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AINS : anti-inflammatoire non stéroidiens.
CE : Cellules endothéliales.

CMC: carboxymethyl cellulose.

CMH : complexe majeur d'histocompatibilité.
CoQ10 : Co-enzyme Q10.

COX: cyclo-oxygénase.

COX-1: cyclo-oxygénase 1.

COX-2 : cyclo-oxygénase 2

ECL.: enterochromaffin-like cells.

EROs : especes réactives de 1’oxygene.
H,0;,: le peroxyde d’hydrogéne.

HCO3 : ions de bicarbonates.

H. Pylori : Helicobacter pylori.

IFN- y: interféron gamma.

IL-1, IL-6 et IL-10 : Interleukines 1, 6 et 10.
IPP : inhibiteurs de la pompe a proton.
MDA : malondialdéhydes.

MPO : myeloperoxidase.

NK : Natural killer.

O2«: Anion superoxyde.

OH-: radical hydroxyle.

PAF : platelet activating factor.

PGs : prostaglandines.

PGEZ1.: la Prostaglandine E1.
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PGE2: la Prostaglandine E2.

SEM: standard error of the mean.
SOD : le superoxide dismutases.
TGF-p : transforming growth factor.
TNF : facteur de nécrose tumorale.

Zn, Fe, Se et Mn : Zinc, Fer, Sélénium et Magnésium.
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INTRODUCTION

L’ulcére est I’'un des principaux trouble gastro-intestinaux qui touche de nombreuse
personnes a travers le monde (Boligon et al., 2014). L'incidence de l'ulcére gastro-duodénal
est augmentée en raison de divers facteurs notamment le stress, le tabagisme, I’alcool,
I’infection par Helicobacter pylori, et I’ingestion de médicament anti-inflammatoire non

stéroidiens (Ignatius et al., 2012).

Cette maladie est caractérisée par des 1ésions de la muqueuse gastrique qui résultent d’un
désequilibre entre les facteurs agressifs tels que 1’acide et la pepsine, et les mécanisme de

défenses de I’intégrité de la muqueuse gastrique (Vinod et al., 2010).

Par ailleurs, les especes réactives de I’oxygeéne ont été décrites comme étant des especes
nuisibles connues également pour déclencher le développement de cette maladie.
Néanmoins, pour piéger ces espéces, les cellules gastriques disposent de plusieurs
antioxydants enzymatiques y compris la catalase, le glutathions peroxydase et la

superoxyde dismutases (Yildirim et al., 2007).

Plusieurs médicaments ont été utilisés pour le traitement de 1’ulcére gastrique tels que les
inhibiteurs de la pompe a protons, les antagonistes des récepteurs Ho, les anti-acides,
I’éradication de H pylori et les analogues des prostaglandines. Toute fois, certaines de ces
molécules favorisent non seulement une large gamme d’effets secondaires, mais aussi une
faible efficacité dans le traitement de ces maladies (Viana et al., 2013). C’est pour cette
raison que les plantes médicinales ont rapidement émergées comme un traitement alternatif
aux médicaments synthétiques pour le traitement des ulceres pour leur faible cout et qu’ils

présentent moins d’effet secondaire (Jothi et al., 2012).

L’objectif de notre étude consistera a évaluer 1’effet thérapeutique de 1’extrait éthanolique
des feuilles d’une plante médicinale largement utilisée par les populations rurales en
Algérie appelée Clematis flammula, sur 1’ulcére gastrique induits par 1’indométacine sur

des souris albinos males, en mesurant 1’activité de la superoxyde dismutase.
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CHAPITRE I REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1-ESTOMAC
.1.1-ANATOMIE DE L’ESTOMAC

L'estomac est un organe extensible dont la forme ressemble a celle d’une lettre J, se situant
dans la zone supérieure gauche de I’abdomen juste sous le diaphragme. Il est relié a
'eesophage de maniére proximale et de manicre distale au duodénum (Garnier et al., 2009).

Il est subdivisé en quatre régions :
Le cardia : est la zone de transition entre 1’cesophage et 1’estomac (Stevens et Low, 2006).

Le fundus : est la portion supérieure dilatée de I’estomac, situé au dessus de I’orifice du

cardia (Frank et Netter, 2007).
Le corps : est la plus grande partie de 1’estomac comprise entre le fundus et I’antre pylorique.

La partie pylorique : conformée en entonnoir, elle se compose d’une portion élargie; I’antre
pylorique qui débouche dans une portion rétrécie et le canal pylorique. Le pylore correspond a

la région sphinctérienne, distale de la partie pylorique (Moore et al., 2011).

L’estomac présente également deux courbures : La petite courbure, qui forme le bord
concave le plus court de I’estomac marquant la jonction entre le corps et la partie pylorique
de I’estomac et la grande courbure, qui elle forme le long bord convexe de I’estomac (Figure

1) (Frank et Netter, 2007).

Crifice I
du cardia =
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de
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CEsophage —— & \
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! H-‘"“:Eigf.-::,-—' Z

.'I'\ N g
Duocdanum Muscle sphincter — Antre pylorique
pylorigque (valve)

Figure 1 : Anatomie interne et externe de 1’estomac (Frank et Netter, 2007).
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1.1.2-HISTOLOGIE DE L’ESTOMAC

La paroi interne de I’estomac est constituée de quatre tuniques (de I’intérieur vers
I’extérieur): la muqueuse, la sous muqueuse, la musculeuse et la séreuse (Oberdiac et
Mineur, 2010).

La muqueuse : correspond a la couche la plus profonde tapissant la lumi¢re de I’organe ;

La sous muqueuse : elle est constituée d’une couche de tissu conjonctif lache, contenant des
vaisseaux sanguins, des neurofibres et de nombreuses cellules libres (lymphocytes,

plasmocytes...) ;

La musculeuse : la musculeuse gastrique est répartie en trois couches : Externe longitudinale,

Intermédiaire circulaire et Interne oblique ;
La séreuse : correspond a la partie externe de la paroi (Oberdiac et Mineur, 2010).

1.1.3-PHYSIOLOGIE DE LA SECRETION GASTRIQUE

La sécrétion gastrique représente la seconde des secrétions exocrines intervenant dans la
digestion des aliments (Bado et Sobhani, 2011).

L’estomac est spécialis¢é dans 1’accumulation des aliments ingérés qui y sont préparés
chimiquement et mécaniquement a la digestion et au passage dans le duodénum. Le suc
gastrique converti graduellement une masse de nourriture en une mixture semi-liquide ; le
chyme. Ce dernier est produit uniquement au niveau du fundus et du corps de I’estomac

(Moore et al., 2011).
Les glandes fundiques et le corps gastrique comportent quatre types cellulaires :

Les cellules principales (zymogénique) : de forme prismatique tronqueée, elles sont situées a
proximité des cellules pariétales et sécretent le pepsinogene (Oberdiac et Mineur, 2010).
Les cellules bordantes (cellules pariétales) : elles sont volumineuses a noyau central,
responsables de la sécrétion de I’acide chlorhydrique (Lacour et Belon, 2015).

Les cellules a mucus (cellule de collet) : sont présentes essentiellement au milieu et surtout
au sommet des glandes (Oberdiac et Mineur, 2010).

Cellules neuroendocrines gastriques (cellules G) : Elles siégent essentiellement dans
I'antre. Sécretent, sous la stimulation du systeme parasympathique et des peptides gastriques
la gastrine (Oberdiac et Mineur, 2010).
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Il existe également d’autres types de cellules endocrines situées au niveau de 1’antre et du
pylore, qui déversent leurs produits de sécrétion directement dans le sang a travers la
membrane basale qui sont: les cellules a somatostatine (cellules D) caractérisées par la
présence de longs prolongements cellulaires leur conférant une double fonction : paracrine
essentielle mais aussi endocrine, qui aboutit a un effet inhibiteur sur la sécrétion acide et la
libération de gastrine. Les Cellules sécrétant la serotonine possédent des grains de sécrétion
contenant la sérotonine et enfin les cellules sécrétant I'histamine (ou cellules ECL) sont

situées le long du tube glandulaire (Bado et Sobhani, 2011).

Le suc gastrique qui est produit par les glandes du fundus et du corps gastrique sous la
dépendance de prise d’aliment est constitué principalement de substances minérales et

organiques telles que (Bado et Sobhani, 2011) :

L’acide chlorhydrique : qui est sécrété dans la lumiére des glandes par les cellules pariétales
(Lacour et Belon, 2015).

Les pepsinogénes : sont des précurseurs enzymatiques inactifs des pepsines. Apres leurs
sécreétions, elles sont converties en pepsines sous 1’action de ’HCL (Stevens et Low, 2006).
Les bicarbonates : sont sécrétés par les cellules & mucus et restent confinés en majorité dans
la couche de mucus sous la stimulation des prostaglandines (Lacour et Belon, 2015).

Le mucus : sécrété sous I’effet de la stimulation des prostaglandines, par les cellules @ mucus
et forme a la surface de I’épithélium un film continu qui assure une protection physique,

chimique contre ’acidité et les enzymes du suc gastrique (Lacour et Belon, 2015).

1.1.3.1-MECANISME DE LA SECRETION ACIDE

Les cellules pariétales sont responsables de la sécrétion d’acide chlorhydrique, par une
enzyme spécifique appelée pompe a protons ou H* /K" ATPase, exprimée sur la face luminale
des canalicules (Ader et al., 2003 ; De Korwin et al., 2004). La sécrétion acide commence
par I’insertion des canalicules dans la membrane luminale des cellules pariétales, 1’ouverture
des canaux CI', K* (pompe CL*/K") et le transport d’un H" provenant de I'eau qui traverse
passivement I'épithélium en réponse aux gradients osmotiques créés par les transports actifs
de H” et CI" (Bado et Sobhani, 2011).
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L’augmentation de la concentration de K™ active la pompe qui permet de sécréter les
protons. Ces derniers proviennent de la dissociation de HCO3™ forme & partir du CO, et de

HO sous I’action de 1’anhydrase carbonique (Dive, 1990).

Au fur et a mesure que les ions d’hydrogénes sont pompés vers 1’extérieure (la lumiére
stomacale), les ions bicarbonates HCO’3 sont éliminés dans le sang en échange d’ions Cl™ au

pole basolatérale de la cellule (Figure 2) (Silbernagl et Despopoulos, 2008).

5 e 7 Echangeur d'anions
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. 3 AL -CanalCl- \ e
L Ck fd ClEY
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H*/K*-ATPase 2 ]
B L :
() < \}‘ ~ . Echangeur Na*/H*
Ty i __j\_ ATP)
1 ; : ﬁ
f I:'-\:}/{- Canal K*
K' s K e i
‘\_.MH

Bl 5 Cellule bordante

Figure 2: Mécanisme de la sécrétion acide par la cellule pariétale et le fonctionnement de
I’ ATPase (Silbernagl et Despopoulos, 2008).

