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Introduction

Introduction

Notre systeme digestif est une machine complexe composée de plusieurs organes intervenant
les uns aprés les autres. Les maladies du tractus gastro-intestinal (GI) sont aussi diverses que
ses composantes sont multiples. Les troubles les plus fréquentes sont néanmoins les brdleurs
d’estomac et les inflammations de la muqueuse gastro-intestinale. Plusieurs facteurs peuvent
contribuer a D’irritation de la muqueuse gastrique en provoquant des ulcérations tels que :
certains medicaments comme les anti- inflammatoires, une consommation prolongée d’agents

irritants : tabac, alcool et I’ingestion de substances corrosives (Berger, 2007).

Les affections inflammatoires chronique du tube digestif comportent classiqguement la maladie
de crohn (MC) et la rectocolite hémorragique (RCH) d’étiologie probablement
multifactorielle (composante génétique, facteurs environnementaux et immunitaires)
(Ducarme et al., 2010).

Les traitements actuels de 1’ulcére gastrique comprennent les antiacides, les analogues des
prostaglandines, les inhibiteurs de la pompe a proton et les antagonistes des récepteurs
histaminiques (Boulin, 2014). Par contre les traitements pharmacologique des maladies
inflammatoires chroniques intestinales (MICI) sont les anti-TNF, les Acide 5-
aminosalicylique (5ASA), ainsi que d’autres immunomodulateurs [Azathioprine (AZA),
Méthotrexate (MTX)] (Frei et al.,2011).

Depuis la nuit des temps, les hommes se sont soignés avec les plantes qu’ils avaient a leur
disposition. Qu’est-ce qui les a guidé a employer une plante plutot qu’une autre ? Le hasard ?

La religion ? La superstition ? L expérience certainement.

La phytothérapie, qui propose sur des remédes naturels apportant des éléments nutritifs qui

sont plus vite et plus facilement assimilés par 1’organisme.

Notre choix s’est porté sur Linum usitatissimum, il constitue une source principale de
polyphénols et d’huiles qui sont largement utilisés en thérapeutique comme des anti
inflammatoires, antioxydants, anti radicalaires, cytoprotecteur, notamment comme

gastroprotecteur dans les traitements des maladies gastro-intestinales (Debguine et al., 2009).

C’est dans ce contexte que notre travail va s’inscrire dans un axe de recherche consacré
principalement a 1’étude, in vivo, des activités gastro-protectrice et anti-inflammatoire de

P’extrait d’huile de Linum usitatissimum.
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Chapitre 1 : Revue bibliographique

I-Appareil digestif :

L’appareil digestif est constitué¢ du tube digestif et des glandes digestives (glandes salivaire,
foie et pancréas). Il a pour fonction d’emprunter au monde extérieur des substances
alimentaires, de les rendre assimilables, d’en absorber la plus grande partie et d’expulser la
portion inutilisée. Le tube digestif comprend (bouche, pharynx, cesophage, estomac, intestin
gréle, cblon, rectum), mais nous nous intéresserons dans notre étude qu’a 1’estomac et au
cblon (Drake et al.,2007).

|.1- Généralités sur ’estomac :

L’estomac est la partie la plus large du tube digestif, il a une contenance d’une capacité de 1 a
1.5 litre. Anatomiquement, I’estomac est divisé en cingq régions : cardia, fundus, corpus
(corps), antre et pylore [figure 1 (a)]. Il peut étre subdivisé en deux régions distinctes : la
région proximale (cardia, fundus et prés d’un tiers distale du corpus, antre et pylore) qui agit
comme un réservoir et la région distale (deux tiers distal du corpus, antre et pylore) riche en
tissus musculaires dont la fonction est la digestion et I’acheminement des aliments vers le
duodénum (Mahadevan, 2017).

1.2- Généralités sur le gros intestin (colon) :

Le cblon forme un cadre qui entoure le jéjunum et I’iléon [figure 1(b)] et qui est composé de

six segments et deux angles (angle cdlique droit et angle colique gauche).

Oesophage @sophage

Grande tubérosité

Estomac

Cardia

Célon
transverse

Corps

Jéjunum

Plis gastriques

Calon
gauche

Duodénum

Caecum’

Sphinter pylorique

Colon

Appendice sigmoide

Gréle

Antre pylorique terminal aus  Rectum

Figure 1 : a)Anatomie de I’estomac(Kerfouf,2014) b)Anatomie du gros intestin (Dalibon, 2015).

La longueur totale du gros intestin est de 1.25 m; ses fonctions principales sont 1’absorbtion

de I’eau, la formation des selles et 1’élimination des déchets. Le cbdlon ne secréte pas
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Chapitre 1 : Revue bibliographique

d’enzymes et n’est pas muni de villosité, il contient plusieurs variétés de bonnes bactéries et
de levures qui aident a la digestion et qui préviennent la prolifération de bactéries et de
levures néfastes. Le colon se termine par le rectum, qui entrepose les déchets pour qu’ils

soient évacués par I’anus (Drake et al.,2011).

- Histologie de I’estomac :

La paroi de I’estomac est constituée de 4 couches tissulaires (figure 3) :

a. la muqueuse : formée d’un épithélium de revétement qui est composée de macrocytes, leur
fonction est la sécrétion du mucus en continue et la protection de la muqueuse. Le chorion est
le tissu conjonctif de la muqueuse, ou se trouve les diférentes glandes Axelle M. et Morgane
P. (2014). La muqueuse est composée aussi de glandes gastriques telles que les glandes
fundiques composées de 4 types de cellules : cellules & mucus, les cellules principales, les

cellules pariétales, les cellules endocrines (figure 2) Lacour B.et Belon J-P. (2015).

Muqueuse Muqueuse
fundique pylorique

Epithélium de surface

Cryptes

Cryptes

Chorion )
(lamina propria)
Glandes antrales
(cellules @ mucus

et cellules a gastrine)

Glandes fundiques

(cellules principales ~

cellules pariétales,
cellules ECL)

Musculaire muqueuse

Figure 2 : Structure histologique de la paroi gastrique (Drake et al.,2014).

b. La sous muqueuse : Est composée des fibres nerveuses du plexus de Meissner, de
vaisseaux sanguins et lymphatiques (Kohler,2010).

C.La musculeuse : Comporte 3 couches, une externe longitudinale, une moyenne circulaire
et interne oblique. Certains éléments nerveux sont observés entre les faisceaux musculaires
(Moumouni,1993).

d. La séreuse : autrement appelée péritoine viscéral. C’est une membrane qui recouvre
I’extérieur de 1’estomac Jordan P. et Grasland W. (2012).
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Chapitre 1 : Revue bibliographique

P

Figure 3: Histologie de I’estomac (Kang et al.,2013).
-Histologie de colon : La paroi colique est constituée de cing couches (figure 4) :
a. La muqueuse colique : ressemble a la muqueuse intestinale (épithilium, chorion), mais ne
possede pas de villosités. Elle a uniquement des cryptes ou glandes de Lieberkihn.
b. La musculaire muqueuse : elle sépare la muqueuse de la sous muqueuse.
c. La sous muqueuse : est un tissu conjonctif lache avec de gros vaisseaux, des nerfs avec
quelque adipocytes.
d. La musculeuse : est composée de 2 couches, une couche circulaire interne épaisse et une
musculeuse longitudinale externe qui est discontinue.
e. La séreuse ou adventice : nous retrouvons de petites évaginations contenant du tissu

adipeux que 1’on appelle les appendices épiploiques (Catala et al., 2007).

