et graines)

2.2.Modele animal

Notre étude a été realisée sur les rats albinos Wistar « Rattus norvegicus » des deux
sexes, pesant entre 180-200 g (pour les essais de la toxicité) et 250-300 g (pour les essais de
I’anti-inflammation intestinale). Un élevage est effectué¢ dans 1’animalerie de la Faculté des
Sciences de la Nature et de la Vie — Université Mustapha Stambouli de Mascara. Ils sont
hébergés dans des cages en plastique transparent contenant d’eau du robinet et de nourriture
standard (EL AALFE) ad libitum. La litiere est renouvelée trois fois par semaine. Les
animaux sont maintenus dans les conditions favorables d’élevage (12h + 1 h cycle de
lumiere, température 22 + 3°C, humidité 50 + 10%), selon les conseils généraux pour

I’utilisation des animaux de laboratoire (Council of European Communities, 1989).

Notre étude in vivo est réalisée sur la base de I'OMS (2000); les lignes directrices de
recherche pour évaluer l'innocuité et I'efficacité des plantes medicinales, et avec respect du

bien-étre des animaux.
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3. Données bioclimatiques

La figure suivante représente les données bioclimatiques de la région de Mascara
d’aprés I’office national de la météorologie (O.N.M.) (2006-2015)

90,0
80,0 +— L
70,0

S0 | B A A
40,0 ‘.\J \\ /./ ——T(C)

30,0
20,0 \ —&—P(mm)
10,0 - HR

0.0 | | | | | \-/i

Figure 27: Données bioclimatiques de la région de Mascara durant la période 2006-2015
T (°C) : température, P (mm) : précipitation, HR (%) : humidité relative

4. Screening phytochimique

Il englobe une série de méthodes colorimétriques qui permettent de détecter de fagon
qualitative les métabolites secondaires (Alcaloides, polyphénols, flavonoides, tanins,
saponosides, stéroides et terpénes) dans la plante a partir de sa poudre ou de 1’infusé. Les tests
de caractérisation sont basés sur des réactions de précipitation et la formation de complexes

insolubles et colorés (annexe 2).

o
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I.  Etude phytochimique

5. Extraction des principes actifs
5.1.Huiles essentielles
5.1.1. Extraction

Les échantillons d'huiles essentielles, distillées a partir des tiges et feuilles ont été
obtenus a partir de la plante Teucrium polium L. récoltée a stade végétative et a stade de
floraison. La technique d’extraction des huiles essentielles (HES) utilisée dans cette étude est
I’hydro-distillation. Celle-ci a été réalisée a partir de 60 g de la plante fraiche, a 1’aide d’un
extracteur de type clevenger (Pharmacopée Européenne, 2004) pendant trois heures. Les
extraits volatils recueillis par décantation a la fin de la distillation ont ensuite été séchés a
I’aide de sulfate de sodium anhydre (Na,SO,), puis conservés dans des flacons teintés afin de

limiter les effets éventuels de la lumiére.

Le rendement en huile essentielle est calculé par la formule suivante:

R =100m/mgq

Tels que:
R: est le rendement en %, m: est la masse de I'huile essentielle, mo: est la masse de la plante

séchée.

5.1.2. Analyse de la composition chimique des HE : CPG-SM

Afin de déterminer leur composition chimique, les huiles essentielles extraites ont été
analysées par Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG couplée a la spectrométrie de masse
(SM), dans le laboratoire REM a I’université San Antonio de Murcia (Espagne).

La CPG-SM a été réalisée sur un chromatographe Shimadzu QP2010 couplé a un
spectrométre de masse. La fragmentation est effectuée par impact électronique a 70 eV. La
colonne utilisée est une capillaire de type HP-5SM (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). La
température de la colonne est programmeée a raison d’une monté de 2°C / min de 60 a 250 °C
pendant 5.0 min. Le gaz vecteur utilisé est I’hélium dont le débit est fixé a 1,13 mL / min. Le
mode d’injection est split. L’appareil est géré par un systéme informatique muni d’une

bibliotheque de spectre de masse NIST.

o
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5.1.3. Caractéristiques physico-chimiques
a) Propriétés organoleptiques de I’huile essentielle

Les différentes caractéristiques organoleptiques (aspect, couleur, odeur) ont été notées.

b) Mesure des indices chimiques (AFNOR., 2000)
v Détermination de Uindice d’acide (NF 1SO 1242 : 1999 (T 75-103))
C’est le nombre de mg de KOH nécessaire a la neutralisation des acides libres
contenus dans 1.0 g d’HE. Les acides libres sont neutralisés par une solution EtOH titrée de
KOH.

v’ Détermination de Uindice d’ester (AFNOR NF T 75- 104 : 1994)
C’est le nombre de mg de KOH nécessaire a la neutralisation des acides libérés par
I’hydrolyse des esters contenus dans 1.0 g d’HE. L’hydrolyse des esters présents dans I’HE se
fait par chauffage, dans des conditions définies, en présence d’une solution EtOH titrée de

KOH et dosage en retour de I’exces d’alcali par une solution titrée d’HCI.

v" Mesure du pH
Cette mesure a été effectuée a ’aide d’un pH-métre (pH 210, microprocessor pH Meter,
HANNA).
c) Mesure des grandeurs physiques

v Détermination de la densité relative a 20°C

C’est le rapport de la masse d’un certain volume d’HE a la masse d’un volume égal

d’eau a 20°C.

V' Détermination de lindice de réfraction (AFNOR NF ISO 280 : 1999 (75-112))
(AFNOR., 2000)

C’est le rapport entre le sinus des angles d’incidence et de réfraction d’un rayon

lumineux de longueur d’onde déterminée, passant de I’air dans I’HE maintenue a une

tem pératu re constante.

5.2. Composés phénoliques
5.2.1. Extraction
Le protocole d’extraction adopté dans cette étude est celui décrit par Stankovi¢ et al.
(2012), Drarabpour et al. (2010) et Mirdehghan & Rahemi (2007) avec quelques

modifications.

o
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Les poudres des écorces et des graines de Punica granatum L. ont été macérées dans
I’éthanol (95%), méthanol (80%), acétone (70%) et I’cau distillée avec un rapport de 10%

sous agitation a 4°C pendant 24 heures.