1.1.3.2-MECANISME DE REGULATION DE LA SECRETION ACIDE

Les cellules pariétales sécretent les protons dans la lumiere gastrique sous le contrble de
nombreuses voies neurocrines (Acétylcholine), paracrine (Histamine, Somatostatine) et
endocrine (Gastrine, Sécritine) (Ader et al., 2003). Tous ces mécanismes de régulation
interagissent pour stimuler ou inhiber la production d’ions H+ (De Korwin et al., 2004).
Stimulation de la sécrétion acide

Les trois stimulants de la sécrétion acide des cellules pariétales sont 1’histamine, la gastrine
et I’acétylcholine (Figure 3).
Histamine : L’histamine agit sur la cellule pariétale par voie paracrine, en se fixant sur des
récepteurs histaminique de type Hy, ce qui provoque une augmentation d’AMPc itracellulaire
et une sécrétion de HCL (Ader et al., 2003).
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La gastrine : est une hormone sécrétée par les cellules G. Elle agit par voie endocrine sur les
cellules pariétales elle-méme en provoquant la sécrétion gastrique de pepsine, et sur les
histaminocytes en stimulant la libération de I’histamine. Les récepteurs a gastrine sont
couplés & une protéine G qui active la phospholipase C et aboutit & une augmentation de Ca**
(Lacour et Belon, 2015).

L’acétylcholine : est libérée par la stimulation du nerf vague. Elle agit directement sur les
cellules pariétales (récepteur M3) et indirectement en stimulant les histaminocytes et les

cellules a gastrine (Lacour et Belon, 2015).

HCI Ab, peptides H*

LAY
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1l \\\‘\_
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contact bouche, cesophage)

Distension gastrigus

Figure 3 : Mécanisme intracellulaire de stimulation de la sécrétion acide (Lacour et Belon,
2015)

Inhibition de la sécrétion acide

Les principaux inhibiteurs de la sécrétion acide sont la somatostatine, la sécrétine et les
prostaglandines.
La somatostatine : La somatostatine est le principal agent freinateur de la sécrétion acide
gastrique, sa sécrétion par les cellules D est stimulée par I’augmentation de la concentration
en ions H* dans la cavité gastrique (Ader et al., 2003).
La sécrétine : Est une hormone digestive libérée par la mugueuse duodénale. Elle agit par

voie endocrine en réponse a I’arrivée des nutriments dans le duodénum (Ader et al., 2003).
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Les prostaglandines PG : sont retrouvées dans la muqueuse gastrique. lls ont un role
cytoprotecteur en stimulant la sécrétion du mucus gastrique et de bicarbonate, et en inhibant
la sécrétion acide par le biais de récepteurs spécifiques (Dine et al., 2008).

La régulation de la sécrétion gastrique acide se résume en trois phases :

Phase céphalique : Contrdlée par le nerf vague de maniére réflexe par la pensee, la vue,
I’odeur, le gout et le contact des aliments dans la bouche et I’cesophage aboutissant a la
libération d’acétylcholine augmentant ainsi la production d’acide et de gastrine (Ader et al.,
2003).

Phase gastrique : est déclenchée par la présence de nourriture dans 1’estomac. Durant cette
phase il y aura une forte stimulation de la sécrétion acide. Dés lors I’augmentation des ions H*
engendra une stimulation de la secrétion de somatostatine qui inhibera la sécrétion de
gastrine et celle d’histamine aboutissant a une diminution de la sécrétion du débit acide des
cellules pariétales (Lacour et Belon, 2015).

Phase intestinale : lors de cette phase I’inhibition de la sécrétion acide effectuée auparavant
par la somatostatine sera complétée. En effet, I’arrivée des aliments dans le duodénum,
entrainera une sécrétion de sécrétine et de somatostatine qui inhiberont par voie endocrine la
sécrétion d’acide gastrique (Ader et al., 2003 ; Menche, 2013 ; Lacour et Belon, 2015).

1.1.4-MECANISME DE DEFENSE DE LA MUQUEUSE

L’intégrit¢ de la muqueuse gastrique est le résultat d’un équilibre entre des facteurs
d’agressions représentés essentiellement par les sécrétions chlorhydropeptiques (HCI,
pepsine, gastrine), et des facteurs de défense de la muqueuse (mucus, bicarbonates, flux

sanguin, la barriére épithéliale, les prostaglandines) (figure 4) (Loren et al., 2008).

e Le mucus: est un gel visco-€lastique synthétisé par les cellules de surface de la
muqueuse gastrique, qui forme un film interrompu recouvrant la totalité de la surface de
I’estomac. Son rOle est de protéger la muqueuse contre I’agression de [I’acide
chlorhydrique, comme il posséde également un pouvoir anti-infectieux face aux micro-
organismes (Menche, 2013).

e L’épithélium : situé au niveau de la membrane apicale, il possede des propriétés de
barriére en empéchant efficacement la pénétration des ions H* a I’intérieure de la

mugqueuse (Silbernagl et Lang, 2012).


http://www.sciencedirect.com.www.sndl1.arn.dz/science/article/pii/S0016508508007944
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e Les bicarbonates (HCOg3) : Ils s’accumulent dans la couche de liquide en contact direct
avec 1’épithélium et ils diffusent dans le film du mucus (Silbernagl et Lang, 2012).

e Le flux sanguin: il est essentiel dans la fourniture de I'épithélium en bicarbonate,
nutriment et en oxygene ; pour I'élimination des ions hydrogénes et agents nocifs
imprégnants la muqueuse (Loren et al., 2008).

e Les prostaglandines (PGs): sont abondantes dans la muqueuse gastrique, elles diminuent

les lésions dues aux agents agressifs (Konturek et al., 2005).

Les PGs (E; et E) exercent un rble cytoprotécteur par plusieurs mécanismes en stimulant
la sécrétion du mucus gastrique et de bicarbonate; en freinant la sécrétion d’ions H™ par le
biais de récepteurs spécifiques situés sur la cellule pariétale gastrique ; en participant au
maintien du flux sanguin muqueux et en conservant 1’intégrité de la barriére muqueuse
gastrique et I’adaptation des cellules épithéliales en réponse aux agents agressifs (Konturek

et al., 2005).

£

Figure 4 : Mécanisme de défense de la muqueuse gastrique (Silbernagl et Lang, 2012).
I.2-ULCERE GASTRO-DUODENAL
1.2.1-DEFINITION DE L’ULCERE GASTRODUODENAL

L’ulcere gastroduodénal se définit comme une perte de substance de la paroi gastrique ou
duodénale atteignant en profondeur la muqueuse, en raison d’une inflammation active (Dive,
1990).


http://www.sciencedirect.com.www.sndl1.arn.dz/science/article/pii/S0016508508007944
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1.2.1.1- LES MECANISMES DE L’ INFLAMMATION
> DEFINITION

L’inflammation est une réponse physiologique de défense de I’organisme a une agression
d’origine exogéne (bactérienne, virale, brdlure et irradiation) ou endogene. Elle est associée a
des symptdmes pénibles, locaux (rougeur, chaleur, tumeur, douleur), généraux (fievre,
asthenie...), et parfois dangereux (occlusion ou rupture d’une artére au cours d’une

vascularité) (Pasquier, 1995).

Il existe deux types d’inflammation : aigué connue pour étre non spécifique, immédiate,
qui dure quelques jours, et chronique dure plus longtemps dotée d’une spécificité (Weil et
Batteux, 2003).

> LES PHASES DE LA REACTION INFLAMMATOIRE

Sous I’influence d’un agent phlogogéne, le mécanisme inflammatoire se développe en trois
phases (Muster, 2005) :

e La phase vasculaire

La phase vasculaire est une vasodilatation artériolaire qui entraine un érytheme, un
dégagement de chaleur locale et une hyperesthésie. Cette phase s'accompagne de la
libération de substances synthétisées par les macrophages et les polynucléaires (Weil et
Batteux, 2003).

e Phase cellulaire

Cette phase est caractérisée par la formation d’un tissu de granulation, un recrutement
cellulaire, avec un afflux de leucocytes polymorphonucléaires, et une libération de
nombreux médiateurs pro-inflammatoires (Weil et Batteux, 2003).

e Phase de résolution

La phase de résolution ou de réparation, dépend de degré des lésions tissulaires. Lors de
cette phase les agents agresseurs sont éliminés par les polynucléaires neutrophiles. Dés lors
les macrophages sécréteront des cytokines et des médiateurs qui vont induire la phase de
cicatrisation et régénération tissulaire (Weil et Batteux, 2003).
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> MEDIATEURS INFLAMMATOIRES
Les différents médiateurs intervenants dans le processus inflammatoire sont résumes

dans le tableau I suivant (Henrotin et al., 2001 ; Defranco et al., 2009) :
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Tableau | : Les différents médiateurs impliques dans la réaction inflammatoire.

Médiateurs Origines Fonctions

Les cytokines pro-inflammatoires

TNF-a -Macrophage -Stimule 1’expression de molécules d’adhésions, et la production
T mastocyte des chimiokines.
-Macrophage -Induction de la fiévre.
IL-6 Cellules -Activation des phagocytes, et favorise le recrutement des
endothélliale monocytes.
INF-y S
-NK -Phagocytose et activité microbicide des phagocytes.

Meédiateurs lipidiques

Prostaglan- -Augmentation de la perméabilité vasculaire.

dines Macrophage et

Leucotriene  mastocyte

PAF -Stimule 1’agrégation des plaquettes, et augmente 1’adhérence des

cellules endothéliales.
Amines vasoactives
Histamines = Mastocyte Vasoactives, Augmentent la perméabilité vasculaire.
Meédiateurs dérivés du complément

C3a Complément Augmentation de la perméabilité vasculaire, vasodilatation et

Cha chimioattractisme.
Cytokines anti-inflammatoires

IL-10 Macrophage Diminue la production de TNF, CMH et I’expression de B7 sur
les macrophages.

TGF-p cellule T Effet anti-inflammatoire sur les CE et les lymphocytes.

11
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1.2.2-ETIOLOGIE

Il est admis que les ulceres surviennent en raison d’un déséquilibre net des facteurs offensifs
(agression chlorhydropeptique) et défensifs (barriere muqueuse) en un point précis de la
muqueuse. De multiples facteurs exogénes (comportementaux et environnementaux) ont

également été impliqués dans I'étiologie de la maladie ulcéreuse (Laloo et al., 2013).