Figure 4 : Histologie du cblon (Drake et al.,2014).
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Chapitre 1 : Revue bibliographique

1.1.1- Physiologie de la sécrétion gastrique :

L’estomac est impliqué dans la digestion des aliments, 1’absorption des nutriments et
médicaments, et dans la défense Whitman Z. et O’Neil D. (2017). Ainsi que dans la
régulation hormonale de I’homéostasie métabolique. Les sécrétions de I’estomac facilitent le
processus de digestion, bien que divers médiateurs hormonaux et neuronaux contribuent a la
fonction de production de I’acide gastrique Ramsay P. et Carr A. (2011). L’estomac secréte
1 a 3 litres de suc gastrique par jour. Sa sécretion s’effectue dans les glandes tubulaires de la

muqueuse gastrique McDonald S. et MacFarlane N. (2018) par :

> L’acide chlorhydrique (HCL) : I’acide chlorhydrique est secrété par les cellules
pariétales grace a I’anhydrase carbonique, il y a production d’ions de bicarbonates et de
protons a partir d’eau et dioxyde de carbone (Lewin,1985). Il est impliqué dans 1’activation
du pepsinogéne, dans la dénaturation des protéines, dans la défense anti-bactérienne, dans la
dissociation de la vitamine B12 de sa protéine vectrice et dans I’ionisation des cations
divalents (Fe?*, Zn?*...) ce qui favorise leur absorption (Fry,2009).

> Le mucus : est secrété par les cellules muqueuses de 1’épithélium gastrique. Il est
constitué majoritairement de glycoprotéines hydrophiles non digestibles (insensibles a 1’action
de la pepsine présente dans le suc gastrique). La sécrétion de mucus est stimulée par les
prostaglandines Bado A. et Sobhani I. (2011). Tout déficit en mucus peut induire a la
formation d’ulcéres.

> Le pepsinogéne : est synthétisé et secrété par les cellules principales des glandes
fundiques. C’est une pro-enzyme inactive qui, une fois dans la lumiere gastrique, va étre
clivée sous ’effet du PH acide par hydrolyse pour donner la pepsine. Cette derniére est une
endopeptidase qui hydrolyse les chaines polypeptidiques au niveau des acides aminés
aromatiques. Une fois activée, la pepsine va elle-méme activer le pepsinogéne. (le pH acide
ne fait qu’initier 1’étape d’activation de la pepsine) Stevens A. et Lowe J. (2006).

> La lipase gastrique : est une enzyme libérée par les cellules principales des glandes
fundiques. Elle hydrolyse les triacylglycérols a chaine courte des phases gastriques de la
digestion (Laugier,2014).

> Le facteur intrinséque castle (FI) : le FI est une glycoprotéine libérée par les cellules
parietales des glandes fundiques. Il prend en charge dans la lumiére gastrique, la vitamine
B12 (cobalamine) qui a été libérée de sa protéine vectrice sous 1’effet de ’acidité gastrique et
le transporte jusqu'a I’iléon ou se trouvent des récepteurs specifiques qui permettront son

absorption par les entérocytes Alpers D.H . et Russell-jones G. (2013).
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Chapitre 1 : Revue bibliographique

- Mécanisme de la sécrétion de I’acide :

L’acide chlorhydrique est sécrété par des digitations dans les canalicules sécrétoires. On
trouve des pompes a protons dans ces canalicules. La pompe & protons consomme de
I’énergie, elle est dite ATPase. C’est une pompe H*/K". Une deuxiéme pompe CI/K", qui ne
consomme pas d’adénosine triphosphate (ATP), fonctionne avec la pompe a protons. C’est
une pompe de transport. La premiére étape de synthese d’acide chlorhydrique correspond a
’ouverture d’un canal CI” et d’un canal K entrainant la sécrétion de CI et de K* dans la
lumiére de I’estomac. La pompe K'/H" ATPase s’active ensuite, et le K" est refoulé a
I’intérieur de la cellule et échangé avec des ions H*. Comme CI est secrété en méme temps
que H”, le produit de la sécrétion des cellules pariétales est le HCL (figure 5) Bado A. et
Sobhani I. (2011).

Mucus cell g
. . L!mf!?!l Lumiére
Oxyntic cell H ~7 pH =1 (0.1 M)
(0.1 yMm CO,+H.,0
A Anhydrase =
Canicul carbonique H

H,CO, _/ : 7SS Transport

L \ AT'Pu; « .
HCO, H* i g o
m-‘?‘f'm Cellule '. AL - - I "
secondaire pariétale .‘ -,4-’ Cl

. ey

Figure 5: Mécanisme de la sécrétion de I’acide chlorhydrique par la cellule pariétale (Tulkens et
al.,2013).

I.1.2-Régulation de la sécrétion gastrique :

La sécrétion d’acide gastrique est modulée en permanence par voie endocrine (gastrine),
paracrine (histamine, somatostatine) et nerveuse (Ach : acétylcholine) (figure 6) (Babkin et
al.,1934).

-Facteur favorisant la sécrétion d’acide:

La production et la sécrétion de gastrine par les cellules G des glandes pyloriques de 1’antre,
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est stimulé par la présence d’oligopeptides (peptides partiellement digérés) dans la lumiere

gastrique et par le GRP (Gastrin Releasing Peptid) provenant des afférences vagales.

La gastrine relachée dans la circulation est amenée, a proximité des cellules pariétales et des
cellules sécrétant 1’histamine en stimulant ces deux types de cellules (Fukumoto et al., 2008).
La gastrine contribue directement a cette sécrétion (action sur les cellules pariétales) via ces
récepteurs qui vont induire un rétrocontréle positif, Ca** dépendant, activant ainsi la pompe
proton et a fortiori la synthése d’HCI (Smith et al., 2017).

-Facteurs inhibant la sécrétion d’acide :

Pour éviter les dommages au niveau de la muqueuse gastrique, 1’estomac posséde deux
mécanismes pour diminuer la production et la sécrétion d’acide : la somatostatine et la
prostaglandine. La somatostatine est un agent freinateur de la sécrétion de HCI, qui est
sécrétée par les cellules D de I’antre gastrique (Zhao et al., 2014). Elle inhibe indirectement
la production de HCI en inhibant la sécrétion de la gastrine, stimulée par I’augmentation de la
concentration en ions H* dans la cavité gastrique (Piqueras et al., 2004). Les prostaglandines
sont continuellement synthétisées dans 1’estomac, elles agissent directement sur les cellules
pariétales pour diminuer la sécrétion d’acide gastrique. De plus, elles favorisent la production
de mucus (Saperas et al., 1991). L’utilisation d’anti- inflammatoire non stéroidiens (AINS)
inhibe la production de prostaglandines, lui conférant ainsi le réle de facteur ulcérogene
(Poonam et al., 2005).

W
Lumiére
Régulation
hormonale GASTRINE e
. y ,/ "
R [ = =
nerveuse  ACETYLCHOLINE ( )| 4! ' '}1‘!~ IS
, Seconds o i Ak H+
b | messagers y ye /A
paracrine HISTAMINE [H2) 1= v .I—g*.)r_'i-' *'
-y Y =
. S A
paracrine  SOMATOSTATINE [ > _] -

k Cellule pariétale

4

Figure 6 : Contrble de la sécrétion de I’acide gastrique au niveau des cellules pariétales (Tulkens et
al.,2013).
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I.1.3-La composition de la barriére de la muqueuse gastrique :

L’intégrité fonctionnelle de la muqueuse gastrique dépend d’un équilibre entre les facteurs

ulcerogeénes et les facteurs protecteurs (Moraes et al.,2009).

Les agents de protection de la muqueuse gastrique sont représentés dans la figure 7 :

H+ |pH
e |

l‘- =

._,
r
5
0
~E

A - Mucus

Mautraliza 1'acids ot adhérs & I'sids da bicarbonsts sscrsta par l'spithslivm pour servir da
barriérs contra Isutodizsstion =t peut agir comme un antioxydant afin de réduirs las
dommages provoguas par les radicaux libres,

B - Bicarbonales / phospholipides (bulle)

la nevtrslization intracellulsire d'acida la siperation Spithélisle rapida, 1'emtration ot la
distribution du dSbit sangrin muguem

C - Jonclions semees

[ - Cellules épithaliales

Est 1a saconds ligne de dafanss dala mugeensa. Ells et forms d'uns concha da
callulas Zpithilislas qui sacrate la mucus =t la bicarbonata,

E - Espaca sous-&pithélial

F - flux sanguin sous-épithelial (prostaglandings ++)

Sont des facteurs hormonss produits parles lipide: membransires, jows un 1dls dans la
protaction d2 la muqueess e stimulant 1a sécration du muoes ot du bicarbonata,

Figure 7 : Mécanisme de défense de la muqueuse gastrique (Drake et al.,2014).
- Les facteurs agresseurs de la muqgeuse gastrique :

» Helicobacter pylori (HP): il s’agit d’une bactérie intestinale (Gram’) dont la structure
externe est hélicoide, munie de flagelles. Elle infecte la muqueuse gastrique et survit a
I’acidité de D’estomac, tout en perturbant les mécanismes qui protégent normalement
I’estomac contre cette acidité .c’est une infection bénigne et sans manifestations cliniques
(Korwin, 2016).