Dix g de la poudre de la plante Teucrium polium L. (S1 et S2) sont mis en macération
dans 100 mL de solutions aqueuses des solvants : méthanol 80%, acétone 70%, eau distillée et

acétate d’éthyle sous agitation a 4°C pendant 24 heures.

Chague mélange est ensuite laissé a decantation pendant 24 heures a 4°C et le
surnageant de chaque extrait a été recupére puis filtré a 1‘aide d‘un papier Whatman (N°3), les
filtrats obtenus sont concentrés a 1‘aide du rotavapeur et 1°extrait obtenu est conservé a +6°C.

Le rendement exprimé en pourcentage est calculé par la formule suivante:

R =100 m / mo (AFNOR, 1986)
Tels que:

R: est le rendement en % ; m: est la masse de 1’extrait ; my: est la masse de la plante.

5.2.2. Dosage des polyphénols totaux
» Principe de la méthode
L’évaluation des polyphénols totaux a été effectuée selon la méthode de Folin-
Ciocalteu (Singleton & Rossi, 1965; Li et al., 2006). Le réactif de Folin-Ciocalteu est
constitué par un mélange d’acide phosphotungstique (H3PWi12049) et d’acide

phosphomolybdique (HsPM012040).

Il est réduit, lors de 1’oxydation des phénols, en un mélange d’oxydes bleus de

tungstene et de molybdeéne.
» Mode opératoire

A 0.25 ml d’extrait sont ajoutés successivement 1.25 mL de réactif de Folin- Ciocalteu
(10 fois dilué), et 1.0 mL de carbonate de sodium a 7.5 %. L’ensemble est incubé pendant 30
min a température ambiante a I’abri de la lumiére. Une gamme d’étalonnage a été réalisée en
utilisant I’acide gallique comme standard. La lecture des absorbances a été effectuée a 765 nm
par un spectrophotomeétre. Les résultats sont exprimés en mg équivalents acide gallique par
10g de poids sec (mg EAG/10g PS).

o
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y=0,342x - 0,019 ¢

Abs

2 2,5
[A gallique]lmg/ml

Figure 28: courbe d’étalonnage de 1’acide gallique

5.2.3. Dosage des flavonoides

» Principe de la méthode

L’évaluation des flavonoides a été évaluée selon la méthode de trichlorure
d’aluminium (Zhishen et al., 1999; Zhang et al., 2015). Elle repose sur la capacité de ces
composes a former des complexes chromogénes avec le trichlorure d’aluminium (AlCl3), qui
donne a la solution une coloration jaunatre dont le pic d’absorption est fixé¢ a la longueur

d’onde de 510 nm.

» Mode opératoire
Un volume de 125 pL de I’extrait est mélangé avec 75uL de nitrite de sodium NaNO,
a 5%. Aprés 5 minutes, 150 puL d'une solution d’AlICIz a 10% et 750 uL de NaOH (1.0 M)
sont ajoutées. Le volume final du milieu réactionnel a ajusté & 2.5 mL avec de I’eau distillée.

L’absorbance est mesurée a 510 nm.

Les taux de flavonoides des extraits sont exprimés en milligramme équivalent
catéchine par 10g de poids sec (mg EC/10g PS) a partir de la courbe d'étalonnage réalisée au

préalable dans les mémes conditions expérimentales que les extraits.

=
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y = 2,957x + 0,042

0,8 - R?2=0,98

0,6 -

04 -

Abs 4510 nm

0,2 -

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35

[catéchine]mg/ml

Figure 29: courbe d’étalonnage de catéchine a 510 nm

5.2.4. Dosage des tannins hydrolysables (TH)
» Principe de la méthode

L’évaluation des tannins hydrolysables (des esters du D-glucose et de 1’acide gallique ou
I’'un de ses dérivés) par la méthode de I’iodate de potassium. Elle est basée sur la réaction
entre l'iodate de potassium (KIO3) et les esters de galloyl (Haslam, 1965; Willis and Allen,
1998; Elfalleh et al., 2012).

» Mode opératoire
Une méthode simple qui consiste, aprés 15 min d'incubation, en la mesure de

I’absorbance a 550 nm de la solution contenant 3.5 mL de ’extrait et 1.5 mL de 2.5% KIOs.
Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent d’acide tannique par 10g de poids sec
(mg EAT/10g PS).

Abs

E ' ' [acide tanique]mg/ml
-0,005 01 0,2 0,3 0,4

Figure 30: Courbe d’étalonnage de 1’acide tannique




Matériels T Méthodes

L 2

5.2.5. Dosage des tanins condensés (TC)
» Principe de la méthode
L’évaluation quantitative des tanins condensés (pro-anthocyanidines: dérivés
polymériques de flavan-3-ol) est réalisée selon la méthode de la vanilline en milieu acide.
Elle consiste a une dépolymérisation de ces molécules en milieu acide suivit d’une formation
d’anthocyanidols en présence de vanilline qui absorbe a 500 nm (Scalbert et al., 1989;

Hagerman and Butler, 1989).

» Mode opératoire

Pour 1.0 mL de chaque extrait ou standard, on ajoute 2.0 mL de la solution
vanilline/acide sulfurique (1%). Aprés 15 min d’incubation, I’absorbance est mesuré a 500
nm. La concentration des tanins condensés est exprimée en mg équivalent catéchine parl0g
de poids sec (mg EC/10 g PS).

y =3,605x + 0,013

Abs
o
(2]

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

[catéchine] mg/ml

Figure 31 : courbe d’étalonnage de catéchine a 500nm (TC)

5.2.6. HPLC-DAD

La chromatographie liquide a haute performance (HPLC) a été réalisée a l'aide d'un
systeme QTM-HPLC Agilent Technologies série 1200 équipé d'une pompe quaternaire et d'un
détecteur automatique de réseau de photodiodes a spectre de balayage (DAD). Les séparations
ont eté effectuées avec une colonne LiChroCART RP - 18C (250 x 4.6 mm, 5 um) a 25°C,
avec un débit réglé a 1.0 ml min-1. La phase mobile est constituée d'acide formique a 0,5%
dans I'eau (A) par rapport au méthanol (B) pour une durée totale de fonctionnement de 70 min
et le profil de gradient était le suivant: 95% A et 5% B comme conditions initiales, puis le
solvant B est passe a 40% en 30 min, a 65% /15 min, a 95% /10 min, enfin, 95% A et 5% B

pendant 10 min.
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Les échantillons ont été filtrés avant I'injection et le volume d'injection était de 10 pL.
La longueur d'onde de détection UV a éte réglée a 280, 320, 370 et 520 nm. L'identification a

été realisée en comparant leurs valeurs de temps de rétention avec celles des étalons.