Il a également été suggeré que les espéces réactives de I'oxygéne (ERO) principalement
I’anions super-oxyde, le radical hydroxyle et le peroxyde lipidique, constituent des espéces
nuisibles connues pour provoquer le développement d'ulcere gastrique (Bozkurt et al.,
1997).

1.2.2.1-MECANISME D’AGRESSION ENDOGENE
» AUGMENTATION DES FACTEURS D’AGRESSIONS

L’acide chlorhydrique et les pepsines sont deux €léments bien connus de 1’environnement
hostile du tractus gastro duodénal. Ces derniers, possédent la capacité de provoquer des
ulcéres (Sherwood, 2006).

» DIMINUTION DES FACTEURS DE DEFENSE

Elle concerne les mécanismes de cytoprotection a savoir : le systtme mucus, bicarbonates,
I’épithélium de surface et le flux sanguin muqueux. Cette diminution est liée a un déficit en
prostaglandines (synthétisées par toutes les cellules de I’organisme a I’exception des
hématies) qui ont un role important dans I’inhibition de la sécrétion acide gastrique et dans la

stimulation des mécanismes de défense (Coskun et al., 2004).
1.2.2.2-MECANISME D’AGRESSION EXOGENE

Plusieurs facteurs exogénes contribuent a I’augmentation de 1 incidence de 1’ulcére

gastrique a savoir :
» LES ANTI-INFLAMMATOIRE NON STEROIDIENS (AINS)

Les médicaments anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont largement utilisés pour
leurs propriétés analgésiques, antipyrétiques et anti-inflammatoires. Mais ils sont connus
pour leur effet délétére de la muqueuse gastrique comme effet secondaire. En effet, lorsqu’ils

sont administrés de maniére chronique, les AINS induisent cliniquement des dommages
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significatifs de la muqueuse gastrique par deux mécanismes: l'irritation des muqueuses directe

et I'inhibition des prostaglandines (Wallace, 2008).

L’action anti-inflammatoire des AINS résulte principalement d’une inhibition des COX.
Ces enzymes, également appelées prostaglandines synthases, catalysent la transformation de
I’acide arachidonique en prostaglandines, thromboxanes et prostacycline (Figure 5) (Halter et
al,. 2001).

La COX-1 aun effet protecteur au niveau de 1’estomac, son inactivation lors de 1’ingestion
d’AINS induira ’inhibition de la synthése de prostaglandines au niveau de 1’épithélium de
I’estomac et du duodénum qui provoquera d’un coté la diminution locale de la sécrétion de
HCO 3- ( affaiblissement de la défense de la muqueuse), et de ’autre coté I’inhibition de la

sécrétion d’acide (Konturek et al., 2005).

I Fho=pholipides rmembranaire=s I

Fho=pholipase &S0
"
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Figure 5: Mécanisme d’action et effets des anti-inflammatoire non stéroidiens (Etienne-
Selloum et Faure, 2015)

+ INDOMETACINE

L’indométacine appartient a la famille des AINS a structure indolique ; le groupement
acétique est fixé en position 3 (Figure 6). L'azote hétérocyclique est amidifié par un reste
para-chlorobenzoyle. Les autres substituants présents ont un groupement méthyle (en position

2) et un motif éther oxyde (méthoxy), en position 5 (Kirkiacharian, 2010).

13



CHAPITRE I REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

\l : CH,—COOH
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INDOMETACINE
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Figure 6 : Structure chimique de I’indométacine (Kirkiacharian, 2010).

C’est un puissant inhibiteur des deux isofomes de la COX et posseéde des effets anti-
inflammatoires, antalgiques et antipyrétiques. Cependant, I'utilisation de I'indométacine en
thérapeutique demeure limitée en raison de la sévérité de ses effets indésirables (Gehan et al.,
2009). Tels que des ulceres gastriques, qui se manifestent par divers procédés, y compris la
production d'espéces réactives de l'oxygene, l'initiation de la peroxydation des lipides,
I'infiltration des leucocytes, l'induction de I'apoptose et l'inhibition de la synthése des
prostaglandines (Sudhir et al., 2012) .

» ESPECES REACTIVES DE L’OXYGENES (EROs)

Les especes réactives de 1’oxygéne (EROS) comme I’anion superoxyde O, ; I’hydrogéne
peroxyde H,O; et le radical hydroxyl OHont été signalés comme responsables de nombreuses
affections, y compris des ulceres gastroduodénal. En effet, ils sont connus pour jouer un role
dans I'induction et la pathogenése des lésions gastro-duodénale ainsi que la sécrétion alcaline
(Bozkurt et al., 1997).

» AUTRES FACTEURS

Plusieurs autres facteurs exogénes contribuent a accroitre 1’incidence de 1’ulcére gastrique a
savoir : I’infection par Helicobacter pylori, le tabagisme, la consommation excessive d’alcool

et le stress (De Jesus et al., 2012).
1.2.3-THERAPEUTIQUE DE L’ULCERE GASTRODUODENAL
1.2.3.1-AGENT REDUISANT LA PHYSIOLOGIE DE L’'ULCERE

s ANTIOXYDANTS

L'organisme posséde des systemes de défense tres efficaces, les antioxydants enzymatiques
et les antioxydants non enzymatiques (Figure 7) (Favier, 2003). Un antioxydant peut étre
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défini comme toute substance qui est capable, a concentration relativement faible, d'entrer en
compétition avec d'autres substrats oxydables et ainsi retarder ou empécher I'oxydation des
ces substrats (Ladoh et al., 2014).

v Antioxydants enzymatiques :

Les enzymes anti-oxydantes sont synthétisées par 1’organisme tels que la catalase (CAT),
glutathion peroxydases (GPx) et la superoxyde dismutase (SOD). Ces trois enzymes

présentent une premiére ligne de défense contre les radicaux libres (Denis, 2006).

O, Arginine
oxygene
7
L Vv =4

NO monoxyde

. O
anion superoxyde ass
superoxyde disnluu\sc::j; — H azote
superoxyde dismutase @L:’: —— 4
’ I HzOz

ONOOH

peroxyde d’hydrogéne peroxinitrite
e s T —

xlutathion roxydase — Fe

i e = i |Se ll Cu E sélénoprotéine P|Se l

| catalase T m— x

- . L H->O
thioredoxine peroxydase — radical hyvdroxvle
thioredoxine réductase
l ADN oxydés | | Lipides oxydés l I Protéines oxydées ]

Figure 7 : Mode d’action des principaux systémes enzymatiques antioxydants (Favier, 2003).
» La superoxyde dismutase

La SOD a été découverte en 1968 par Joe McCord et Irwin Fridovich (McCord et
Fridovich, 1969). C’est une enzyme ubiquitaire, qui représente une des premiéres lignes de

défense contre le stress oxydant (Hatem et al., 2010).

Elle assure I’¢limination de 1’anion super-oxyde (O") par une réaction de dismutation, en le
transformant en peroxyde d’hydrogeéne et en oxygeéne (Figure 8) (Afonso et al., 2007). Ces
derniers sont ensuite rapidement catabolisés par la catalase et la glutathion peroxydase en

dioxygeéne (O,) et en molécule d’eau (H,0) (Kwiecien et al., 2002).
Oy + Oy + 2H ———— H,O, + O,
Figure 8 : Mécanisme d’action du superoxyde dismutase (Gao et al., 1998).
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e Lasructure

La superoxyde dismutase (SOD : EC 1.15.1.1) est une métallo-enzyme de nature protéique
dont la fonction dépend essentiellement de leur localisation (Jochen et al., 2004) (figure 9).
Sa structure quaternaire forme un puit hydrophobe a 1’intérieur duquel glisse 1’anion
superoxyde (Afonso et al., 2007).

Figure 9 : Structure de I’enzyme superoxyde dismutase (Jochen et al., 2004).
e Les différents types de la SOD :

Chez I’homme, il existe trois isoformes de 1’enzyme SOD caractérisés de fagon biochimique
et moléculaire : la Cu/Zn-SOD1 cytosolique, la Mn-SOD2 mitochondriale et la Cu/Zn-SOD3
extracellulaire. Ces isoméres différent par leurs localisations cellulaires et chromosomiques
du géne, leurs contenus métalliques, et leurs structures quaternaires (Tableau I1) (Kwiecien et
al., 2002).
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Tableau Il : Les différents types de la superoxyde dismutase (Zelko et al., 2002, Muscoli et
al., 2003, Afonso et al., 2007).

Types Localisation choromosimique Structure

et cellulaire
SOD1 - Sur le chromosome 21. -Protéine dimérique, chaque sous-unité
(Cu/zZznSOD1) contient un site actif.

-Présente dans le cytoplasme, le
compartiment  nucléaire, et -Masse moléculaire d'environ 32 Kda.
I’espace intermembranaire

mitochondrial des cellules

mammiferes
SOD2 - Sur le Chromosome 6. -Protéine homotétramére possédant du
) ) ) manganése (Mn) dans son centre
(MnSOD2) -Les mitochondries humaines. o i o
réactif avec un poids moléculaire de 96
kda.
SOD3 -chromosome 4 - Structure inconnue

(Cu/ZnSOD3) -Détectée au niveau de
plusieurs compartiments
extracellulaires tels que le
plasma, lymphe et le fluide
cérebrospinal du poumon

céphalorachidien.

v' ANTIOXYDANTS NON ENZYMATIQUES
Contrairement aux enzymes antioxydants, la plupart de ces composants ne sont pas
synthétisés par 1’organisme et doivent étre apportés par I’alimentation pour limiter 1’effet
nocif des espéces réactives de 1’oxygéne dans la cellule. Cette classe d’antioxydant est
représentée par les vitamines (E, C, A), I’acide a-lipoique, I’ubiquinone et les oligoélements
(sélénium, cuivre, zinc, manganese) ainsi que les métabolites secondaires (polyphénols,
alcaloides... etc) (Hatem et al., 2010).
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% TRAITEMENT CHIMIQUE (MEDICAMENT)

Une large gamme de médicaments est disponible pour le traitement de l'ulcére gastrique qui
comprend les antagonistes des prostaglandines, inhibiteurs de la pompe a protons,
antagonistes des récepteurs H2 a I’histamine, antiacides, pansement gastrique et éradication
d’H pylori (Ignatius et al 2012), Le tableau (voir annexe 1) résume le mécanisme d’action de
ses différentes catégories de médicaments. Cependant, d’innombrables effets indésirables sont
causés par ces derniers (par exemple, hypersensibilité, gynécomastie, impuissance, arythmie
et les changements hématopoiétiques) (Santin et al., 2010).

Ainsi, la recherche de nouveaux médicaments qui permettent le développement de thérapies
alternatives pour le traitement des ulceres gastriques est d'une importance primordiale, et dans
ce contexte, les extraits de plantes sont parmi les sources les plus prometteuses de nouveaux

traitements pour cette maladie (Dashputre et Naikwade, 2011).