» Les anti-inflammatoires non stéroidiens(AINS) : sont des médicaments parmi les plus
utilisées au monde dans les pathologies inflammatoires et c’est le deuxiéme facteur
étiologique dans I'ulcere gastrique. Les mécanismes par lesquels les AINS provoguent une
ulcération impliquent a la fois une agression locale directe et des effets systémiques
dépendants des prostaglandines endogenes. L’inhibition de COX2 est responsable des effets
anti-inflammatoire des AINS. Mais I’inhibition de COX1 diminue la capacité de réparation de
la muqueuse endommagée, I’inhibition de ce dernier est considéréee comme responsable en

grande partie de la toxicité des AINS sur la muqueuse gastrique (Lamarque, 2004).

Page 8



Chapitre 1 : Revue bibliographique

> Le stress : il engendre la diminution du flux sanguin par I’intermédiaire de la stimulation
de certains facteurs tels que la TRH (Thyrotropin- Releasing Hormone) et induisant une
baisse de la production des prostaglandines vasodilatatrices. L’hypoxie engendrée, provoque
une acidification du milieu intracellulaire et des lésions de cellules épithéliales de surface.

Les lésions de la muqueuse sont accentuées par 1’adhérence des polynucléaires (PNN)
circulant dans 1’endothélium altéré, ces derniéres s’activent et migrent dans la muqueuse oU
ils libérent des radicaux libres et les enzymes protéolytique provoquant 1’agrégation
plaquettaire, et 1’apparition des 1ésions ulcérées (Lamarque, 2001).

» Laconsomation d’alcool :

L’alcool provoque la dégénérescence des cellules de la muqueuse de D’intestin ou de
I’cesophage, comme il modifie une série de processus métabolique. Il engendre des Iésions
gastrique en augmentant les niveaux de malondialdéhyde(MDA), [I’activité de
myéloperoxydase (MPO), I’expression de la COX2, ainsi qu’en diminuant la synthése de la
PGEZ2 (cerqueira et al.,2012).

|.1.4-Définition de I’ulcere gastrique :

Est I’un des principaux troubles gastro-intestinaux qui résulte d’un déséquilibre entre les
facteurs d’agressions (HP, AINS, substances ulcérogénes, le stresse) et de défenses (mucus,
bicarbonate, prostaglandine, No) (Yu et al., 2015). La localisation préférentielle de 1’ulcére se
situe au niveau de la petite courbure sur la face postérieure du corps gastrique (figure 8). Ce
trouble se manifeste par ’inflammation de la muqueuse de 1’estomac ce qui induit la baisse
de la protection, la paroi de 1’estomac ainsi plus sensible, serait vite attaquée par ces acides ou

par d’autre substances irritantes qui provoqueraient des ulceres (Crozier et al., 2004).

Mugqueuse Couches Sous-mugqueuse
intacte musculaires Muqueuse Muqueuse Vaisseaux
enflammée endommagés sanguins

Mugususe

Cratére vlcéreux

e

|
|
|
|

Figure 8 : Altération de la muqueuse par I’effet d’un ulcére (Anonymel).
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L’inflammation peut étre aigue ou chronique (figure 9) :

(H&E % 5)

Figure 9 : Ulcére gastrique aigu (a) et chronique (b) Morgane D.R. et Chaheen N.J (2006).
1.2.2-Maladie inflammatoire chronique intestinale (MICI)

Les maladies inflammatoires chroniques intestinales (MICI) sont des affections
cryptogéniques regroupant un certain nombre de pathologies ayant en commun une
inflammation chronique de I’intestin. Leur étiologie est inconnue mais il existe des arguments
pour une étiologie mixte, a la fois génétique (mutations de certains géene), microbiote
intestinal (bactéries) et environnementale (prise éventuelle des antibiotique, tabac, virus, la
prise des anti inflammatoire non stéroidiens, alimentation) entrainent une perte d’éfficacité de

la fonction barriére de 1I’épithélium intestinal (Duclos,2017).

La muqueuse intestinale connait une sollicitation antigénique permanente en rapport avec une
flore bactérienne endoluminale. Un systéme de régulation immunitaire puissant limite la
réponse immunitaire et crée un état de tolérance immunitaire a 1’égard de ces antigenes,
I’intégrité tissulaire est préservée. La diminution de cette tolérance immunitaire pourrait
participer a la survenue de MICI avec expression élevee des cytokines de type Thlou Th2,
I’interféron gamma (INFy), interleukine-10 (IL-10) (Boubaker et al.,2005).

- Les facteurs intervenant dans la réaction inflammatoire :

L’inflammation fait intervenir des cellules telles que (PNN, monocyte, mastocyste,...), des
vaisseaux, des modifications de la matrice extracellulaire et de nombreux mediateurs
chimiques qui peuvent étre pro ou anti- inflammatoire, qui peuvent modifier ou entretenir la
réponse inflammatoire. Certains médiateurs sont produits par différents types cellulaires :
radicaux libre, les cytokines et la formation des prostaglandines générer par le cyclo-
oxygenase (COX1 et COX2) (Rousselet et al.,2005). La COX1 est dite constitutive, elle
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fonctionne en permanence et assure des fonctions physiologiques comme la protection

gastroduodénale, la régulation du flux sanguin rénal. La COX2, quant a elle, est dite

inductible. Elle n’est activée que lorsque les phagocytes sont exposés a un processus

inflammatoire Bennwarth B. et Berenbaum F. (1999).

|.1.Thérapeutique de I’ulcere gastrique :

Il existe deux types de traitements (médicamenteux et non médicamenteux) (tableau 1 et 2).

A/Traitement médicamenteux : les traitements anti-ulcéreux peuvent étre classés en

différentes catégories selon leur action au niveau de la muqueuse gastrique. Les principaux

médicaments utilisés dans le traitement des ulceres sont résumé dans le tableau suivant :

Tableau | : Classification des principaux médicaments antiulcéreux utilisés selon leur mode d’action :

Traitements
médicamenteux

Mécanisme d’action

Exemple de
principe Actif

Référence

Eradication de

-la cicatrisation des ulceres gastrique
- supprime les récidives

Trithérapie : 2
antibiotique + IPP.

(korwin,1999)

H.pylori hémorragiques. ( Amoxicilline +
tétracycline +
Omeprazol)
-permetent le blocage des récepteurs
Les anti- H, de la cellule pariétale gastrique. Cimetidine Claudia J. et
histaminiques H, | - favorisent la réduction de Hcl par la Ambroise J.
réduction d’histamine. (2016)
-effet protecteur et topique qui
Les antiulcéreux | agissent localement sur les ulcérations.
topiques -stimulent la synthése des Sucralfate
( polymeres) prostaglandines endogéne, de mucus, _
et de bicarbonates. Zax\osdhtl F.R
Les antiacides et | -neutralisent la secrétion de Hcl dans Hydroxyde IitMn(fc\)Af%)
pansements I’estomac . d’ aluminium S
digestifs - anti agrégants plaquettaire.

Les inhibiteurs de
la pompe a proton

-inhibiteurs de la pompe H'/K"
ATPase .

-éfficacités sur les pathologies gastro-
intestinales .

-réduction de I’acidité gastrique.

Oméprazol

(Bergman et
al.;2012)

Analogue de PG

-se fixent aux récepteur membranaires
et bloquent les canaux calciques ce qui
diminue la sécrétion acide et augmente
celle du mucus.

-inhibent les médiateurs de
I’inflammation.