II.  Evaluation Biologique

6. Activité antioxydante
6.1. Effet scavenger du radical DPPH

Afin d’étudier I’activité anti radicalaire des différents extraits, nous avons utilisé la
méthode basée sur le DPPH (diphényl picryl hydrayl) comme un radical relativement stable,
selon le protocole décrit par Brand-William et al. (1995). Dans ce test les antioxydants
réduisent le diphényl picryl hydrayl ayant une couleur violette en un composé jaune, le
diphényl picryl hydrazine dont I’intensité de la couleur est inversement proportionnelle a la

capacité des antioxydants présents dans le milieu a donné des protons.

DPFPH DPPH-H

e—— g

4 S QLN g N oN
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\\‘ A 2 ik, L z

I [ ]

Figure 32: Réduction d'un radical 2,2-diphenyl-1-picryl hydrazyl (DPPH)

La solution de DPPH est préparée par solubilisation de 2.4 mg de DPPH dans 100 mL
de méthanol. 50 puL des solutions méthanoliques d’extraits ou standard (acide ascorbique) sont
ajoutés a 1.95 mL de DPPH. Le mélange est laissé a 1’obscurité pendant 30 min, et la
décoloration par rapport au contréle négatif contenant uniquement la solution de DPPH est

mesurée a 517 nm. L’activité anti-radicalaire est estimée selon 1’équation suivante :

IOA) d’actiVité anti'radlcalalre = [(AbS contrﬁ|e'AbS échanti"on)/ AbS Contr6|e] X 100
La concentration de I’échantillon testé nécessaire pour réduire 50% de radical DPPHe (1Cso)
est calculée a partir des graphiques de la variation des pourcentages d’inhibition en fonction

de la concentration, puis comparées a celles de 1’acide ascorbique.

.
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L'activité antioxydante a également été exprimée en capacité antioxydante équivalente
d'acide ascorbique (AEAC) selon la formule suivante (Ndoye Foe et al., 2016; Leong et al.,
2002; Lim et al., 2007):

AEAC= [ICs (standard) / 1Cs (extrait)].10°

6.2.FRAP

Le pouvoir réducteur des extraits a été déterminé selon la méthode de Oyaizu (1986) ,
Do et al. (2013). Elle consiste a mesurer la capacité des extraits a réduire le complexe Fe3+/
ferricyanure de potassium en forme ferreuse. Cette réduction s’accompagne d’un virage de la
couleur jaune vers du bleu vert dont I’intensité est proportionnelle au pouvoir réducteur de

1°échantillon.

Un volume égal & 1.0 mL de I’échantillon a différentes concentrations a été mélange
avec 2.5 mL d’une solution tampon phosphate (0.2 M, pH 6.6) et 2.5 mL d’une solution de
ferricyanure de potassium [KsFe (CN) ¢]. Le mélange a été incubé a 50°C pendant 20 min,
puis refroidi a la température ambiante. Aprés I’ajout de 2.5 mL d’acide trichloracétique, le
mélange a été centrifugé (13000 g / 10 min). 2.5 mL du surnageant ont été additionnés a 2.5
mL d’eau distillée et de 0.5 mL d’une solution de chlorure ferrique. L’absorbance du mélange
réactionnel a été mesurée a 700 nm. L’acide ascorbique est utilisé comme controles positifs
dans cette expérience aux mémes conditions expérimentales. Une augmentation de

I’absorbance indique une augmentation du pouvoir réducteur.
II1. ‘Evaluation Pharmacologique

L’efficacité d’une substance en pharmacologie n’est pas suffisante pour justifier son
éventuelle introduction en thérapeutique. Il faut donc définir le rapport bénéfice risque dans
I’indication thérapeutique de chaque substance. Ceci ne peut étre réalis€ que par
I’intermédiaire de deux types d’étude, d’une part I’efficacité chez 1’animal (pharmacologie
expérimentale) et chez I’homme (effets bénéfique), d’autre part une étude de sécurité chez
I’animal (toxicologie) et chez I’homme (effets indésirables) (Dupont, 1987; Claude, 1985;
Antonious et al., 2006; Buenz, 2006).

*
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7. Toxicité
Afin d’éviter tout éventuel risque de toxicité lors des tests biologiques, il est nécessaire

de réaliser des essais de toxicité selon les Directrices du Journal Officiel des Communautés
Européennes (OECD, 2001 ; 2008).

Nous avons selectionné 03 extraits : 1’extrait acétonique de la plante Teucrium polium
L. (stade végetative) et I’extrait acétonique de 1’écorce du fruit Punica granatum L., et I’huile
essentielle de la plante TP (stade végétative) selon les résultats des analyses qualitatives et
quantitatives et les tests biologiques in vitro. L’administration des extraits (« polyphénols/ eau
distillée » et « HE/ eau distillée avec quelques gouttes du polysorbate 80 ») est réalisée par la
voie orale (gavage), a raison de 1.0 mL / 100 g du poids corporel (OECD, 2001, 2008).

7.1. Toxicité aigile

Une forte dose 2000 mg/kg de I’extrait a été testée sur les rats (05 males / lot) selon les
Directrices du Journal Officiel des Communautés Européennes code 423 (OECD, 2001).

Les animaux sont gardés en observation individuellement toutes les 30 minutes
pendant 06 heures le premier jour et tous les jours pendant 14 jours, au cours desquels sont
notées les variations de poids corporel, les signes de toxicité et le taux de mortalité. Au 15éme
jour, les rats sont sacrifiés, des prélevements de sang ont été faits et ont servis pour différentes
analyses biochimiques. Les organes sont examinés macroscopiquement (reins, rate, foie,
poumon, ceceur), prélevés, et deux seulement ont servis pour 1’étude histopathologique (les

reins et le foie).

Figure 33 : Dissection du rat et prélevement du sang
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7.2.Toxicité subaigte

Ces épreuves ont pour objet de mettre en évidence les altérations fonctionnelles et/ou
pathologiques consécutives aux administrations répétées des substances actives examinées
selon les Directrices du Journal Officiel des Communautés Européennes code 407 (OECD,
2008).