1.3-PHYTOTHERAPIE DE L’ULCERE
Les plantes médicinales possédent des vertus thérapeutiques grace a leur richesse en
métabolites secondaires & savoir les composés phénoliques.

1.3.1-DEFINITION DES POLYPHENOLS

Les composés phénoliques ou les polyphénols(PP) sont des produits du métabolisme
secondaire des plantes, largement distribués dans le régne végétal. Leur biosynthése se fait
par deux voies principales qui sont: la voie de ’acide shikimique et La voie polyacétate
(Martin et Andriantsitohaina, 2002).

1.3.2- STRUCTURE CHIMIQUE ET CLASSIFICATION DES POLYPHENOLS

La structure chimique est commune pour tous les polyphénols par I’existence d’au moins
un noyau phénolique a 6 carbones, auquel est directement lié au moins un groupe
hydroxyle (OH) libre ou engagé dans une autre fonction : éther, ester ou hétéroside. Les
polyphénols sont classés en différents groupes, en fonctions du nombre de noyaux
aromatiques et les éléments qui les relient, a savoir, les acides phénoliques, les flavonoides

et les tanins (Martin et Andriantsitohaina, 2002).
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» Acide phénolique

Les acides phénoliques sont des composés organiques possédant au moins une fonction
carboxylique et un hydroxyle phénolique. lls sont représentés par deux sous-classes : les
dérivés de I’acide hydroxybenzoique (C6-C1) et les dérivés de I’acide hydroxycinnamique

(C6-C3) (Pandey et al., 2009).
> Flavonoides

Les flavonoides sont les composés les plus abondants des composés phénoliques. Ils
possédent un squelette de base a quinze atomes de carbone, constitué de deux noyaux
aromatiques et d'un hétérocycle central (De Lira et al., 2009). Il existe plusieurs classes
de flavonoides, dont les principales sont les flavones, les flavonols, les flavan-3-ols, les

isoflavones, les flavanones et les anthocyanidines (Pandey et al., 2009).
» Les tanins

Les tanins sont des substances polyphénoliques de structure variée, de saveur astringente et
ayant en commun la propriété de tanner la peau, cette aptitude est liée a leurs capacités a se
combiner aux protéines. lls sont présents dans divers organes: 1’écorce, les feuilles, les fruits,
les racines et les graines. Il existe deux groupes de tanins qui se différent par leurs structures
ainsi que par leurs origines biogénétiques: Les tanins hydrolysables et les tanins condensés
(Sereme et al., 2010).

1.3.4- ACTIVITE BIOLOGIQUE DES COMPOSES PHENOLIQUES

Les composés phénoliques ont de multiples activités biologiques qui leur permettent de
protéger I’organisme du stress oxydatif et diverses pathologies (Boros et al., 2010). Les
polyphénols sont connus pour leurs effets anti-oxydants, par leurs capacités de piéger les
radicaux libres et d’activer les antioxydants présents dans le corps, ainsi que leurs effets anti-

inflammatoires et anti-ulcéres (Santangelo et al., 2007).
» Activité gastro-protectrice

Des études menées sur des plantes médicinales ont prouvé I’implication de cOmposes
phénoliques dans la thérapie de multiples maladies. En effet, des propriétés gastro-protectices

et antiulcéreuses ont été attribuées aux composés phénoliques de ces plantes. Ces derniers se
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sont avérés de puissants protecteurs de la muqueuse gastrique, des lésions produites par divers
agents ulcérogénes expérimentaux. En outre, ceux-ci peuvent étre utilisés comme une
alternative ou un agent additif a la thérapie actuelle. Par conséquent, ces composes peuvent
avoir un potentiel thérapeutique plus efficace et moins toxique pour le traitement des ulceres
gastro-duodénaux (Tableau I11) (Sumbul et al., 2011).
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Tableau 111 : Activités gastro-protectives de quelques plantes médicinales.

Plante
(famille)

Ficus
religiosa

(Moraceae)

Wilbrandia
ebracteata

(Cucurbita-
ceae)

Cansjera
rheedii(Opi-
Iliaceae)

Trigonella
foenum-
graecum
Linn
(Fabaceae)

Byrsonima
sericea(Malp
ighiaceae)

Merremia
tridentata(Co
nvolvulaceae

Anacardium
occidentaleL
(Anacardia-
cea)

Extrait

Extrait éthanolique

des feuilles

Extrait
méthanolique des
feuilles

Extrait
méthanolique des
feuilles

Extrait
méthanolique des
feuilles

Extrait éthanolique

des feuilles

Extrait brut
d’acétone et sous
fractions des
racines

Extrait
hydroéthanolique
des feuilles

Composition

Flavonoids

Tanins

Flavonoids

Flavonoids

Composés
phénoliqus

tanins

Flavonoids
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Notre étude vise a évaluer I’effet anti-ulcére de I’extrait éthanolique des feuilles de
Clematis flammula in vivo, sur des souris males albinos en utilisant comme agent ulcerogene

I’indométacine et cela en mesurant 1’activité de la superoxyde dismutase.
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II- MATERIELS ET METHODES
11.1- MATERIELS

11.1.1- MATERIEL VEGETAL « Clematis flammula »

11.1.1.1-DESCRIPTION BOTANIQUE

Clematis fammula ; également appelée Clématite brdlante, est une plante grimpante a
feuilles caduques avec une base ligneuse, allant de 3 a 5 m de hauteur. Ses feuilles sont
composees de folioles étroitement liées d’un nombre allant de 9 & 15 et portés par de longs
pétioles. Cette plante est dotée de trés nombreuses fleurs blanches, disposées en panicules
laches. La fleur qui mesure 3 cm, est composée de 4 a 5 sépales pétaloides blancs et hérissés
ainsi que de nombreuses étamines blanches. Ces derniéres dégagent un puissant parfum

suave, au coucher du soleil (Eichler et al., 2013) (Figure 10).

(A) (B)

Figure 10: (A) Feuilles de Clematis flammula (Photographie originale)

(B) Fleurs de Clematis flammula (www.taylorsclematis.co.uk.).
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» TAXONOMIE

La taxonomie rapportée ci-dessous a été décrite par (Gaussen et al., 1982)

Regne
Embranchement
Classe

Ordre

Famille

Genre

Espese

Végétal
Angiosperme
Eudicots
Ranunculales
Ranunculacées
Clematis

Clematis flammula

» NOMS VERNACULAIRES

e

%

X/
°

Nom scientifique :
Nom arabe :
Nom berbére :

Nom francais :

Nom anglais:

Clematis flammula.

Nar el-barda, Yasmine bari.

Azenzou, Zenzou.

Clématite bralante, Clematite flamme,
Clématite flammette, Clématite odorante,
Clématite poivrée, Flammule.

Fragrant Virgin's-bower, Sweet-scented

virgin's-bower, Virgin's-bower.

» COMPOSITION CHIMIQUE

Le genre “ Clematis” est composé d’une large gamme de constituants chimiques tels que

des triterpénoides, des flavonoides, des lignanes, des coumarines, des alcaloides, des huiles

volatiles, des stéroides et bien d’autres composés (Chawla et al., 2012).

> TOXICITE DE LA PLANTE

En dépit de I’utilisation mondiale de la partie aerienne séchée du genre Clematis contre les

troubles inflammatoires dans la médecine traditionnelle, la partie aérienne fraiche est connue

pour posséder une action irritante sévere sur la peau (Yesilada et Kupeli. 2007).
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11.1.1.2. UTILISATIONS TRADITIONNELLES ET EFFETS THERAPEUTIQUES

Dans la médecine traditionnelle, les parties aériennes de diverses especes du genre Clematis
sont particulierement utilisées en Europe et en Asie de I'Est, pour leurs propriétés diurétique,
antipaludéen, anti-dysentérique, antirhumatismale, antidouleur et antipyrétique (Chawla et
al., 2012).

Ces plantes sont également utilisées pour soigner les infections oculaires, les symptémes
gonococciques, les maladies osseuses, les troubles chroniques de la peau, la goutte et
varicosités, les cloques et sont aussi utilisées comme cataplasme pour soulager les plaies
purulentes et les ulcéres de peau. De plus, cette plante est préconisée comme antidote contre
les morsures de serpents (Chawla et al., 2012). Le genre Clematis est traditionnellement
utilisé pour le traitement des affections inflammatoires par les autochtones australiens (Li et
al., 2006).

Dans les fermes agricoles chinoises, la partie aérienne de cette plante est souvent utilisée
comme insectifuge pour prévenir la détérioration du blé et le mais stocké (Chawla et al.,
2012).

En Turquie, dans la région du nord d’Anatolie, la partie aérienne ou les feuilles de Clematis
flammula sont utilisées pour soulager temporairement les douleurs articulaires. Cette action
se fait en déposant une patte obtenue a partir de la partie fraiche aérienne sur les articulations
inflammatoires pendant 15 a 30 minutes, de telle sorte, que I’irritation provoquée sur la peau

ouvre une bréche et draine I'cedéme (Yesilada et al, (1997).

Cette propriété anti-inflammatoire a été démontrée scientifiquement par des travaux menés
par Yesilada et Kupeli, (2007), sur les parties aériennes de Clematis flammula en Turquie.
Cette étude s’est intéressee a 1’effet des extraits sur les cytokines : IL-a, IL-p et TNFa, qui
sont connus pour jouer un role dans les processus inflammatoire, ainsi, un fort effet inhibiteur
sur la synthése des cytokines de types TNFa, a été prouvé pour l'extrait brut et les fractions

méthanoliques de cette plante.

En Algérie, les feuilles de Clematis flammula sont utilisées pour traiter l'arthrite et les

bralures superficielles (Atmani et al., 2009).
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11.1.2 MATERIEL ANIMAL

Pour mener notre étude, des souris Albinos males de souche NMRI, dont le poids corporel
varient entre 25 et 30grammes, avec une moyenne d’age égale a (6+2) semaines ont été
utilisées. Ces animaux ont pour provenance I’animalerie de I’université de A. Mira de Bejaia
(figure 11). L’expérimentation a été réalisée au niveau du laboratoire de génétique de
I’université de Bejaia (Figure 11).