Misoprostol

(Aubert et
al.;2014)
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B/Traitement non medicamenteux :

la medecine traditionnelle reste une option a grande potentialité thérapeutique des troubles
gastro-intestinaux de facon génerale. De nombreuses plantes et recettes traditionnelles
possedent une propriété curative sur les ulceres gastrique et duodenal (tableau I1) . Des études
expérimentales et cliniques ont été réalisées et ont permis la mise au point des
phytomedicaments contre les inflammations gastro-intestinales appelés des medicaments
traditionnels améliorés (MTA) ( Togola et al.,2004).

Tableau Il : L’effet gastroprotecteur de certaines plantes médicinales :

La plante La composition L’effet gastroprotecteur Référence

(‘extrait)

- une protection significative
contre les lésions gastriques
induites par 1’éthanol.

-Extrait éthanolique | -protection de la muqueuse par
Juglans des feuilles. I’inhibition de 1’acidité (Dabburu et
regia (flavonoides) gastrique. al;;2012)
-effets antiulcéreux et

gastroprotecteurs.

- un effet protecteur dans

-Extrait aqueux ’ulcere induit par éthanol. (Al-Hasbem,
Chamomilla | - Tanins. -les polyphénols ont un effet 2010)
recutita - Flavonoides antioxydants inhibant la

-polyphénols . peroxydation lipidique et dans la

réduction de glutathion (GSH).

-Extrait -activité antioxydante
Tephorsia méthanolique. -inhibe la sécrétion et neutralise
purpurea (polyphénols, I’acide gastrique. (Selvan et

. o al.;2013)

flavonoides, - activité antiulcéreuse

tanins....)
Alhagi -Extrait aqueux — - réduction de Hcl.

. . S - Naseri M.K.G .et

maurorum (flavonoides tanin, -Activié antioxydantes inhibe la Ali Mard S (

triterpenes, stérols...) | peroxydation lipidiques. 2007)
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11.1 matériel biologique

11.1.1 Matériel végétal

Dans cette présente étude, 1I’huile fixe des graines de Linum usitatissimum (graine de lin)
(figure 10) a été testée pour évaluer son activité anti-ulcére; gastroprotecteur et anti

inflammatoire sur I’appareil digestif (estomac et célon) de la souris.

Figure 10: Photographie de la plante et graine de Linum usitatissimum (Lainé et al.,2007).

e La systématique de linum usitatissimum

Domaine : Dbiota

Régne . plantae

Sous-régne :  viridaeplantae

Classe . equisetopsida

Ordre : malpighiales

Famille linaceae

Genre > linum L.

Espéce : Linum usitatissimum L.
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e Description botanique :

Le lin est une plante cultivée, annuelle, pouvant atteindre 1.20 m de haut, a tiges fines et
feuilles linéaires vertes. L’extrémité des tiges porte de belles fleurs bleues a cceur jaune
aplaties, qui laissent la place a des graines brunes encapsulées riches en huile. Ses tiges

donnent le fameux tissu de lin Weill P. et Mairesse G. (2010).

e Nom vernaculaire, origine et répartition géographique :

Linum usitatissimum, appelé communément lin et surnommé Kattan localement, est
historiquement 1’une des premiéres espéces cultivées. Cette derniere a été découverte dans les

sites archéologiques a Tell Abu Hureyra en Syrie (Chatain et al.,2016).
e Utilisations traditionnelles et propriéteés thérapeutiques :

En usage externe, elle est efficace sur la peau pour les furoncles et autres troubles cutanés.
Elle apaise la toux en application locale sur le thorax, dans les bronchites. Surtout employée
par voie interne, elle a beaucoup de propriétés : artériosclérose, constipation et troubles
hépatiques. En usage industriel, elle est utilisée dans la fabrication de peinture, papier,
moquette et bandage (Iserin et al.,2001).

Depuis I’antiquité, la graine de lin est utilisée en meédecine pour ses proprietés laxatives et
diurétiques et sous forme de cataplasmes pour ses propriétés anti-inflammatoires contre les

irritations des muqueuses et les inflammations cutanées (Chatain et al.,2016).

Les graines presentent une importante teneur en huile de 30 a 60% : elle est une des plus
hautement insaturées de toutes les huiles, elle represente la plus riche source végétale d’acide
alphalinolénique (AAL), le précurseur des AGPI-n3 (Claudine,2013).

11.1.2 Matériel animal et conditions d’élevage :

Des souris males et femelles albinos de souche NMRI (figure 11) dont le poids corporel varie
de 26 a 32 g, ont été utilisées lors de 1’étude, in vivo, afin d’évaluer de I’activité anti- ulcére,
gastroprotecteur et anti-inflammatoire de I’huile essentielle de linum usitatissimum. Les souris
proviennent de la faculté de pharmacie de Constantine et de I’¢levage de I’animalerie de

I’université de Bejaia.
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Figure 11: Elevage des souris au sein de 1’animalerie Souris (photo originale).

Les animaux ont été élevés au niveau de I’animalerie de 1’université de Bejaia, Abderrahmane
Mira, sous des conditions de température ambiante de 25 a 30°C et un cycle de lumiére de 12
heures par jour avec un accés libre a I’eau du robinet et a I’alimentation de type bouchon

(granules ONAB)

Les souris ont été acclimatees pendant 10 jours avant de les utiliser pour les expériences et ont
été réparties en sept lots de six souris, a proportion égale entre males et femelles.

11.1.3 Matériel de laboratoire

Produit chimique : éthanol (96%), eau distillée, 1’eau physiologique (NaCl 0.9%), formol

10%, chloroforme, tween 20, méthanol a HPLC, oméprazole et misoprostol.

Autre matériel : plaque agitatrice VELP, vortex VLEP, balance de précision RADWAG
(min 10 mg-max 220 g), appareil photo Samsung, verreries, kit de dissection et sonde de
gavage.

1.2 Méthodes expérimentales

11.2.1 Préparation des extraits :

Le lin est une plante annuelle, ses graines sont récoltées quand-elles sont mures a la fin de
I’été ou au début de I’automne (Choudhary et al.,2017). Nous les avons achetées chez un
herboriste, afin de tester leur efficacité dans la protection contre les ulcéres et les
inflammations.
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L’extraction des huiles fixe a été réalisée selon le protocole de Irshad et al.,(2012), le

récapitulatif des étapes a été schématisé dans la figure suivante :

Les graines de lin 50 g de poudre de lin

Filtration et récupération

de D’extrait ’

200 ml de
méthanol

Extraction par macération

Et séparation des 2 phases

Evaporation et
récupération des huiles
fixe

Figurel2 : Protocole d’extraction des huiles du lin (originale).
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11.2.2 Méthodes d’études de P’activité anti-ulcere gastrique et anti-

inflammatoire intestinale :

e Modeles d’ulcération et d’inflammation :

Afin d’étudier I’effet gastroprotecteur et anti-inflammatoire sur I’appareil digestif de 1’huile
de L.usitatissimum, un modele d’ulcération et d’inflammation a été testé chez les souris, ce

dernier est induit par I’éthanol.
e Ulcere et inflammation induit par I’éthanol :

Dans le but d’analyser 1’effet gastro-protecteur de I’huile fixe de linum usitatissimum sur des
souris albinos, I’ulcération et ’inflammation a ét¢ induite par 1’éthanol a 96% (10 ml/kg) par
voie intra-gastrique suivant le modeéle décrit par robert et al.; (1979). Les souris ont été
divisées en 8 groupes (n=6), et ont été privees de nourriture et d’cau pendant 16h et 1h

respectivement, avant chaque test.
Les étapes suivies dans le protocole d’ulcération ont été mentionnées dans le tableau suivant :

Tableau 111 : Répartition des lots selon le traitement

Lots Traitement

G1 : témoin Traité avec ’cau distillée

G2 : contréle Traité par éthanol (96%).

G3 : oméprazole Prétraité avec 1’oméprazole, apres 1 heure,

administration de 1’éthanol.

G4 : misoprostol Prétraité avec le misoprostol, aprés 1 heure,

administration de I’éthanol.

G5 :tween20+ED Prétraité avec le mélange.

G6 :200mg Prétraité avec I’huile de linum usitatissimum,

apres une 1 heure, avec de 1’éthanol.