Des rats males, Wistar albinos, adultes et de poids variant entre 180 g et 200 g, sont
répartis selon I’homogénéite de leurs poids en 14 lots expérimentaux de 05 animaux chacun, a
raison d’une dose par lot. 1l ont été gaves quotidiennement durant 28 jours par :

» 50,150, 300 et 600 mg/kg de I’extrait TP (groupe D1, D2, D3 et D4 respectivement) ;

» 50,150, 300 et 600 mg/kg de I’extrait PG (groupe D1, D2, D3 et D4 respectivement) ;

» 50,150, 300 et 600 mg/kg de I’huile essenticlle de TP (groupe D1, D2, D3 et D4
respectivement) ;

> 02 lots de témoins (T1 «D0;» ont regu le méme volume de I’eau distillée, et T2 «D0,»

ont recu le méme volume de I’cau distillée avec quelques gouttes de polysorbate 80).

Au 29eme jour, les rats sont sacrifiés et I’appréciation des effets toxiques est faite sur
la base de I’examen du comportement, de la croissance pondérale, des examens
hématologiques et biochimiques, et examens nécrosiques qui se rapportent aux organes

internes, accompagnés des analyses histologiques qui s’y rattachent.

7.3.Suivi de la toxicité

Apreés dissection, les organes (reins, rate, foie, poumon, cceur) sont observés
macroscopiquement in situ, prélevés et débarrassés de I'excés de graisse. Aprés avoir séché
ces organes a I’aide de papier filtre, une prise de poids a été réalisée. Des pieces des reins et
du foie sont conservés dans une solution de formol a 10% pour des études
anatomopathologiques.

Les prélévements sanguins ont été réalisés a partir de I’aorte abdominale, puis le sang
a été recueilli sur les tubes héparines (analyses biochimiques) et sur les tubes EDTA (analyses

hématologiques).

o
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7.3.1. Analyses sanguines
Les analyses sanguines ont été réalisées au niveau du laboratoire de Hamidi situé au
niveau de la wilaya de Chlef.
a. Parametres biochimiques
Les tubes héparines sont centrifuges a 1500 tours/min pendant 5 min a 4°C, et dans le
sérum obtenu, sont dosées les parametres biochimiques suivants: TG, Glucose, Urée,
Creatinine, les Transaminases (TGO, TGP), la PAL (phosphatase alcaline) et Bilirubine, en
utilisant des kits spécifiques (SPINREACT®) (Walters et al, 1970 ; Schumann et al., 2002 ;
Henry, 1984).

b. Parametres hématologiques

L’analyse des parameétres hématologiques a été effectuée a 1’aide d’un Beckman
coulter Medonic : Red Blood Cells ou Globules rouges (RBC), Hématocrite (HCT), Plaquette
(PLT), White Blood Cells ou Globules blancs (WBC), et Hémoglobine (HGB).

7.3.2. Etude anatomopathologique

Les échantillons (les reins et le foie) fixés dans du formol 10% sont déposés dans des
cassettes en plastique qui sont ensuite placées dans un automate (Leica TP1020). Les
échantillons sont d’abord déshydratés par passage dans des bains successifs de 30 min
d'éthanol (60°, 70°, 80° et 100°), puis éclaircies dans deux bains de 20 min de toluéne (pour
¢éliminer 1’alcool), avant d’étre coulé dans des moules contenant de la paraffine fondue par
chauffage (inclusion dans la paraffine liquide).

Les blocs de paraffinés obtenus sont ensuite coupés par microtome a raison de 5 pm
d’épaisseurs, puis les coupes sont étalées sur des lames et séchées pendant une heure a 37°C,
réhydratées, colorées a I'hématoxyline-éosine. Apres la coloration, le montage se fait a I’aide
de I’eukitt placé entre lame et lamelle. La préparation est séchée a l'air.

8. Activité anti-inflammatoire intestinale

L’inflammation intestinale est induite par 1’injection sous-cutanée de 7.5 mg/kg
I’indométacine selon la méthode décrite de Yamada et al. (1993) avec des modifications. Ce
modele expérimental de I’inflammation intestinale a les mémes aspects pathologiques de la
maladie de Crohn (Anthony et al., 2000 ; Tubaro et al., 2003, Selva et al., 2006 ; Vemu et
al., 2015 ; 2016).

*
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L’administration du traitement se fait par la voie orale (gavage) quotidiennement selon
le mode d’administration de la plante en medecine traditionnelle. Le choix des doses des
extraits a 6té basé sur les résultats de 1’é¢tude de la toxicité. A la fin de chaque
expérimentation, des urines et des féces sont collectés a 1’aide des cages a métabolisme pour
étre analysés ultérieurement. La consommation alimentaire, le poids corporel et la consistance
des selles ont été suivis tout au long de I'expérimentation.

Le protocole expérimental a été mené selon les travaux d’Elson et al. (1995), Han et
al. (2000), Yochiba et al. (2003), Porras et al. (2007) et Vemu et al. (2015 ; 2016) avec
quelques modifications (Fig.34).

Inflammation aigue Inflammation chronique

07 groupes

I3

Effet Effet Effet
curatif thérapeutique préventif

09 groupes

| | [ |
Aprés 7 Aprés 14j, 28iJ Aprés 28j J

\ 4 \
Sacrifice

S SR

N <.L

Clinigue Prélévement Prélévement des Prélévement des
sanguin intestins organes
v' Perméabilité .
intestinale v FNS Y ra'tlo p/L' v ROW
v pH fécal v PAL, CRP, v Histologie v Translocation
v DAI albumine v Stl"ess- bactérienne
oxidative

Figure 34 : Schéma récapitulatif du protocole expérimental
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8.1.Induction de ’inflammation

Deux types d’inflammation ont été induits (Fig. 34).

8.1.1. Inflammation aigue

L’inflammation aigue a été induite par une injection sous-cutanée 10 mg/kg indométacine

(tous les rats excepté les témoins négatifs). Des rats males Wistar (250-300 g) ont été répartis

en (09) groupes (n = 06 rats par groupe) :

1.
2.
3.