Figure 11: Souris Albinos (photographie originale).
> CONDITIONS D’ELEVAGES

Les souris ont été élevées dans des cages spéciales en polystyréne. Pour respecter leurs
cycles biologiques, elles ont été mises sous des conditions ; de température ambiante variant
entre (24-26°), avec un acces libre & la nourriture (aliment bouchon) et & 1’eau du robinet, et
un cycle de lumiére et d’obscurité 12h /12 h par jours (Figure 12).

|1
=

|

&I

[

Figure 12 : Elevage des souris au sein de I’animalerie (Photographie originale)
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11.1.3 MATERIEL DE LABORATOIRE
» REACTIFS CHIMIQUES

Indométacine (C19H10CINO4), misoprostol (Cytotec 200ug), Tris-hcl (Tris (hydromethyl)
amino-methane hydrochloride), EDTA (acide ethylene diamine tétraacétique), Pyrogallol (1, 2,
3, trihydroxybenzéne), CMC (0,8%), KH2POas(potassium phosphate monobasique), K:HPO4
3H20 (potassium phosphate Dibasic Trihydrate), Chlorophorme, acide chlorhydrique (hcl) 36%,
solution Bradford, 1’eau physiologique (Nacl 0,9%).

» MATERIELS

Spectctrophotometre  UV-1800 SHIMADZU, Centrifugeuse SIGMA, homogénéisateur
Heidolph, loupe binoculaire CARL ZEISS, Vortex VELP, Balance RADWAG (min 0,02g-
max600g), balance de précision RADWA (min 10mg-max22g), Thermometre MULTI-
THERMOMERTER IHM (entre -50°C et +300°C), appareil photo SONY X16 pixels, pH
métre HANNA, sonde de gavage, micropipettes, cuve en quartz et différents verrerie (becher,

pilon, mortier...etc).

11.2-METHODE

Cette présente étude, est basée sur 1I’évaluation de 1’activité gastro-protective de 1’extrait brut
des feuilles de Clematis flammula sur des souris albinos traitées avec un agent ulcerogene

I’indométacine en suivant |I’activité de la superoxyde dismutase gastrique.

11.2.1-PREPARATION DES EXTRAITS

Les feuilles de Clematis flammula ont été récoltées durant le mois de mai 2015 au niveau de la
forét de Tizi Naftah, d’Amizour de la wilaya de Béjaia.

Les feuilles de C. flammula ont été séchées dans un endroit aére, ensuite placées dans 1’étuve
afin d’éliminer toutes trace d’humidité. Les feuilles ont été broyées a 1’aide d’un broyeur
électrique (KIKA labortechniK M20), puis tamisées jusqu’a 1’obtention d’une poudre tres fine de
diamétre < 63um.

L’extraction des polyphénols a partir des feuilles de C. flammula a été effectuée selon le

protocole d’extraction de Atmani et al., (2011), en suivant ces étapes :

27



CHAPITRE I1 MATERIELS ET METHODES

1. Macération (24h) : qui consiste a mélanger 100g de poudre de feuilles dans 400ml
d’éthanol (96%) et laisser agiter le tout pendant 24 heures.

2. Décantation (24h) : une fois la macération achevée, on met le mélange dans une
éprouvette et laisser décanter pendant 24 heures

3. Séparation des phases : on récupéere le surnageant et on le dispose dans des ballons
spécifiques des rotavapeurs a fin de récupérer ’extrait brut.

4. Evaporation : le rotavapeur permettra 1’évaporation de I’éthanol obtenant ainsi I’extrait
brute qu’on disposera dans des boites. une fois que tout I’éthanol s’évapora et que les

boites atteindront un poids fixe, elles seront conservées a -20°c
11.2.2-ETUDE DE L’ACTIVITE ANTI-ULCERE
11.2.2.1- INDUCTION DE L’ULCERE GASTRIQUE PAR L’INDOMETACINE

L’activité anti-ulcére de C. flammula a été testée sur 1’ulcére expérimental induit par

I’indométacine, selon le protocole de Djahanguiri, (1969) avec quelques modifications.

Les souris ont été réparties de maniére aléatoire en sept lots (n=8), et ont été privées de

nourriture 18 heures précédant chaque expérimentation.

Ces derniéres ont été privées d’eau, pesées puis marquées une heure avant que les différents
traitements leurs soient administrés par voie intra-gastrique (Figure 13). Le Misoprostol
(Analogue de prostaglandine synthétique) a 200ug/kg, ainsi que les différentes concentrations de
la plante 25, 50, 100 et 200mg/kg ont été administrés une heure avant 1’administration de

I’indométacine.

Ainsi nous pouvons diviser les souris en 7 groupes différents selon le type de traitement qui

leurs a été administré

= Groupel : témoin n’ayant regu que 1’eau physiologique.

= Groupe?2 : indométacine ayant recu le véhicule CMC (10ml/kg) + indométacine a
25mg/10ml/kg.

= Groupe 3, 4, 5 et 6 : ayant regu I’extrait brut éthanolique de Clematis flammula a des
concentrations allant de 25, 50, 100 a 200mg/10ml/kg respectivement et I’indométacine a
25mg/10ml/kg.

= Groupe7 : test standard ayant recu le Misoprostol (200ug/Sml de CMC) et
I’indométacine a 25mg/10ml/kg.
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(A) (B)

Figure 13:(A) Détermination des poids des souris (B) Gavage des souris avec différents

traitements (photographie originale).
> SACRIFICE ET RECUPERATION DES ESTOMACS

Les souris ont été sacrifiées 4 heures suivant I’administration de 1’indométacine par
dislocation cervicale sous anesthésie au chloroforme. Les estomacs ont été prélevés suite a
une dissection ventro-médiane, ces derniers ont été incisés selon la grande courbure, lavés

avec une solution saline puis étalés sur une lame en verre.

Des photographies ont été ainsi prises a 1’aide d’un appareil numérique au grossissement de

16 méga pixel d’une loupe binoculaire (Figure 14).

Figure 14 : Les différentes étapes du sacrifice des souris (photographie originale).
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» BROYAGE DES ESTOMACS

Les estomacs ont été broyés dans un tampon PBS a pH 7,4, a I’aide d’un mortier tout en
les gardant au frai, puis ont été homogénéisés en utilisant un homogénéisateur électrique
Heidolph. L’homogénat a été réparti dans des tubes, puis centrifugé a 4°C durant 10min a
10000g. Les surnageants obtenus a la fin de cette étape ont été récupérés dans des éppendorfs

et conserves & -80°C pour d’ultérieures utilisations (Figure 15).

Figure 15 : Etapes de broyage des estomacs (photographie originale).
11.2.2.2. EVALUATION DE L’ACTIVITE ANTI-ULCERE

L’effet inhibiteur de ’ulcére des extraits de la plante étudiée a été évalué en utilisant deux

méthodes.
> UTILISATION DU PROGRAMME IMAGE J

Les photographies des estomacs ont été analysées par le programme Image J
(http://rsb.info.nih.gov/ij/). les résultats obtenus lors de cette analyse, qui consiste en la
mesure de la surface des Iésions gastriques ainsi que la surface totale de chague estomac, nous
ont permis de calculer deux parametres différents (Szabo et Hollander, 1989).

v Le pourcentage d’ulcération qui a été calculé selon la formule suivante :

% d’ulcération = (surface totale des lésions/ surface totale de I’estomac) * 100

30


http://rsb.info.nih.gov/ij/)
http://rsb.info.nih.gov/ij/)
http://rsb.info.nih.gov/ij/)

CHAPITRE I1 MATERIELS ET METHODES

v Le pourcentage d’inhibition de 1’ulcére a été calculé pour chaque groupe traité

selon la formule suivante :
% Inhibition = ((Usc-Ust)/Usc)*100
Usc : surface ulcérée du contrble.
Ust : surface ulcérée du test.

> DOSAGE DE L’ACTIVITE ENZYMATIQUE SPECIFIQUE DE LA
SUPEROXYDEDISMUTASE DANS LES HOMOGENATS D’ESTOMACS

L’évaluation de I’activité de la supersoxyde dismutase a été réalisée en suivant la procédure

décrite par Marklund et Marklund, (1974), avec quelques modifications.

Le principe du dosage est basé sur la compétition entre la réaction d’oxydation du
pyrogallol (benzene-1,2,3 triol) par 1’anion superoxyde (02°) et la dismutation de ce dernier
par la SOD et cela en présence d’EDTA. Ainsi cette technique consiste a suivre la dismutation

du radical anion superoxyde (027) en mesurant les variations des absorbances correspondants
aux variations de la couleur de la solution durant trois minutes (Marklund et Marklund,

1974).

Le pyrogallol posséde une forme anionique comme phénolate qui en milieu alcalin est
oxydé en produits quinoniques accompagné par la consommation d'oxygéne produisant une
couleur marron claire (Rahmani et al., 2014). D’autre part, I’auto-oxydation du pyrogallol
en presence d’EDTA est inhibée jusqu’a 90% par la SOD a pH allant de 7,9 a 9 (Gao et al.,
1998).

La réaction d'autoxydation peut étre représentée comme un transfert de deux électrons

d'oxo-anions de I'oxygéne moléculaire en deux étapes (Figure 16)

"O-R-O" Yoo '()-R O=R=() ————3 Produits
/\ 0,~ H,0,

Figure 16 : Auto-oxydation du pyrogallol (Rahmani et al., 2014).

Dans cette étude, le dosage a été réalisé a 25°c, dans un mélange constitué : d’un tampon
(Tris-Hcl 50mM et EDTA 1mM) & pH 8,2 + une fraction d’homogénat + du pyrogallol
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15mM, puis la lecture des absorbances a été effectuée a une longueur d’onde égale a 420nm
pendant 3minutes (Marklund et Marklund, 1974).

Une unité de SOD est décrite comme étant la quantité d'enzyme requise pour provoquer
50% d'inhibition de I’autoxydation du pyrogallol par ml de mélange d'essai par 3 minutes
(Marklund et Marklund, 1974) Les résultats ont été exprimés en unités de SOD par mg de

protéine pour les tissus homogénats.
> DOSAGE DES PROTEINES

La concentration de protéine dans les homogénats d’estomacs a été déterminée selon la
méthode de Bradford qui utilise le bleu de coomassie comme réactif. Il s’agit d’une réaction
colorimétrique, en effet, le bleu de comassie (G250) réagit avec les groupements amines
(NH>) des protéines pour former un complexe de couleur bleue. L’intensité de la couleur
correspond & la concentration des protéines. La concentration des protéines a été déterminée
par comparaison a une courbe d’étalonnage (voir annexe) établie avec 1’albumine sérique

bovine (BSA) est exprimée en pg/mg d’homogénat d’estomac (Bradford, 1976).
» ANALYSE STATISTIQUE

Les résultats ont été exprimés en moyenne (M + SEM) pour chaque groupe. Les données ont
été statistiquement évaluées par le logiciel Graph Pad Prism5, en utilisant le test «t ANOVA », P
valeurs inférieures a 0,05 (p<0.05), les différences ont été considérées comme significatives ; P
valeurs inférieures a 0,01(p<0.01), les differences ont été considérées comme hautement
significatives et enfin P valeurs inférieures a 0,001(p<0.001), les differences ont été considérées

comme etant treés hautement significatives.
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III-RESULTATS ET DISCUSSIONS
I11.1- RESULTATS
111.1.1- OBSERVATIONS MACROSCOPIQUES DES LESIONS

L’administration intra-gastrique de 1’indométacine (25mg/Kg) a des souris a engendré des
lésions gastriques au niveau de la partie glandulaire de 1’estomac correspondant a des
ulcérations et se manifestant par des rougeurs de la muqueuse en signe d’hémorragies,
d’autres signes visibles sont des cedémes et inflammations en réponse aux ulcérations (Figure
17 B). D’autre part, les estomacs des souris du groupe témoin (figure 17 A) ne présentent

aucune des lésions décrites précédemment.