G7 :100mg Prétraité avec I’huile de linum usitatissimum,

aprés une 1 heure, avec de 1’éthanol.

G8 :50mg Prétraité avec 1’huile de linum usitatissimum,

apres une 1 heure, avec de 1’éthanol.
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Au bout d’une heure les souris ont été sacrifiées par dislocation cervicale sous anesthésie aux

vapeurs de chloroforme.
v" Evaluation de P’activité anti-ulcéere :

Aprés une dissection ventro-médiane, les estomacs ont été récupérés et ouverts tout au long de
la grande courbure, rincés soigneusement avec de 1’eau physiologique froide puis étalés sur

un support (figure 13).

Les photographies de I’aspect macroscopique ont été prises avec un appareil photo et les
estomacs ont été conservés dans le formol a 10 %, afin d’étre utilisés ultérieurement pour

I’étude histologique.

Figurel3 : Dissection et prélevement des estomacs (photo originale).
v Evaluation de ’activité anti-ulcére et gastroprotecteur :

1. Méthode des scores :

A T’aide des observations macroscopiques, le degré des lésions gastriques a été estimé en

scores (Panda et Khambat, 2014). Ces derniers ont été distribués comme suit :

0 : coloration normale de I’estomac ; 0.5 : muqueuse rouge ; 1 : présence de taches ulcéreuses,
pétéchies ; 1.5: présence de stries hémorragiques ; 2: présence d’ulcére vrai ; 3: présence de

perforations.
L’utilisation du programme UTHSCA :

Le logiciel image J a été utilisé afin de calculer la surface de I’estomac et celle des Iésions

gastriques a partir des photographies prises.
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Le pourcentage d’ulcération a été déterminé en utilisant la formule suivante :

% d’ulcération = surface totales des lésions / surface totale de I’estomac X 100

L’activité anti-ulcére a été définie comme le pourcentage d’inhibition des Iésions gastriques

mesurée selon la formule décrite par Hano et al.,(1976) :

%d’inhibition = (surface ulcérée du contréle-surface ulcérée du test/surface ulcérée du

contréle) x100

v Etude de P’activité anti-inflammatoire sur le colon :
Les colons (partie distale) ont été récupérés, rincés avec de I’eau physiologique (NaCl 0.9%)
puis ont été pesés, mesurés et utilisés pour des observations macroscopique et histologique.
La longueur du cblon a été mesurée en cm entre la jonction iléo-caecale et le rectum proximal

et son poids a été mesuré en mg.

11.3 Etude histopathologique :
Afin de confirmer et d’évaluer les effets de la plante au niveau microscopique, une étude
histopathologique a été effectuée comme suit :

v Preéparation des lames
L’étude histopathologique a été réalisée au sein du laboratoire de génie biologie des cancers
d’Aboudaou de Bejaia, selon la technique décrite par (Hould,1984), qui consiste en plusieurs
étapes :

1- Macroscopie :

Mettre les estomacs et les colons qui ont été préalablement conservés dans le formol a 10%

dans les cassettes qui sont déja éte marquée sous une héte (figure 14).

Figure 14 : Préparation des cassettes (photo originale).
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2- Circulation : inclus 3 étapes successives :

A-Déshydratation : consiste a chasser I’ecau du milieu intracellulaire vers le milieu
extracellulaire par le phénomeéne d’osmose. Cette étape a été faite automatiquement par un
appareil de déshydratation (automate de déshydratation ou circulateur), programmé sur un
cycle de 11heures. En premier lieu, les cassettes contenant les prélevements ont été passées
dans les huits bacs d’alcool pur a 100% (figure 15).

B-Eclaircissement (classification) : par la suite les échantillons passent par deux bacs de
xyléne pur dans le but d’éliminer toute trace d’éthanol et de préparer la pénétration de la
paraffine.

C-Imprégnation : I’étape d’inclusion a été réalisée dans deux bacs de paraffine liquide qui
est une substance homogéne, solidifiable et chimiquement neutre qui pénetre a 1’échelle

cellulaire dans les tissus a étudier.

Figurel5 : Automate de déshydratation (photo originale).

3- Station d’enrobage :

Les échantillons ont été coupés longitudinalement et déposés perpendiculairement dans des
moules enrobés par la paraffine fondue, et laissés gélifiés. Des cassettes spécifiques ont été
placées sur ces moules et enrobées pour une deuxieme fois et laissées solidifier, pour obtenir
des blogues de paraffine contenant les prélevements qui sont ainsi protégés contre les

agressions traumatiques, I’humidité et le desséchement (figure 16).
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Figurel6 : Les étapes d’enrobage (photo originale).

4-La confection des coupes :

Ces bloques ont été montés sur le «microtome », doté d’une lame qui fait ressortir de trés fin
rubans de 3um d’épaisseur. Ces derniers ont été étalés sur des lames numerotées et émergees
dans I’eau chauffée a 69°C sur une platine pour défroisser le ruban puis égouttés et séchés
dans une étuve a 80°C pendant 24h (déparaffinage) (figure 17).

Figurel? : Microtome, plaque de platine et étuve (photo originale).

5-Coloration : Coloration hématoxyline et éosine dite topographique qui permet une vue
d’ensemble de la morphologie et de la structure cellulaire d’un tissu.

Les coupes ont été d’abord déparaffinées par le xylene (30 min) puis fixées par 1’éthanol (10
min). Aprés ringage, les lames ont été immergées durant 3 min dans un bac d’hématoxyline de
HARRIS qui colore le noyau en bleu violet fonce.

Aprés un deuxiéme rincage, les lames ont été trompées durant 3 min dans un bac d’éosine

pour une coloration de fond ciblant le cytoplasme. Les lames ont été rincées avec de I’eau afin
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d’éliminer I’excés du colorant puis ont été éclaircies par submersion successive dans les bacs
suivants : un bac d’éthanol pur (1 min), un bac d’éthanol et xyléne (1 min) et deux bacs de

xyléne (2min chacun), respectivement.

6-Montage :

C’est la derniere étape avant 1’observation microscopique, il s’agit de recouvrir 1’étalement
avec une lamelle en utilisant le <EUKITT» qui est une résine synthétique ayant un indice de
réfraction tres élevé du point de vue optique et qui conserve assez longtemps 1’éclat des

colorations et de les laisser se sécher (figure 18).

-~ >

Figurel8 : Montage des lames (photo originale).

7- Lecture microscopique des lames :
Pour I’observation microscopique, un microscope a fond clair qui permet d’observer les lames
ayant des structures colorées. Ces dernieres ont été photographiées et enregistrées directement

a I’aide d’un appareil photo intégré relié a un ordinateur (figure 19).
, o -

Figure 19: Photographie originale du microscope leica (photo originale).
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11.4 Analyse statistique :
Les données ont été exprimées en moyenne £ SEM et realisées en utilisant le logiciel
GRAPHPAD Prism (version), suivant le test d’ANOVA univarié, suivi du test de TUKEY
pour comparer les valeurs entre elles, avec des significations statistique de *P<0.05,

*#P<0.01, ***P<0.001 ns (non significatif), utilisant un effectif de n=6.
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Chapitre 111 : Résultats et discussion

Plusieurs études ont été reéalisées aussi bien, in vivo, qu’in vitro, sur les différents
effets thérapeutiques des différents composes de la graine de linum usitatissimum (Shim et
al., 2014). Dans cette présente étude, nous nous somme intéressées pour la premiére fois a
I’étude de 1’effet gastro-protecteur et anti- ulcéres de I’estomac ainsi que I’effet anti-
inflammatoire sur le colon de I’huile essentielle de linum usitatissimum. Pour cela une étude
in vivo a été réalisée sur des souris en utilisant un modéle d’inflammation et d’ulcération a

I’éthanol.