Témoin négatif « Témoin sain» : recevant 1’eau distillée ;

Témoin non traité « groupe-indo » : ne recevant aucune substance;

Groupe P: nourrit avec des aliments standards complétés avec I’extrait de Punica
granatum (600 mg / kg/ jour) ;

Groupe TP: nourrit avec des aliments standards complétés avec 1’extrait de Teucrium
polium L. (300 mg /kg) ;

Groupe FR: nourrit avec des aliments standards complétés avec un mélange de 02
extraits PG-TP (v:vV);

Groupe HE: nourrit avec des aliments standards complétés avec 1’huile essentielle de
Teucrium polium L. (150 mg/kg) ;

Groupe TA : recevant 100 mg/ kg de métronidazole

Groupe TB : recevant 02 mg /kg de prednislone ;

Groupe TC : recevant 100 mg/kg de sulfasalazine ;

Tous les rats (08 lots, 06 rats/ lot) sont traités aprés I’injection jusqu’a 7éme jour. Au

8eme jour, les rats ont été sacrifiés.

8.1.2. Inflammation chronique

L’Inflammation intestinale chronique (DC chronique) a été induite par 02 injections

sous-cutanées de 7.5 mg/kg/j de I’indométacine (tous les rats excepté les témoins négatifs).

Des rats méales Wistar (250-300 g) ont été répartis en 07 groupes (n = 12 rats par groupe), tous

les rats ont été nourries avec une alimentation standard, dans le cas du traitement groupe, cela

a été complétée avec de l'extrait (p / p) :

1.
2.
3.

Témoin négatif « Témoin sain» : recevant 1’eau distillée ;

Témoin non traité « groupe-indo » : ne recevant aucune substance;

Groupe PG: nourrit avec des aliments standards complétés avec 1’extrait de grenade
(600 mg/ kg) ;

*

.
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4. Groupe TP: nourrit avec des aliments standards complétés avec ’extrait de Teucrium
polium L. (300 mg/Kkg) ;

5. Groupe FR: nourrit avec des aliments standards complétés avec un mélange de 02
extraits PG-TP ;

6. Groupe HE: nourrit avec des aliments standards complétés avec I’huile essentielle de
Teucrium polium L. (150 mg/ kg) ;

7. Groupe TT : recevant la substance de référence 100 mg/kg de sulfasalazine.

8.1.2.1.Effet curatif
Les rats (06 lots, 12 rat/lot) ayant subit les différents traitements aprés installation de
la maladie. Au 15éme jour, 06 rats de chaque groupe ont été sacrifiés et le reste a été sacrifié

le 29éme jour (dernier jour de I'expérimentation).

8.1.2.2.Effet thérapeutique

Aprés I’induction de I’inflammation intestinale par 02 injections sous-cutanées 7.5
mg/kg/jour, tous les rats (12 rats/ lot) sont traités apres 2eme injection jusqu’a 28éme jour. Au
15eéme jour, 06 rats de chaque groupe ont été sacrifiés et le reste a été sacrifié a la fin de

I’expérimentation.

8.1.2.3.Effet préventif
L’inflammation intestinale a été induite (15éme et 16eme jour). Les rats (06 lots, 06
rat/lot) subit les différents traitements 02 semaines avant I’induction de la maladie jusqu’a la

fin de I’étude (jusqu’a 29éme jour).

8.2.Perméabilité intestinale

La perméabilité intestinale a un réle important dans la physiopathologie de certaines
maladies dont les maladies inflammatoires de ’intestin (Putignani et al., 2016 ; Vrakas et
al., 2017).

A la fin chaque expérimentation (24h précédant le sacrifice), les animaux de chaque
groupe ont été gavés a raison de 3.0 mL de 0.6% de la phénolsulfonephtaléine (PSP), puis
placés individuellement dans des cages a métabolisme en vue d'étudier 1’excrétion urinaire
(Fig.35). Les urines de 24h ont été recueillies, une fois collectée, l'urine a été complétée a 10
mL avec de I'eau distillée et centrifugée 2500 tr pendant 10 min, puis 1.0 mL de surnageant a
été ajouté a 5.0 mL de NaOH (1M). L’ absorbance du mélange réactionnel a été mesurée a 560

nm. Les ratios urinaires de PSP ont été exprimés en pourcentage des quantités administrées.

*
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Pour les groupes de contrbles positifs, PSP a été remplacé par une solution saline
(Nakamura et al., 1983 ; Suzuki et Hara, 2010 ; Kume et al., 2014 ).

cage a métabolisme les urines collectées
Figure 35 : Etude de la perméabilité intestinale

8.3. Sacrifices et Préléevement des échantillons

A T’issue des phases expérimentales, les rats ont été anesthésiés et sacrifiés. Le sang a
été prélevé a partir de 1’aorte abdominale et récupéré dans des tubes contenant de I’EDTA et
héparine.

Les intestins ont été excisés depuis le duodénum jusqu’a rectum et separé du tissu
adipeux adhérent. Des échantillons de I’intestin ont été prélevés et divisé en 02 parties : une
partie a été ouverte longitudinalement puis plongée dans un fixateur (10% formaldéhyde) en
vue de I’analyse histologique. La partie restante a été ouverte longitudinalement (anti-
mésentérique), débarrassée des selles encore présentes et nettoyée avec du tampon PSP a
froid puis, la muqueuse a été grattée a lI'aide d'une lame de verre stérile a froid dans une zone
stérile et divisée en deux parties en vue des dosages microbiologiques (translocation
bactérienne) et biochimiques (stress oxydant).

Le poids et la longueur des intestins de chaque rat sont noté (le ratio poids des intestins (Q)
/ longueur des intestins (cm)) (Marin et al, 2013 ; Vemu et al., 2015 ; 2016).




Matériels T Méthodes

o
)4

L 2

8.4.Evaluation de I’inflammation

8.4.1. Matiere fécale

A la fin de chaque expérimentation, des féces collectées ont été dissous dans 1’eau
physiologie stérile (0.9%, 1/10: m/v). Le pH fécal a été déterminé a I’aide du pH-metre, et le
sang occulte et invisible dans les féces a été mis en évidence grace a le réactif Kastle-Mayer
(annexe 111) (Arndt et al., 1998 ; Deadman, 1971 ; Sharafi et al., 2017).