En outre, les observations macroscopiques des estomacs des souris des groupes tests
prétraités par 1’extrait éthanolique de C. flammula a différentes concentrations de 25, 50, 100
et 200 mg/kg (Figures 17 C, D, E et F) ont montré une nette réduction des lésions gastriques
produites par I’agent ulcérogéne, par rapport au groupe de souris traités par I’indométacine.
Cette amélioration apparait dose-dépendante (de 25 a 50mg/kg) avec une amélioration nette

par la dose de 100mg/kg (Figure 17 E) et moindre a 200mg/kg.

Aussi, le prétraitement des souris avec le médicament standard connu pour son effet gastro-
protecteur, le misoprostol, a une dose 200ug/kg, a réduit efficacement les ulcérations (Figure

17 G) de fagon a restaurer 1’aspect normal et sain de 1’estomac.
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e

Figure 17: Photographies originales d’estomacs de souris : sain (témoin) (A), ulcéré par
I’indométacine (B), traités par 1’extrait éthanolique de C. flammula a 25 mg/kg (C), 50 mg/kg
(D), 100 mg/kg (E), 200 mg/kg (F) et par le misoprostol a 200 pg/kg (G).
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111.1-2- EVALUATION DU DEGRE D’ULCERATION ET D’INHIBITION PAR LE
CALCUL DES SURFACES

L’estimation des surfaces 1ésées par rapport aux surfaces totales au niveau de la muqueuse
gastrique a I’aide du logiciel Image J nous a permis d’évaluer I’effet anti-ulcére de 1’extrait
éthanolique de C. flammula contre les Iésions induites par I’indométacine. Les résultats sont

montrés dans le tableau VI.

Tableau VI : Pourcentages d’ulcération (calculé par le logiciel Image J) et d’inhibition de

I’ulcére pour les différents groupes.

Groupes Doses (mg/kg) % d’ulcération % d’inhibition

indométacine

25 21,70+3,09% _
25 1,5040,29%*** 93,04+1,38%*
Extrait éthanolique 50 0,490, 1796+ 97,70+0,79%
de C. flammula
100 0,39+0,08%*** 98,18+0,38%
200 0,62+0,10%*** 97,14+0,47%
Misoprostol 200x10-3 0,38+0,04%*** 98,23+0,19%

Les valeurs du tableau pour chaque groupe (n=8) correspondent a la moyenne + SEM;
*** P<0,001 différence trés hautement significative par rapport au groupe indométacine.

L’analyse statistique des résultats du pourcentage d’ulcération illustré dans le tableau VI
indique D’existence d’une différence trés hautement significative (p < 0,001) entre les groupes
de souris traités par 1’extrait éthanolique de C. flammula a des concentrations différentes et le
groupe traité par le misoprostol par rapport au groupe indométacine, qui n’a recu aucun

traitement.

En effet, le groupe indométacine a exhibé un pourcentage d’ulcération maximal
correspondant & une valeur de 21,70+3,09%, alors que les pourcentages d’ulcérations notés
par les groupes traités avec 1’extrait brut des feuilles de C. flammula a 25, 50, 100 et 200
mg/kg sont de 1,50+0,29; 0,49+0,17; 0,39+0,08 et 0,62+0,10%, respectivement, et celui du

groupe traité par le misoprostol est de 0,38+0,19%.

35



CHAPIIRE I11 RESULTATS ET DISCUSSION

Selon les résultats obtenus pour les pourcentages d’inhibitions, 1’extrait éthanolique de C.
flammula a 100mg/kg a montré le plus grand pourcentage d’inhibition avec une valeur de

98,18+0,38% comparable a celui du misoprostol (98,23+0,19%).

Statistiguement lorsque nous avons comparer le pourcentage d’inhibition des quatre doses
de I’extrait éthanolique de C. flammula par rapport au médicament standard misoprostol a
I’aide du test ANOVA suivi par le test de « Dunnett », seul la dose de 25mg/kg a montré une
différence significative (P<0,05), le reste des doses de I’extrait de la plante (50,100 et 200
mg/kg) n’ont signalés aucune différence significative par rapport au médicament standard.

111.1.3- ESTIMATION DE L’ACTIVITE DE LA SUPEROXYDE DISMUTASE

L’effet gastro-protecteur des feuilles de Clematis flammula a été évalué en mesurant
I’activité enzymatique spécifique de la superoxyde dismutase (SOD) dans les estomacs des

différents groupes, les résultats obtenus sont exprimés en U/mg de protéines.

Les groupes de souris tests et standard ont été comparé a 1’aide du test ANOVA suivi par le
test de « Dunnett » d’une part par rapport au groupe traité par I’indométacine et d’autre part

par rapport au groupe témoin.

L’analyse statistique a révélé une diminution significative (P<0,05) de [Dactivité de la
superoxyde dismutase chez le groupe de souris gavé par I’indométacine par rapport au
groupe témoin avec des activités enzymatiques spécfiques de 7,95+0,65 et 14,47+1,17 U/mg

de protéines, respectivement.

Le prétraitement des souris avec le médicament standard misoprostol & une dose de
200pg/kg a induit une augmentation trés hautement significative (P<0,001) de I’activité de la
SOD avec une valeur de 20,71+1,79 U/mg de protéine, comparativement a la valeur notée par
le groupe des souris du groupe indométacine qui n’ont pas recu ce médicament (7,95+0,65

U/mg de protéines).

Une augmentation trés hautement significative (P<0,001) de ID’activit¢ de la SOD a
également été signalée chez les groupes de souris traités avec les doses de 50, 100 et 200
mg/kg de I’extrait éthanolique des feuilles de C. flammula avec des valeurs de 18,05+2,53 ;
19,24+1,87 et 18,55+1,38 U/mg de protéines, respectivement. Cette augmentation n’est pas

dose-dépendante, comme révélée par I’analyse macroscopique.
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Cependant, I’extrait éthanolique de C. flammula a 25mg/kg n’a augmenté ’activité de la
SOD que de maniére hautement significative (P<0,01) avec une valeur de 16,17+1,73 U/mg

de protéines par rapport a la valeur notée pour le groupe indométacine (7,95+0,65 U/mg de

protéines).
251
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Figure 17 : Représentation en histogramme de I’effet de 1’extrait éthanolique des feuilles
de Clematis flammula sur 1’activité enzymatique de la superoxyde dismutase (SOD). Les
données sont représentées en moyennetx SEM pour n=8 ; * P<0,05 différence significative,
**P<(0,01 différence hautement significative, *** P<0,001 différence tres hautement
significative par rapport au groupe indométacine, * P<0,05 différence significative par
rapport au groupe témoin.

Les résultats obtenus révelent que le médicament misoprostol a exhibé une meilleure
protection de I’estomac en enregistrant la plus grande valeur de I’activité¢ de la SOD par
rapport aux quatre doses de I’extrait brut de C. flammula a 25, 50, 100 et 200mg/kg testées,
qui induisent aussi une augmentation de ’activité de la SOD avec un effet prononcé pour la
concentration de 100mg/kg. Par contre statistiquement en effectuant une analyse par le test
« Tukey » aucune différence n’a été enregistrée entre le misoprostol et les quatre doses de

I’extrait éthanolique de C. flammula.

L’analyse statistique ANOVA suivi par le test de « Dunnett » qui a également permis de
comparer 1’activité enzymatique spécifique de la SOD des groupes tests et standard avec celle

du groupe témoin n’a révélé la présence d’aucune différence significative entre eux, laissant
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penser que le misoprostol ainsi que 1’extrait éthanolique des feuilles de Clematis flammula a

25, 50, 100 et 200mg/kg ont rétabli 1’activité normale de la superoxyde dismutase.
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111.2-DISCUSSION

L’ulcére gastroduodénal est une maladie multifactorielle qui implique des facteurs
endogénes et exogeénes, y compris un déséquilibre entre les facteurs offensifs (pepsine et
I'acide chlorhydrique) et les facteurs défensifs (mucus et bicarbonate). Les principales causes
des ulceres d’estomac sont le stress, I’infection par Helicobacter pylori, la consommation
d’anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), le tabagisme, et la consommation excessive
d'alcool. Les dommages gastroduodénaux liés aux AINS sont trés fréquents, et sont
considérés comme étant les plus dangereux (Adhikary et al., 2010). C’est pour cela que notre
choix s’est porté sur I’induction de I’ulcére par I’indométacine qui est considéré comme étant
le médicament de premier choix pour produire 1’ulcére expérimental étant donné qu’il
possede le potentiel ulcerogene le plus élevé par rapport aux autres AINS (Suleyman et al.,
2010). L’étape qui suit a été d’évaluer I’effet cytoprotecteur de I’extrait éthanolique des

feuilles de Clematis flammula en réalisant une étude macroscopique et enzymatique.

Les observations macroscopiques ont montré la présence au niveau des groupes traités par
I’indométacine des hémorragies, des rougeurs, des pétéchies tous étant des signes
d’ulcération (Figure 17B) que I’on ne retrouve pas au niveau des estomacs sains traités
préalablement par les extrais de C. flammula a différentes concentrations ainsi que par le
médicament de référence. Les ulcérations observées sont caractéristiques de Iésions induites
par I’indométacine et cela est en accord avec les observations apportés par différentes études

(Suzuki et al., 2000 ; Kim et al., 2011 ; Sherif et Enas, 2014).

L’indométacine a la capacité de provoquer l'ulcére gastrique par la génération de radicaux
libres, I’initiation de la peroxydation lipidique en diminuant les niveaux des antioxydants
enzymatiques, l'inhibition de la synthése des prostaglandines et enfin par l'infiltration des
leucocytes qui a été confirmé par différentes études y compris celles de Abdallah et al.,
(2011) et Sabiu et al., (2015).