I11-Effet de I’huile fixe de graine de Linum usitatissimum sur I’ulcere induit
par I’éthanol :

111.1-Evaluation macroscopique des Iésions et leurs indices d’ulcération :

L’administration intra gastrique de 1’éthanol a 96% (10 ml/kg) sans traitement, a engendré de
fortes lésions gastriques au niveau de la partie mucosale de 1’estomac des souris, ces derniéres
ont développés des ulcérations, des rougeurs de la muqueuse et des stries hémorragiques
(figure 20 b) exhibant un indice d’ulcére de 1’ordre de 2,66+0,16. Des observations en accord
avec celles de Qian et al.,(2018). Tous ces aspects sont inexistants lorsque nous observons les
estomacs sains (figure 20 a) prouvant bien la validité du protocole sélectionné. Ces lésions ont
¢été réduites d’une maniere tres significative (p< 0,001) avec un indice de 0,5+ 0,22 chez les
souris prétraitées avec le médicament de référence ; le « misoprostol » a une dose de 200

Mg/kg. La figure 20(c) montre bien I’absence de la majorité des foyers hémorragiques.

(a) (b) (© (d)
Figure 20 : a) estomac traité par I’eau distillée, b) estomac traité par éthanol, c) estomac prétraité avec

le misoprostol (200ug/kg), d) estomac prétraité par 1’oméprazol (20m/kg).

Par ailleurs, I’administration de 1’oméprazole chez le groupe (3) sous forme de gélule & une
concentration de 20 mg/kg a induit une réduction significative des Iésions gastrique (p<0,05)
comme le montre 1’annexe I avec un indice de 2+0,25 mais qui reste trés inférieure aux
résultats obtenus avec le misoprostol. Les résultats obtenus s’expliqueraient peut étre par la

forme galénique et la concentration du médicament.
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Les souris prétraitées par les différentes concentrations (200, 100 et 50 mg/kg) de I’huile de
la graine de lin, ont démontré une réduction des lésions gastriques avec présence de petites
Iésions superficielles de couleur rouge-rose et une surface lésée significativement réduite
(Figure 21 (A, B, C), (p<0,01et p<0,001) correspondant a des indices d’ulcéres de 1’ordre de
0,83+£1,16 ; 1,58+0,30 et 1,75+0,33 respectivement (Annexe 1). Ces résultats montrent un
effet proche de celui exercé par le misoprostol démontrant 1’effet gastro-protecteur de 1’huile
d’une maniére dose dépendante. Ces résultats corroborent ceux de Kaithwas G. et
Majumdar D-K.(2010).

(A) (B) (©) (D)

Figure 21 : Observations macroscopiques des estomacs de différents échantillons traités a 1’éthanol.

A) estomac traité a une dose de 50mg/ kg d’huile fixe ; B) & une dose de 100 mg/ kg de H.F ; C)
estomac traité a une dose de 200mg /kg de H.F ; D) estomac traité avec 1’éthanol.

Au regard de ces résultats, nous pouvons déduire que 1’extrait de la plante (huile de lin) s’est
avére puissant a ces concentrations notamment celle a 200 mg/kg qui a montré une meilleure
protection contre 1’ulcére.

Afin d’exprimer ces observations macroscopiques des estomacs sur 1’effet gastroprotecteur de
I’extrait de la graine en résultats, nous les avons exprimeés en utilisant le logiciel Image J, en
pourcentages d’ulcérations et d’inhibitions. Les résultats ont été représentés dans les

histogrammes de la figure 22.
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Figure 22: Représentation en histogramme du pourcentage d’ulcération de I’Oméprazole,
Misoprostol et des extraits d’huile fixe du lin (50, 100,200 mg/kg) sur ’ulcére induit par I’éthanol
chez les souris. Le pourcentage est exprimé en moyenne £ SEM pour n = 6, suivant le test one-way
ANOVA suivi du test de Tukey.(*** p < 0,001 trés hautement significative différent du groupe
négatif, ** p < 0,01 hautement significative, ns : non significative).

Le pourcentage d’ulcération maximal correspond au groupe controle avec 44,53% (Annexe
I1). 11 a été établi que 1’éthanol peut causer des dommages de la muqueuse gastrique de
I’estomac en réduisant les facteurs de défenses, telles que la production du mucus, bicarbonate
et la circulation sanguine dans la muqueuse. En effet, le développement de 1’ulcére gastrique
induit par 1’éthanol est accompagné par la surproduction d’espéces réactives de 1’oxygéné
(ROS), comme I’anion superoxyde O, le peroxyde d’hydrogéne H,O, et le radical hydroxyle
OH'. Ces derniers agissent en se liant & un grand nombre de macromolécules tels que I’ADN
et les lipides, favorisant ainsi la peroxydation lipidique et les dommages cellulaires (Zhang et
al.;2016). IIs sont ainsi a 1’origine de 1’oxydation des acides gras polyinsaturés contenus dans
les membranes cellulaires par une réaction en chaine qui mene a la formation de
lipoperoxydes. lls modifient alors les caractéristiques de la membrane et perturbent ses
fonctions. Cette genése de ROS est aussi due a I’effet inhibiteur de 1’éthanol sur les systémes
antioxydants endogénes comme la SOD (super oxyde dismutase) ou la CAT (catalase) deux
enzymes impliquées dans la gastroprotection (Mayer et al., 2009). Il a été déemontré par
Bagtiyar et ses collaborateurs (2012) que la production de radicaux libres par 1’éthanol induit
la réduction du taux de NO, un élément principal de la protection de la muqueuse gastrique

par son implication dans la régulation du taux du flux sanguin, qui a un role dans le maintien
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de la sécrétion gastrique et dans la cytoprotection.

Les métabolites générés au cours du métabolisme de 1’éthanol ou 1’éthanol lui-méme peuvent
aussi jouer un role dans 1’apparition et le développement des maladies en se liant a des
facteurs de transcription et/ou en modifiant la structure de la chromatine, perturbant ainsi les
profils d’expression génique. Les activités des enzymes impliquées dans les modifications
épigénétiques (méthylation, acétylation.), sont influencées par les niveaux de métabolites tels
que le NAD®, PATP (adénosine triphosphate) ou la SAM (S-adénosyl-méthionine). La
consommation chronique d’alcool entraine une réduction significative des niveaux de SAM,
contribuant ainsi a I’hypométhylation de I’ADN (figure 23). De méme, le métabolisme de
I’éthanol modifie le rapport de NADH, H'/NAD" et favorise la formation de I’acétate et
d’espéces réactives de 1’oxygene, qui impactent les mécanismes de régulation épigénétiques.
L’éthanol modifie la quantité de SAM disponible en agissant a différents niveaux :
I’inhibition de la méthionine synthétase et de la méthionine adénosyl-transférase (Attignon et
al .; 2015).

Ethanol

|—| Folate (B9)

ADN méthylé N

.. . ATP
Méthionine PP
MAT SAM —l—‘ 5
ONMT

S oMer
\ THF /

_ Ethanol _l.ws

—

Elhanul/. ‘

Histone
méthylée

\

Ethanal

/ Smet
a THF /

N

Homocystéine /

Figure 23: Effet de 1’alcool sur le métabolisme de 1’homocystéine/méthionine et la méthylation de
I’ADN et des histones (Attignon et al., 2015).

Chez les souris du groupe traité par 1’oméprazole, nous remarquons une réduction non
significative (ns) des surfaces Iésées par rapport a celles des souris du groupe traitée par
éthanol qui passe de 44,53% a 35,22%, ce qui correspond a une inhibition de 1’ulcére de
25,54% (Annexe II).

L’oméprazole est considére comme le premier inhibiteur de la pompe a protons (IPP). Ces

derniers, apres absorption, sont délivrés au niveau des cellules pariétales gastrique. Ils sont
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alors transformés dans ce milieu acide (pH>4) en composé actif : les sulfénamides tétra
cyclique (Desbuissons et al .; 2018). Ces composes actifs provoquent I’inhibition de la
pompe H'/K*ATPase, en se fixant de fagon covalente avec le groupe SH de la cystéine de la
sous unités a de la pompe en réduisant ainsi 1’acidité gastrique (Faure, 2012). Comme il a été
démontré que I’acidité gastrique n’était pas impliquée dans la formation des 1ésions obtenues
avec I’éthanol Vinothapooshan et Sundar (2010). Ceci expliquerait que le choix de la
réduction de la sécrétion de I’acide gastrique par des inhibiteurs de la pompe n’est pas

judicieux.