Figure 36: Sang occulte détecté dans les feces

8.4.2. Masse relative des organes (ROW)

Comme étant, D’inflammation intestinale peut provoquer des manifestations
extraintestinales (Harbord et al, 2015; Olpin et al, 2017 ; Garber et al, 2019). La
détermination des poids de quelques organes vitaux demeure donc importante. Les organes
(thymus, rate, reins, foie, les intestins) sont observés macroscopiquement in situ, prélevés,
débarrassés de I'exces de graisse, séchés avec du papier filtre et pesés. Le poids relatif de

chaque organe a été ensuite calculé par rapport au poids corporel :

ROW-= poids de I’organe / poids corporel du rat (Abimoslah et al., 2013 ; Vemu et al.,
2015 ; 2016).

8.4.3. Score clinique : DAI

La gravit¢ de I’'inflammation a été évaluée, en utilisant un indice d'activité de la
maladie (DAI) varie de 0 (pas de maladie) a 4 (maladie grave), qui notait la perte de poids
corporel, la gravité de la diarrhée et la présence de sang dans les selles (Murthy et al., 1993;
Carvalho et al., 2008)
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Tableau 6 : I’indice d'activité de la maladie (DAI)

o
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Grade perte de poids  consistance des selles sang fécal
0 - feces normal -
1 1-5%
2 5-10% selles molles présence (détecté par le test)
3 10-20%
4 >20% diarrhée sang visible

8.4.4. Analyses sanguines

Les tubes héparines sont centrifuges a 1500 tours/min pendant 5min a 4°C, et le sérum
obtenu a été conservé au congélateur a -20°C, pour le dosage ultérieur les parametres
biochimiques suivantes : CRP et I’ Albumine.

Tandis que le sang recueilli dans les tubes EDTA, sont utilisés pour dosage les
paramétres hématologiques a 1’aide d’un Beckman coulter Medonic : Red Blood Cells ou
Globules rouges (RBC), Hématocrite (HCT), Plaquette (PLT), White Blood Cells ou Globules
blancs (WBC), Hémoglobine (HGB).

8.5.Exploration du stress oxydant
8.5.1. Préparation de ’homogénat

Les muqueuses intestinales ont été pesées et homogénéisées dans le tampon phosphate
saline (10% : p/v), puis I’homogénat a été divisée en deux portions: une partie a été
conservée a -20°C. La 2éme partie a été centrifugée a 12000 g pendant 15 min a 4°C et le

surnageant a été conservé a -20°C (Nagarjun et al., 2017).

8.5.2. Peroxydation lipidique

Le niveau de peroxydation lipidique a été évalué en mesurant le malondialdéhyde
(MDA) avec le test TBARS (Thiobarbituric reactive species). Le MDA est 1’'un des produits
terminaux de la décomposition des acides gras polyinsaturés (PUFA) sous I’effet des radicaux
libres libérés au cours du stress. Le principe de ce dosage est basé sur la condensation de
MDA en milieu acide et a chaud avec 02 molécules d’acide thiobarbiturique et la formation

d’un pigment absorbant a 532 nm (Quantanilha et al., 1982 ; Ohkawa et al., 1979).

.
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Figure 37: Principe du dosage du malondialdéhyde (Janero, 1990)

A 0.5 mL de I’homogénat, 0.5 ml de I’acide trichloracétique TCA (20%), 0.5 mL
sérum physiologie 0.9%, 1.0 mL de 1’acide thiobarbiturique (0.67%) sont ajoutés. Le tout est
incubé a 100°C pendant 30 min, refroidi dans un bain glacé, puis additionné de 4.0 mL de n-
butanol. Apres centrifugation de 10 min a 1000 g, I’absorbance de la phase organique
(supérieur) est déterminée a 532 nm. La concentration de TBARS a été exprimée en nM de
MDA par mg de I’intestin, en utilisant le coefficient d'extinction (1.56 X 10° M-1 cm-1)
(Tsikas, 2017).

8.5.3. Catalase

L’activit¢ de la CAT est mesurée a 240 nm a l’aide d’un spectrophotometre
UV/visible par la variation de la densité optique consécutive a la décomposition du peroxyde
d’hydrogéne (H,05).

Un volume de 50 pL de I’homogénat est mélangé avec 2.95 mL d’une solution de
peroxyde d'hydrogene a 19 mM (préparée dans une solution tampon phosphate a 0.1 M, pH
=7.4). La lecture de I’absorbance se fait a 240 nm pendant 3.0 min et le changement de
I’absorbance par minute a été utilisé pour calculer 1'activité de la CAT. Une unité (U) est la
quantité d'enzyme qui décompose 1.0 mole de H,O, par minute a 25°C et pH 7.0 (Claiborne
etal.,, 1985 ; Vemu et al, 2016 ; Djidel et al., 2018 ).

L'activité enzymatique a été exprimée en termes d’unité internationale par mg de

I’homogénat selon la formule suivante :

Ul/mg= (2.3033/T) x (logA1/A2) / mg de I’échantillon.
Al : Absorbance a t0, A2 : Absorbance atl, T : Intervalle de temps en minute.

o
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8.5.4. Superoxyde dismutase (SOD)

L’¢évaluation de la SOD est réalisée par la méthode du pyrogallol. Le principe de ce
dosage est basé sur la compétition entre la réaction d’oxydation du pyrogallol par 1’O;"
(produit une couleur jaune) et dismutation de 'O, par la SOD. L’autoxydation de pyrogallol
(1, 2,3, trihydroxybenzéne) se fait dans des milieux alcalins qui est caractérisée par la

transformation du pyrogallol avec 1I’oxygéne en semiquinone et I’anion superoxyde.

Figure 38: Quelques étapes de 1’autoxydation du pyrogallol (Kim et al., 1994).

Un mélange est constitué de 2 mL d’une solution Tris-HCI (0.1 M, pH 8.2), 1.5 mL
d’eau distillée et 0.5 mL de I’homogénat et 0.5 mL de pyrogallol (2 mM pyrogallol, 50 mM
Tris-HCI pH 7.4). La lecture se fait a 420 nm contre un contréle préparé dans les mémes
conditions en remplacant 1’échantillon avec I’eau distillée. Une unité SOD est définie comme
étant la quantité nécessaire a inhibition de 50% de 1’auto-oxydation de pyrogallol et I’activité
enzymatique est calculée en termes d’unité internationale par mg de tissu (Ul/mg) (Marklund
& Marklund, 1974; Vemu et al., 2016; Moghaddam Dorafshani et al., 2018).