L’inhibition de la biosynthése des prostaglandines endogeénes par 1’inhibition de la
cycloxygénase est le principal mécanisme d’induction de I’ulcére par I’indométacine. En effet
le mécanisme par lequel I’indométacine provoque des ulcéres gastriques comprend
essentiellement ’inhibition non sélective de la cyclo-oxygénase 1 (COX-1) et la cyclo-

oxygeénase 2 (COX-2) qui sont des enzymes responsables de la formation des prostaglandines,
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conduisant ainsi a des dommages de la muqueuse et laissant apparaitre au final des ulceres
gastriques (Gehan et al., 2009; Belli et al., 2010).

Hayder et Matloub, (2015) ont rapporté dans leur étude que le traitement des souris par
I’indométacine a produit des blessures gastriques qui ont été associées a une diminution

significative des taux des prostaglandines E, PGE..

Les prostaglandines jouent un role cytoprotecteur important au niveau de la muqueuse
gastrique en exercant une influence positive sur la sécrétion du mucus et du bicarbonate sur
les cellules de I'épithélium de surface et sur la circulation des muqueuses (Dey et al., 2006 ;
Wallace et al., 2008 ).

De plus, il a été rapporté que I’indométacine est capable de générer des espéces réactives
de Ioxygéne (ERO) comme 1’anion superoxyde (O ); le peroxyde d’hydrogéne (H,O,) et le
radical hydroxyl (OH"), ce qui favorise la peroxydation lipidique (Dinu et al., 2009).

En effet les EROs, particulierement le radical hydroxyl, initie la peroxydation des
membranes cellulaires et libére ainsi le radical ‘peroxyl lipidique’. Ce dernier induit a son tour
la peroxydation d’autres lipides, enléve un groupement hydrogéne a partir des acides gras et
commence une réaction en chaine dans laquelle le produit final est le MDA (indicateur de
peroxydation lipidique) (Sid Ahmed et al., 2013). Cette série d’événements conduit
éventuellement a une augmentation dans I’activité du MPO (myéloperoxydase), une enzyme
clé dans la formation de ’acide HOCI a partir du H,O, lors de la présence des ions de
chlorure (Almeida et al., 2011). Cette enzyme est souvent secrétée par les leucocytes activés.
Sa surexpression est communément associée a des affections inflammatoires, elle est donc
considérée comme un indicateur fiable de I’infiltration des neutrophiles leucocytes. De
récentes études ont rapporté que 'infiltration des neutrophiles au niveau de la muqueuse
gastrique est impliquée dans 1’ulcére induit par I’indométacine (Devaraj et Gopala Krishna,
2013).

Dursun et ses collaborateurs, (2009) ont rapporté lors de leur étude que le traitement des
souris avec une dose de 25 mg/kg d’indométacine a significativement augmenté les taux de

MDA et MPO, ce qui prouve leurs implications dans la pathogénése de I’indométacine.

Néanmoins, le corps posséde plusieurs systéemes enzymatiques qui préviennent et

empéchent I’action destructrice des ERO. L’enzyme antioxydante majeure est la superoxyde
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dismutase. Cette derni¢re catalyse la conversion de I’anion superoxyde (O;") en peroxyde
d’hydrogene (H20,) et radical hydeoxyl (OH") (Jainu et Devi, 2006 ; Dinu et al., 2009).

L’anion superoxyde (O,") produit par les peroxydases dans les tissu pourrait endommager
les membranes et les tissus de I'estomac en augmentant la peroxydation lipidique (Miura et

al., 2002), prouvant 1’importance de la SOD a éliminer ces anions.

Yoshikawa et al., (1993) lors de leur étude ont prouvé I’importance de la superoxyde
dismutase dans 1’augmentation du taux d’a-tocophérol dont la concentration a été auparavant

diminué lors de I’administration de 20mg/kg d’indométacine.

Afin d’évaluer I’activité antiulcéreuse de Clematis flammula trois parameétres ont été suivi,
le premier consiste a effectuer des observations macroscopiques, le deuxieme a calculer le
pourcentage d’ulcération ainsi que celui d’inhibition en utilisant le calcul des surfaces et le

troisiéme a examiner I’activité enzymatique spécifique de la superoxyde dismutase.

L’analyse des résultats suivant le deuxiéme parametre démontre que le traitement des
souris par I’extrait éthanolique de Clematis flammula aux différentes doses (25, 50, 100 et 200
mg/kg) a réduit de maniere significative les pourcentages d’ulcération (1,50% ; 0,49% ;
0,39% ; 0,62%, respectivement). Ces résultats qui sont en parfait accord avec 1’étude menée
par Boudaoud-Ouahmed, (2015) sur I’effet antiulcéreux d’une plante médicinale locale,
Ulmus campestris, démontrent que 1’extrait éthanolique de la plante étudiée exerce un effet

gastro-protecteur au niveau de la muqueuse gastrique contre 1I’indométacine.

L’activité de la SOD lors du traitement des souris par 1’extrait éthanolique de C. flammula
aux doses de 25, 50, 100 et 200 mg/kg est dose-indépendante et statistiguement comparable a
celle exercée par le standard Misoprostol qui a enregistré pour sa part un pourcentage
d’inhibition de 'ulcération de 98,23%, suggérant que I’extrait pourrait exercer sa fonction
gastro-protectrice en réduisant le volume de la sécrétion acide ainsi que la concentration en
ions hydrogene, mécanisme par lequel agit le Misoprostol. En effet, il a été démontré lors
d’études précédentes (Bauer, 1985) que le Misoprostol, qui est un analogue synthétique de la
prostaglandine, inhibe la sécrétion d’acide au niveau des glandes gastriques stimulées par

I’histamine indiquant un effet anti-sécrétoire direct sur les cellules pariétales.

Comme le mécanisme d’action de I’indométacine s’exerce également par la production

d’espéces réactives de I’oxygene, le troisieme parametre suivi pour évaluer 1’effet anti-ulcére
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de cette plante s’est porté sur le dosage de I’activité enzymatique spécifique de la superoxyde

dismutase.

Dans cette présente étude, nous avons constaté que 1’administration de 25mg/kg
d’indométacine aux souris par gavage intra-gastrique a provoqué une réduction significative
de I’activité de la superoxyde dismutase (Figure 17 B), en comparaison au groupe témoin. En
effet, les résultats ont montré une réduction significative de presque la moitié de 1’activité de
la SOD chez le groupe de souris ulcérées par I’indométacine (7,95+0,65 U/mg de protéines)
par rapport au groupe témoin avec une valeur de 14,47+1,17 U/mg de protéines. Ces résultats
sont en accord avec ceux d’autres auteurs (Dhiyaaldeen et al., 2014; Sabiu et al., 2015) qui

ont constaté une réduction semblable de I’activité de la SOD par I’indométacine.

En revanche, les résultats des différents tests effectués ont montré que 1’administration de
I’extrait éthanolique de C. flammula a des doses différentes (25, 50, 100 et 200 mg/kg) ainsi
que le Misoprostol a significativement augmenté I’activité enzymatique de la superoxyde
dismutase (SOD) avec des valeurs de 16,17+1,73 ; 18,05+2,53 ; 19,24+1,87 ; 18,55+1,38 et

20,71+1,79 U/mg de protéines, respectivement.

Ces données suggerent que, face au stress oxydant créé par I’indométacine, 1’extrait de
plante prévient les dommages tissulaires gastriques par ’activation du mécanisme de defense
antioxydant en augmentant 1’activité des enzymes antioxydantes. Il pourrait aussi étre suggéré
que la stimulation de 1’activité de la superoxyde dismutase soit due a une augmentation des
niveaux de H,O, et OH' de la muqueuse produit par I’inhibition des myelopéroxydases, qui
eux-mémes sont responsables de la production de 1’anion superoxyde (O,") et de ses effets

délétéres sur la muqueuse gastrique augmentant ainsi I’activité de la SOD.

D’autre part, nos résultats expérimentaux qui sont similaires a ceux rapportés par
Odabasoglu et ses collaborateurs, (2006) ont montré que les quatre doses de I’extrait
éthanolique de C. flammula (25, 50,100 et 200mg/kg) ont exhibé une diminution significative
de l'ulcére de maniére dose-independante. En effet, ’analyse statistique a I’aide du
programme Tukey qui a permis de comparer les quatre doses d’une part entre elle et d’autre
part avec le Misoprostol a montré I’absence d’une différence significative entre ces différents
traitements prouvant que les quatre concentrations de 1’extrait éthanolique de C. flammula

sont aussi efficaces que le medicament standard.
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L’activité antiulcéreuse observée de 1’extrait éthanolique de Clematis flammula est attribuée
a sa richesse en composés phénoliques bioactifs. Selon les études effectuées par Atmani et al,
(2009) ainsi que Chawla et al. (2012), C. flammula est une plante riche en flavonoides et

tanins.

Les flavonoides sont des composés avec un large éventail d’effets biologiques y compris
I’activité antiulcéreuse. Plusieurs mécanismes ont été proposé pour expliquer ’effet gastro-
protecterur des flavonoides, ceux-ci comprennent 1’augmentation de la secrétion de
prostaglandines au niveau de la muqueuse gastrique et la diminution de la sécrétion
d’histamine par les mastocytes par 1’inhibition de I’histidine décarboxylase (Sumbul et al.,
2011). En outre, les flavonoides ont été révélé étre de bon piégeurs de radicaux libres
(Borrelli et 1zzo, 2000).

Un certain nombre de flavonoides présents dans différentes plantes sont connus pour
réduire la formation de I'ulcére gastrique (Alam et al., 2009). La quercétine (3,3 ', 4', 5,7-
pentahydroxyflavone) est I’un de ces flavonoides possédant un puissant effet antioxydant.
Elle protége la muqueuse gastro-intestinale des lésions aigués induites par divers modéles
expérimentaux et contre différents agents nécrotiques y compris le stress, 1’éthanol et
I’indométacine (Kahraman et al., 2003 ; Rao et al., 2003).

Selon 1’étude menée par khaleel et ses collaborateurs, (2015), le traitement des souris a la
quercétine a prévenu les ulcéres gastriques induits par 1’administration de 40mg/kg
d’indométacine par un certain nombre de mécanismes. Ces derniers incluent leur capacite a
renforcer le systeme de défense de la muqueuse, en augmentant ’activité de certains
antioxydants ainsi que leur aptitude a réduire et de maniére significative différents
modulateurs inflammatoires y compris 1’IL6 et TNF-alpha. Il a également été signalé lors de
cette étude que les prostaglandines pourraient étre responsables de I’excellente action

protectrice de la quercetine contre 1’ulcere.