Le deuxiéeme médicament sélectionné est le misoprostol. Une réduction tres hautement
significative (p<0.001) des surfaces 1ésées a été observée chez ce groupe (Annexe ) avec un
pourcentage d’ulcération de 7,08%, qui correspond a un pourcentage d’inhibition de 74,34%
(Annexe I1).

Dans cette étude le misoprostol a montré plus d’efficacité par rapport a I’oméprazole cela est
du probablement a ses deux actions cytoprotectrice et anti-sécrétoire. Il est connu que le
misoprostol a un effet cytoprotecteur sur les cellules de la muqueuse gastroduodénale. C’est
un analogue synthétique de la prostaglandine E1(PGEL). Sa structure chimique differe de la
PGE]1 par la présence d’un méthylester en Clet le transfert du groupement hydroxyle du C15
au C16 avec I’ajout d’un méthyle (Aubert et al .; 2014) (Annexe Ill). Le misoprostol
améliore également la protection des muqueuses en stimulant la production de mucus et de
bicarbonate, comme il inhibe de facon significative les médiateurs inflammatoire (ILs et
superoxyde) (Camacho-luna et al .; 2017).

Les résultats obtenus montrent 1’effet protecteur du misoprostol sur la muqueuse gastrique
contre 1’agent exogéne ; I’éthanol. Aubert et ses collaborateurs (2014) ont rapporté des

résultats similaires a ceux obtenus dans cette présente étude.

Le traitement des souris par I’huile de L.usitatissimum induit une réduction trés hautement
significative (p<0.001) au niveau des surfaces Iésées par rapport aux souris du groupe
contréle (Annexe I). Les résultats montrent que les extraits a 200mg et 100mg ont exhibé
d’une maniére dose-dépendante un effet gastro-protecteur trés significatif avec un
pourcentage d’ulcération de 10,14% et 22,34% correspondant a un pourcentage d’inhibition
de 68,20% et 43,51% respectivement (Annexe Il). L’extrait a 200mg/kg a donc démontré un
effet comparable a celui du misoprostol.

Comparativement a la valeur obtenue par le groupe prétraité avec une dose de 50mg/kg,
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aucune différence significative avec le groupe éthanol n’a été enregistrée avec un pourcentage
d’ulcération de 30,65% (Annexe II).

Les groupes prétraités a 1’extrait a 50, 100 et 200mg/kg, ont montré une muqueuse normale
avec présence de légeres congestion et infiltration (Figure 31, 32, 33), comparables aux

observations faites sur le group prétraité a I’Oméprazole (Figure 30).

L’huile de lin serait donc dotée d’une activité cytoprotéctrice au méme titre que le
misoprostol.

La composition de I’huile de lin en oméga 3 (ALA 18 : 3n-3) et oméga 6 ( LA 18 : 2n-6) qui
sont dits « acides gras indispensables » car il ne peuvent pas étre synthétitisés par I’homme et
doivent étre apportés par 1’alimentation, les AGPI n-3 sont des composants majeurs des
phospholipides membranaires, ils jouent un réle non négligeable sur la fluidité membranaire
et le transport ionique, ou ils sont indispensables pour le bon fonctionnement de ces tissus. Il
est donc peu surprenant que les AGPI n-3 soient impliqués dans la prévention ou la guérison
de nombreuses pathologies chroniques (Calder, 2006). Ces derniers possédent un effet
inhibiteur sur la sécrétion gastrique, effet anti-inflammatoire, inhibiteur de la lipoxygénase,
de I’histamine et antagonistes des anti-sécrétoires (effets anti cholinergique) qui

expliqueraient son activité gastro-protectrice Kaithwas G. et Majumdar D.K.( 2010).

I11.2-Etude de activité anti-inflammatoire intestinale :

Dans cette étude nous sommes intéressées a évaluer 1’effet anti-inflammatoire intestinal des
huiles de linum usitatissimum contre les inflammations induites par 1’éthanol chez les souris
de souche NMRI.

Les résultats ont révélé que 1’éthanol a provoqué une irritation du colon, et une augmentation
significative du rapport P/L, aussi des dégats macroscopiques ont été observeés, par rapport au

lot t¢émoin mais aucune mortalité n’a été rapportée (figure 24 (A)).

L’éthanol posséde une faible toxicité par exposition répétée par voie orale et respiratoire en
comparaison aux études qui sont faites par voie rectale comme il a été confirmé par Bonnard
et al, (2007) .

Le traitement avec les trois doses de H.F (200,100 et 50mg/kg) a montré une réduction
significative d’inflammation, une amélioration générale de I’état clinique des souris traitées
(figure 24 (A)).

Le rapport P/L du c6lon est considéré comme un indicateur direct de la gravité et 1’étendue
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de I’inflammation intestinale (Sotnikova et al.; 2013). Comme le montre la figure 25,
I’administration de H.F a réduit d’une maniére trés hautement significative (p<0,001) les
valeurs de ce dernier, a des niveaux plus au moins similaires a ceux des souris dans le groupe
normal, une réduction de 41,33% et 35,97% respectivement a 100 et 50 mg/kg de H.F. Par

contre la dose de 200 mg/kg a également eu un impact positif sur 1I’inflammation colique,

avec une réduction hautement significative (P<0,01) avec un pourcentage d’inhibition
(20,12%).

Cela révele les propriétés anti-inflammatoires intestinales de H.F

Témoin Ethanol 200 mg/kg 100 mg/kg 50 mg/kg
(A)
Témoin Ethanol
(B)

Figure 24 : Longueur des differents colons des lots (A). differents aspect de I’inflammation intestinale

des colons chez des souris expérimentales (B).
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Figure 25 : Effet des huiles fixes (HF) (50,100 et 200 mg/kg) sur 1’évolution du rapport, longueur en
mg/cm dans un modéle de souris induit par éthanol, les données sont exprimées en moyenne + SEM
(n=06), statistiquement (*p<0,005. **p<0,01. ***p<0,001).

Dans leur étude faite en 2000, Belluzzi et ses collaborateurs ont également démontré que les
acides gras (AL/ALA) qui sont présent dans cette huile sont suggérés comme étant un bon
traitement des maladies inflammatoires chroniques (maladie de Crohn et la rectocolite
hémorragique). Par une succesion d’élongation et de désaturation, ces acides gras sont
transformés en dérivés supérieurs présentent plus de carbones et /ou de double liaison (figure
26).

En ce qui concerne la série des omeéga 6 que posséde I’huile de lin, ils sont parmi les
principaux acides gras a longues chaines. Nous pouvons citer 1’acide arachidonique (AA 20 :
4n-6) tandis que dans la série de oméga 3, nous pouvant citer I’acide eicosapentaéoique ( EPA
20 : 5n-3) et I’acide docosahexaéonoique ( DHA 22 : 5n-3) (Calder , 2006). L’AA et ’EPA
sont transformés davantage par le métabolisme pour produire des substances hermonoides
qu’on appelle eicosanoides. Les eicosanoides sont des médiateurs qui regroupent les

prostaglandines (PG), les prostacyclines (PGI), les thromboxanes (TX), les leucotriénes (LT).

Les eicosanoides présentent des activités biologiques trés diverses : réle dans les réponses
inflammatoires , immunitaires dans 1’agrégation plaquettaire , tension artérielle, ainsi que

dans la croissance et la différenciation cellulaire Adolphe J. et Fitzpatrick K .( 2015).

Les eicosanoides dérivés de I’AA aboutissent a la formation de prostaglandines de type 2 et

de leucotriénes de type 4 qui favorisent I’agrégation plaquettaire, qui présentent une activité
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pro-inflammatoire, libérés dans le corps a la suite de blessures, d’infection , stress ou certaines
maladies. Tandis que les eicosanoides dérivés de I’EPA conduisent & la formation de
prostaglandines de type 3 et leucotriénes de type 5 ayant un effet anti-agrégant plaquettaire .
Ces derniers, présentent des effets anti inflammatoires et réduisent les troubles inflammatoires

(chronique et gastrique), ainsi qu’abaisse le choléstérol (LDL) (Calder,2002).