8.6.Evaluation de la translocation bactérienne

La translocation bactérienne (TB) depuis le tube digestif est définie comme étant le
passage de bactéries viables de la flore gastro-intestinale a travers la lamina propria vers les

ganglions lymphatiques mésentériques locaux et, de 1a, vers le foie, la rate et d’autres organes

(Tir Touil Meddah et al., 2001 ; Planteféve et Bleichner, 2001).

Deux voies de transport vers 1’organisme sont possibles : la voie lymphatique avec le
canal thoracique ou la voie sanguine portale. La voie lymphatique semble la plus importante
comme le suggeére la plus grande fréquence des cultures positives dans les ganglions
mésentériques par rapport au sang portal et la présence habituelle des bactéries dans les

lymphatiques sous-muqueux (Wang et al., 1994; Planteféve et Bleichner, 2001).

o
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8.7.Analyse microbiologie

Pour chaque lot, les échantillons (organes broyés/ muqueuses intestinales) sont
introduit dans une solution Ranger stérile. Le mélange est homogénéisé. Ensuite, les dilutions
décimales (de 10™ & 10°) seront préparées & partir de cette solution mére, et les cultures
bactériennes ont été réalisées dans les milieux sélectifs suivants: Schaedler agar (les
anaérobies), MacConkey agar (les entérobactéries), MRS agar (Lactobacilus), Colombia agar
(les aérobies), OGA agar (les levures) (Tir Touil Meddah et al., 2001 ; Porras et al., 2004 ;
Ringon-Zimmer et al., 2008 ; Silva et al., 2008; Teran-Ventura et al., 2014 ).

Pour une meilleure interprétation mathématique, les résultats sont exprimés en log

unités formant colonie (UFC) par gramme. Selon la formule suivante :

Nombre de colonies

Log UFC/g d’échantillon = Log - (Béraud, 2001)

Dilution X volume ensemencé

8.8.ldentification

L’identification des souches a été faite en 03 étapes :

» Analyse des caractéres macroscopiques et microscopiques ;

» Analyse des caractéres biochimiques : oxydase, catalase, APl 20E (Biomérieux®, France)

» Confirmation de certaines souches par la spectrométrie de masse de type MALDI-TOF-
MS.

8.8.1. identification biochimique

Les galeries utilisées sont: 1I’Api 20 E pour I’identification des entérobactéries. A partir
d’une culture pure de 18 a 24 h, on prépare une suspension bactérienne ayant une
concentration de 0,5 Mc Farland;

v" On dépose soigneusement quelques gouttes de la suspension dans chaque cupule a
I’aide d’une seringue stérile puis, on ajoute de 1’huile de vaseline dans les cupules la
ou les noms des tests sont soulignés ;

v On incube les galeries pendant 24 heures a 37°C.

Les résultats obtenus (changement de couleur spontané ou par 1’addition des réactifs
spécifiques) ont été marqués sur la fiche de lecture puis insérés dans un logiciel informatique
« Api Web ».

.
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8.8.2. MALDI-TOF-SM
> Principe

o
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L’échantillon biologique est d’abord mélangé a une matrice dont la nature acide

favorise 1’ionisation des composés. Le choix de la matrice dépend du type de molécule que

I’on souhaite mettre en évidence (peptides, protéines, hydrates de carbone) (Desoubeaux et

al., 2010 ; Bizzini and Greub, 2010) (fig.39).

Le complexe (échantillon-matrice) est bombardé par un faisceau laser (60 Hz)

émettant dans la zone d’absorption de la matrice. L’irradiation du mélange cristallin conduit a

la désorption d’ions caractéristiques de I’échantillon (MALDI= Matrix-Assisted Laser

Desorption/lonisation). Les ions formés sont alors accélérés dans un champ électrique et

dirigés vers un analyseur (le tube de vol, long de 1.0 m) séparant les ions selon leur temps de

vol (TOF= Time-Of-Flight). Ainsi, en fonction de leur rapport m/z (ou m = masse et z =

charge), les ions atteignent plus ou moins rapidement le détecteur ou ils sont alors transformés

en un signal électrique qui sera amplifié puis analysé (Sauget et al., 2016 ; 2017).
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Figure 39 : Principe de la spectrométrie de masse de type MALDI-TOF (Sauget, 2016)

v Méthode

Une colonie (culture jeune de 18-24h) mélangée avec 1.0 uL de 1’acide formique 80% est

déposée sur une cible MALDI et recouverte de 1.0 pL de matrice a-cyano-4-hydroxy-

cinnamic acid (HCCA). Apres séchage, les cibles MALDI sont ensuite chargées dans le

spectrometre Microflex LT MALDI-TOF-MS (Bruker Daltonik) et I’analyse est programmée.

e
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Les logiciels (FlexControl, MALDI Biotyper RTC) associés permettent le traitement
informatique, comparant les spectres obtenus a ceux référencés dans des bases de données
(Fig.40).

Extraction

1 pl de matrice
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Figure 40: Préparation et dép6t des échantillons sur une cible MALDI-TOF (Sauget, 2016)

8.9. Etude Histopathologie

L'histologie a été realisee sur des segments de I'intestin retiré de quatre rats de chaque
groupe. Les intestins sont fixé dans du formol a 10% pendant 24h, déshydratés dans 04 bains
successifs de 30 min d'éthanol (60°, 70°, 80° et 100°), puis placés dans deux bains successifs
de toluene & 20 min. Les intestins ont été traités en paraffine fondue par chauffage. Des
coupes en série de paraffine (5 um) ont ensuite été préparées et coloré a 'hématoxyline-€osine

pour I’examen morphologique.

9. Analyses statistiques

Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + écart-type SD. Toutes les
expérimentations ont éte réalisées en duplicata. La différence entre le contrdle et les différents
tests, est déterminée par I’ANOVA univariée suivie du test de SPSS pour les comparaisons
multiples et la détermination des taux de signification. Les valeurs de p<0.05 sont considérées

statistiquement significatives.

o
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Partie | : Etude phytochimique
1. Screening phytochimique

Les tests phytochimiques réalisés sur la plante T. polium (S1 et S2) et le fruit P.
granatum (variété F et B) sont regroupés dans le tableau 7. Dans lequel on remarque la
présence de flavonoides, de tannins, d’alcaloide, et des anthocyanes. Par contre, les saponines,

stéroles et terpenes ont €té minimes ou négatifs dans les échantillons de P. granatum.