Certaines études ont démontré 1’effet anti-ulcere de plantes riches en tanins; par exemple,
Gege-Adebayo et al., (2013) ont associé ’effet anti-ulcere de la plante qu’ils ont étudiée a sa
forte teneur en tanins. Ces derniers préviennent la formation de I’ulcére grace a leur capacité a
précipiter les protéines et leurs effets vasoconstricteurs ; leur action astringente permet de

précipiter les microprotéines sur le site de I’ulcére qui, une fois sue place, forment une couche
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imperméable sur la paroi empéchant ainsi la formation d’ulcére gastrique (Agbaje et Okpara,
2013).

D’autres mécanismes ont été proposé pour expliquer I’effet gastro-protecteur des tannins et
des flavonoides, suggérant que ces derniers sont capables d’induire la surexpression de la
COX-2 et maintenir ainsi le taux basal des PGE2 indépendamment de I’action des AINS dans

la muqueuse gastrique (Fariaa et al., 2012).

Selon 1’étude menée par Alscher et al., (2002), les plantes contiennent de la superoxyde
dismutase qui agit comme antioxydant en protégeant les composés cellulaires de 1’oxydation
par les ERO.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

La médecine par les plantes est I’une des plus vielles médecines du monde. Elle représente
une alternative intéressante pour traiter et soigner diverses pathologies touchant le tractus
gastro-intestinal entre autres dont I’ulcére gastrique, sans pour autant créer de nouvelles
maladies. Malgré le développement phénoménal de 1’industrie pharmaceutique et chimique,

I’intérét populaire pour la médecine par les plantes n’a jamais cess¢ d’évaluer.

L’objectif de notre travail a été d’évaluer 1’activité anti-ulcereuse de 1’extrait éthanolique
des feuilles de Clematis flammula ; une plante médicinal largement utilisée dans la médecine
traditionnelle en Algérie pour ses diverses vertus thérapeutiques en particulier anti-

inflammatoire.

L’ensemble des résultats obtenus lors de cette étude sont satisfaisants et prometteurs, et ne
constituent que le début d’une longue et fleurissante recherche. Ils ont permis de valoriser C.
flammula en tant que plante anti-ulcéreuse qui a démontré son efficacité a faibles doses en
tant que stimulatrice de la superoxyde dismutase pour prévenir les dommages sur 1’estomac
que peuvent causer les anti-inflammatoires non stéroidiens tel que 1’indométacine. Il serait

ainsi souhaitable d’enrichir ce travail par :

>

%+ La mise en évidence et identification des molécules bioactives qui pourraient étre a

L)

I’origine du pourvoir gastro-protecteur exercé par 1’extrait des feuilles de Clematis
flammula.

«» Extraction des polyphénols contenus dans la plante étudiée.

¢ 1l faut noter que notre protocole repose sur une action préventive et donc pour avoir
une idée plus précise sur le mode d’action de I’extrait des feuilles de notre plante il
faudra adopter un protocole qui reposera sur une action curative.

« Des études plus approfondies et pendant une plus longue période seraient
nécessaires pour déterminer le degré de protection et le mécanisme d’action des

composés bioactifs de 1’extrait éthanolique des feuilles de Clematis flammula.
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Glossaire

Anatolie : ou Asie Mineure est la péninsule située a I’extrémité occidentale de 1’ Asie.
Cataplasme : Préparation pateuse étalée entre deux linges et appliquée sur la peau
pour soulager une inflammation (bronchite, douleur dorsale).

Cellule endothéliale : est la couche la plus interne des vaisseaux sanguins, elle est en
contact avec le sang.

Chimiotactisme : se définit par I'effet d'attraction ou de répulsion qu'exerce une
substance chimique sur une cellule vivante.

Cytokines : correspondent a des glycoprotéines, comparables aux hormones, qui
peuvent étre membranaires, ou sécrétées suite a une stimulation. Parmi elles on trouve
le TNF-a, les interleukines, les chimiokines et les interférons.

Erosion : lésion élémentaire, correspond a une perte de substance de la couche
superficielle de la mugueuse.

Feuilles cradiques : On parle des feuilles caduques lorsque celles-ci tombent durant la
saison d'hiver et se renouvellent chague année.

Folioles : La foliole, du latin foliolum, « petite feuille », est une piéce foliaire
constituant une des parties du limbe d'une feuille composée. La foliole a la méme
structure interne que le limbe.

Gonococcique : Maladie sexuellement transmissible, touchant les deux sexes mais
préférentiellement I'hnomme, s'accompagnant plus particulierement d'un écoulement
purulent par l'urétre.

Nerf vague : le plus long des nerfs craniens, qui s’étend de la téte jusqu'a le
thorax et abdomen.

(Edéme : est le gonflement d'un tissu, sous I'effet d'une accumulation inhabituelle de
liquide séreux, en général du sérum sanguin, a l'intérieur de divers tissus.

Panicules lache : est un ensemble de fleurs disposées selon un certain ordre sur un
axe commun.

Suave : qui est d’une douceur délicieuse.

Varicosite : Les varicosités sont de petites veines superficielles anormalement dilatées
qui sont visibles a travers la peau.

Paludisme : ou la malaria est une maladie infectieuse due a un parasite du genre

Plasmodium, propagée par la piqlre de certaines espéces de moustiques.



< Pérméabilité vasculaire : c’est la barri¢re des petits vaisseaux sanguins entre le sang
circulant et les tissus. Elle est augmentée lors des phénomenes inflammatoires.
% Pétéchie : est une petite tache de couleur rouge a violacée, due a linfiltration

de sang (hémorragie mineure).



ANNEXES

Annexel.

Tableau : les principaux médicaments utilisés dans le traitement des ulceres.

Categorie de médicament

Analogue des
prostaglandines

(Misoprostol)

Inhibiteurs de la pompe a
protons (exemple :
oméprazole)

Antagoniste des récepteurs
H2 a I’histamine (anti-H2)

(exemple : cimétidine)

Anti-acides

Pansement gastrique

Eradication d’H pylori

Action
Les anti-sécrétoires

Ils assurent une

A production de mucus,
4 production d’HCI,

-# libération de HCO3.

£ sont des muco-protecteurs
en plus de posséder une action
anti-sécrétoire accessoire.
Agit en inhibant de maniere
spécifique et prolongée
’enzyme H'K*ATPase ou
pompe a protons, c'est-a-dire
I’étape terminale et
obligatoire de la sécrétion
acide au niveau de la cellule
pariétale

En bloquant les récepteurs
H2, ils inhibent la libération
basale des ions H+ par la
cellule pariétale gastrique,
entrainant une forte
diminution du volume et de
I’acidité des sécrétions
gastriques

Se sont des médicaments
capables de neutraliser les
ions H+ sécrétés par
I’estomac sans interférer
avec les processus
sécrétoires.

Ils sont utilisés comme
adjuvants des autres
thérapeutiques antiulcéreuses.

S’effectue en associant des
anti-sécrétoire aux
antibiotiques
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Figure2 : la courbe d’étalonage de dosage des protéines.



Résumé

Clematis flammula (Ranunculaceae) est une plante médicinale largement utilisée par les populations rurales en
Algérie pour traiter ’arthrite rhumatoide, les brilures et plaies superficielles. Le but de notre étude était
d’évaluer I’activité gastro-protectrice de I’extrait éthanolique des feuilles de Clematis flammula sur 1’ulcére
gastrique induit par I’indométacine dans un modéle animal.

L’ulcére gastrique a été induit par I‘indométacine (25mg/kg) sur des souris males. L’extrait éthanolique des
feuilles de C. flammula aux différentes doses (25, 50 ,100 et 200mg/kg) et le médicament standard misoprostol
(200pg/kg) ont été administré aux souris par voie intragastrique. Au cours de cette étude, trois paramétres ont été
évalués afin d’estimer 1’activité anti-ulcéreuse: les observations macroscopiques, le pourcentage d’ulcération et
I’activité de la superoxyde dismutase.

Lextrait éthanolique des feuilles de Clematis flammula aux différentes doses (25, 50, 100 et 200mg/kg), ainsi
que le misoprostol ont augmenté de maniére significative I’activité de la SOD par rapport au groupe ulcéré par
I’indométacine avec des valeurs de 16,17+1,73; 18,05+2,53; 19,24+1,87; 18,55+1,38; 20,71+1,79 et
7,95+0,65 U/mg de protéines, respectivement.

Le pré-traitement par ’extrait des feuilles de C. flammula a inhibé de maniére significative et dose-indépendante
’ulcére gastrique en augmentant I’activité de la superoxyde dismutase avec des valeurs comparables a celles du
misoprostol, suggérant que 1I’extrait de cette plante exercerait son effet gastro-protecteur d’une part, par le biais
d’une activité anti-secrétoire du H* et d’autre part, en stimulant D’activit¢é des enzymes antioxydantes en
I’occurrence celle de la SOD. Le potentiel gastro-protecteur de la plante est probablement dii & sa richesse en
composés phénoliques.

Mots clés: Clematis flammula, indométacine, ulcere gastrique, activité gastro-protectrice, SOD, activité

antioxydante.
Abstract

Clematis flammula (Ranunculaceae) is a medicinal plant largely used by rural populations in Algeria to treat
rheumatoid arthritis, burns and superficial injuries. The aim of our study was to evaluate the gastro-protective
activity of the leaves ethanolic extract of Clematis flammula on gastric ulcer induced by indomethacin in an
animal model.

Gastric ulcer was induced by indomethacin (25mg/kg) on male mice. Ethanolic extracts of C. flammula at
different concentrations (25, 50, 100 et 200mg/kg) and the reference drug misoprostol (200ug/kg) were
administered through intragastric route to the mice. During this study, three parameters were evaluated in order
to estimate the anti-ulcer activity: macroscopic observations, the ulceration percentage and the activity of
superoxide dismutase (SOD).

The ethanolic extract at different concentrations (25, 50, 100 and 200mg/kg) as well as misoprostol have
increased significantly the SOD activity compared to the group ulcerated by indomethacin with 16.17+1.73 ;
18.05+2.53 ; 19.24+1.87;18.55+1.38 ; 20.71+1.79 and 7.95+0.65 U/mg proteins, respectively.

The pre-treatment by C. flammula leaves extract inhibited significantly and without dose dependence gastric
ulcer by increasing the activity of superoxide dismutase (SOD) with values comparable to those of misoprostol,
suggesting that the extract of this plant exerts its gastro-protective effect by its H* anti-secretory activity, on one
hand, and by stimulating the activity of antioxidant enzymes, mainly that of SOD, on the other hand. The
gastroprotective potential of the plant is probably due to its high content in phenolic compounds.

Keywords: Clematis flammula, indomethacin, gastric ulcer, gastroprotective activity, SOD, antioxidant activity.
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