Tableau 7 : Résultats du screening phytochimique

FIE |FIG |F2E |F2G |BlE |B1G |B2E | B2G | TP-S1 | TP-S2

coumarine - ++ - + + P + + n
Saponiside - - + - - - - i ¥ "
Alcaloide - - +++ | ++ + +++ |+ R + +
Flavonoide ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ +++ ++
Tanins ++4+ | +H++ +++ | +++ +++ |+ | | +++ ++
Anthocyane + - ++ +++ + - +++ | +++ | ++ ++
Stérols et - - - - - - _ + +
terpénes

F : variété Ain Fras, B : variété Bouhanifia, G : graine, E : écorce, 1 : avant la maturation, 2 : aprés la maturation
(+++) : Réaction franchement positive, (++) : réaction moyennement positive, (+): réaction faiblement positive,
(-): absence

Des travaux similaires ont montré que le criblage phytochimique des extraits
méthanoliques de P. granatum (écore/feuilles) a révéelé la présence de tannins, de
flavonoides, et I’absence de stéroides, de saponines, des alcaloides et des terpénoides (Ali et
al., 2017 ; Pottathil et al, 2020).

2. Extraction des HEs
2.1.Rendement & Analyse physico-chimique des HE

A Tl’issue des distillations, I’HE obtenue & partir de la partie arienne de Teucrium
polium L. (feuilles et tige) récoltée dans les 02 stades de développement (végétatif, floraison)
est de couleur jaune clair avec une trés forte et persistante odeur. Les parameétres physico-
chimiques de I’HE de Teucrium polium L. sont consignés dans le tableau 7. Ces résultats

obtenus sont d’ailleurs en concordance avec ceux d’Hassan et al. (1979).

En général, il en ressort que I’huile est de haute qualité, a un indice de réfraction
compris entre 1.495, un indice d’acide inférieur a 2, un indice d’ester plus élevé et une densité
plus élevée (AFNOR, 2005).

.
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L’indice d'acide faible indique que les HE sont stables (hydrolyse des esters durant
leur conservation). Un indice de réfraction variant essentiellement avec la teneur en
monoterpenes et en dérivés oxygénés. Une forte teneur en monoterpénes donnera un indice
élevé (Tab.8).

Selon kanko et al (2004), le faible indice de réfraction de I'HE indique la faible
réfraction de la lumiere ce qui pourrait favoriser son utilisation dans les produits cosmétiques.
Ces constantes sont influencées par les conditions climatiques (notion chémotype) ainsi que
les pratiques culturales (Demarne, 1985 ; Gilly, 1997 ; Lis-Balchin, 2002 ; Boukhatem et
al., 2010).

Selon les données climatiques de la région de Mascara durant la période 2006-2015
qui sont obtenus d’aprés 1’office national de météorologie (ONM), le stade végétatif a
coincidé avec la période hivernale tandis que le stade de floraison a coincidé avec la période
estivale. D’apreés la classification de Koppen-Geiger (http://koeppen-geiger.vu-wien.ac.at/), la
région de Mascara a un climat méditerranéen chaud avec un été sec (Csa: climat

méditerranéen).

Tableau 8 : Rendement et Analyses physico-chimiques des HEs de Teucrium polium L.

S1 S2
R% 0.82+0.027 0.56+0.023
o pH 7.5 7.9
indices
o indice d’acide 1.56 4.83
chimiques
indice d’ester 17.98 19.43
indices DO a20°C 0.28 0.37
physique indice de refraction 1.427 1.427

S1: stade végétatif, S2 : stade de floraison

Dans la présente étude, un changement significatif (p<0.01) dans le rendement a été
observé au cours des différents stades phénologiques (Tableau 7) avec la dominance du stade
végétatif (0.82%) suivi du stade de floraison (0.56%). Nos résultats sont en accord avec les
travaux de Lianopoulou et al. (2014) qui ont constaté que les feuilles récoltées dans la
période hivernale ont un rendement en huile essentielle plus élevé (0,68%) par rapport aux
feuilles de T. polium récoltées dans la période estivale (0,37%), collectées dans le nord de la
Grece. En effet, Daghbouche et al. (2018) ont trouvé que le stade végétatif a dominé de

maniére significative les stades de floraison et de fructification.

-
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Ces variations sont le résultat de différents facteurs intervenant lors le développement
de la plante notamment I’origine géographique et les facteurs climatiques (chaleur, froid,

stress hydrique...).

Cela peut étre di également a la présence de plusieurs poils glandulaires peltés dans
les feuilles de TP collectées dans la période hivernale. Ils sont considérés comme le site
principal de la biosynthése des huiles essentielles, et des autres substances naturelles (Kelsey
et al., 1984 ; McCaskill et al., 1992). Cependant, Lianopoulou et al. (2014) ont montré que
les feuilles de TP présentent des séries morphologiques et anatomiques entierement différente
en hiver et en été. Ce qui explique la production importante des HES en période hivernale

comme une stratégie de défense contre le froid.

Dans le cas des basses températures (la période hivernale), les cellules ont un taux
élevé de photosynthese et par conséquent, elles produisent des antioxydants pour combattre le
stress oxydatif due au froid (Imahori et al., 2008; Bafeel & lIbrahim, 2008; Monroy &
Dhindsa , 1995; Padda & Picha, 2008; Lianopoulou et al., 2014).

En effet, le changement en rendement des HEs de T. polium L. durant les stades

phénologiques s’explique par 1’adaptation de la plante aux variations climatiques.

2.2.Composition chimiques des HEs

L'analyse des HEs de T. polium L. de la région de Mascara, récoltée dans les 02
stades végétatif et de floraison par GC-MS a permis d'identifier différents constituants avec
une dominance de limonene (29.87% - 26.39% respectivement) (Tab.9).

Les HEs permettent aux plantes de s’adapter & leur environnement et a assurer leur

défense contre les agents pathogénes (Rehman et al., 2015).

Dans la présente étude, les huiles essentielles de T. polium L. collectée dans la région
de Mascara presentent un polymorphisme chimique tres important, les composés majoritaires
sont: limonéne (29.87%), spathulenol (17.24%), camphor (8.20%), pinocarvone (7.76%), tau-
cadinol (5.41% / 7.88%), oxyde de pinéne (4.78%) et a-terpinéol (4.6%) pour la période
végetative. Alors que, limonene (26.39%), spathulenol (13.29%), pinocarvone (5.60%)