De nouvaux médiateurs protecteurs de nature lipidique dérives des AGPI n-3 ont été
identifiés. Se sont des résolvines E, issues de ’EPA et les résolvines D et protectines issus
du DHA. Ces résolvines exercent une action reductrice de I’inflammation en bloquant

I’infiltration leucocytaire, elles agissent en fin de processus inflmmatoire (figure 26) (Calder ,

2009).
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Figure 26 : Role des résolvines dans I’inflammation (Schwab,2006).

111.3- Evaluation microscopique des lésions :

L’¢tude histo-pathologique a permis de confirmer les résultats des observations
macroscopiques précédentes. Cette étude microscopique, realisée sur les estomacs et colons
prelevés, nous a permis de mieux évaluer D’activité protectrice de I’extrait de Linum

usitatissimum .

En effet, cette étude a révélé de séveres 1ésions dans le groupe controle ayant regu 1’éthanol.
Une désorganisation architecturale caractérisees par la destruction de la région superficielle et

la présence de debris cellulaires a coté de la membrane avec présence d’effilochage de la
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muqueuse, perte de cellules épithéliales, congestion, formation d’cedéme important et
présence de d’infiltration de cellules inflammatoires et de vasodilatation des vaisseaux et
exprimant la genése d’inflammation ont été observes , des résultats qui corroborent ceux de
Jainu et al .,(2006) (figure 28) par rapport a 1’organisation architecturale du groupe témoin

sain ou la muqueuse , la sous muqueuse et la séreuse sont d’un aspect normal (figure 27).

Figure 27 : Photographie Originale des coupes histologiques des estomacs du groupe témoin
observées sous microscope. (G : x 4 /x 10), réalisée a 3um (M : muqueuse, S/M : sous-muqueuse, Mu :

musculeuse, S : séreuse).

Figure 28 : Photographie originale des coupes histologiques des estomacs du groupe traité par
1’éthanol 96% observées sous microscope. (G : x 4/x 20), réalisée a 3um (H : hémorragie, DC: débris

cellulaire, A : amas).

Chez le groupe trait¢é par le misoprostol a 200ug/kg, 1’étude histologique a révélé la
diminution remarquable des Iésions. Il a été observé une organisation architecturale normale

des estomacs semblables a ce d’un estomac sain, et aucune altération n’a été signalée au
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niveau de la muqueuse gastrique chez ce groupe (Figure 29).

Figure 29: Photographie originale des coupes histologiques des estomacs du groupe traitées par
Le misoprostol a 200ug /kg observées sous microscope (G: x4/x 10), réalisée a 3um.

L’étude histologique des souris traitées par 1’oméprazole a 20mg/kg, a démontré une légeére
diminution des lésions hémorragiques et architecturales par contre les foyers inflammatoires

ont persisté (figure 30).

Figure 30: Photographie originale des coupes histologiques des estomacs du groupe traités par

I’oméprazole a 20mg/kg observée sous le microscope.(G : X 4/x 10),réalisée a 3um (A : amas).

Les coupes histologiques du groupe traité par I’extrait de linum usitatissimum a une
concentration de 200mg/Kg, a révélé moins de lésions par rapport au groupe contréle. En
effet I’architecture gastrique est plutot normale et la muqueuse ne présente pas d’effilochage
ni d’hémorragies ni d’amas leucocytaires (Figure 31) démontrant son activité cytoprotéctrice

et anti-inflammatoire.
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Figure 31 : Photographie originale des coupes histologiques des estomacs traités par huile de linum

usitatissimum a 200mg/kg (G : x 4) réalisé a 3um.

Chez le groupe traité par ’extrait a 100mg/Kg, 1’étude a révélé une petite perte de structure au
niveau de la muqueuse gastrique ; cependant, aucune hémorragie ou autre Iésion prononcée

n’a été observée (Figure 32).

Figure 32 : Photographie originale des coupes histologiques des estomacs traités par huile de linum

usitatissimum a 100mg/kg (G : x 4) réalisé a 3um.

Les observations ont révélé chez le groupe traité par linum usitatissimum & 50 mg/Kg, qu’il y
avait des petites Iésions au niveau de la muqueuse gastrique, avec présence de petits foyers

hémorragiques, d’cedémes et d’infiltration leucocytaires (figure 33).
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Figure 33 : photographie originale des coupes histologiques des estomacs traités par huile de linum

usitatissimum a 50mg/kg (G : x 4) réalisé a 3um.

L’effet anti-inflammatoire intestinal de H.F a été confirmé apres 1’évaluation histologique
des échantillons de la partie distale du c6lon, car le traitement favorise la régénération des
tissus de 1’épithélium intestinale. Ceci a €té mis en évidence par réduction significative des
scores microscopiques par rapport au groupe éthanol non traité avec les trois doses d’huile.
Une destruction des cellules épithéliale, une dégénérescence des cryptes intestinales et une
Iégere anarchie du tissu épithélial ont été observees chez les souris traitées a 1’éthanol (figure
34,35 B) par rapport au lot témoin (figure 34,35 A).

L’administration de H.F a induit une régénérescence des tissus en restaurant 1’architecture
normale des cellules et en préservant 1’intégrité d’épithélium intestinal (figure 34,35( C, D,

E)) démontrant bien son activité anti-inflammatoire.
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0,2 ym

(A) (B)

(E)

Figure 34 : Effets des huiles de Linum usitatissimum dans un modéle de souris colitique induite par
I’éthanol. Section histologique de la muqueuse colique colorées avec hématoxyline et de 1’éosine. (A)
témoin, (B) groupe traité par 1’éthanol, (C) 200 mg/kg de HF, (D) 100 mg/kg de HF, (E) 50 mg/kg de

HF (G : x 4).
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Figure 35 :Effet des huiles de linum usitatissimum dans un modele de souris induite par 1I’éthanol.
Section histologique de la muqueuse colique colorées avec de I’hématoxyline et de 1’éosine :(A)
témoin, (B) éthanol, (C) 200 mg/kg de HF, (D) 100 mg/kg de HF, (E) 50 mg/kg de HF (G: x10).

Un test de toxicité a été réalisé pour I’extrait brut de Linum usitatissimum, les résultats ont

montré que ce dernier ne présente aucune toxicité pour les souris a une concentration allant

jusqu’a 4000 mg/Kg.

Page 37




Conclusion



Conclusion et perspectives

Afin de minimiser les effets secondaires des medicaments, les plantes médicinales restent
toujours la source fiable de principes actifs connus par leurs propriétés pharmaceutiques, en
exhibant le pouvoir de traiter diverses pathologies, exemple celles touchant le tractus gastro-
intestinal.

L’objectif de ce travail a été de tenter d’évaluer 1’activité anti-ulcére, anti inflammatoire de la
plante L.usitatissimum . Son choix a été dicté par son utilisation dans la pharmacopée
traditionnelle algérienne, pour le traitement de plusieurs pathologies, notamment les
pathologies inflammatoires. Ainsi la plante a révélé sa richesse en composants bioactifs ;
acides phénoliques (lignanes), fibre, mucilage. Cependant, I’étude bibliographique préalable
réalisée a montré que cette plante n’a jamais été testée pour son effet gastro-protecteur et anti-
inflammatoire intestinal.

L’application des modé¢les d’ulcération par 1’éthanol, répond aux critéres de fiabilité, de
faisabilité et de reproductibilité. De ce fait, ces agents nécrosants peuvent étre utilisés pour
tester le pouvoir pro- ou anti-ulcére et anti-inflammatoire des médicaments.

Par ailleurs, I’évaluation des pouvoirs gastro-protecteur et anti-inflammatoire intestinale des
extraits de linum usitatissimum sur les ulcérations et inflammations induites par 1’éthanol
chez les souries , a montré qu’a des concentrations de 200 , 100 et 50 mg/kg, ’extrait de la
graine de lin a le pouvoir de diminuer ou d’inhiber les 1ésions inflammatoires.

En effet, les différentes doses de linum usitatissimum ont exhibé des résultats trés et
hautement significatifs (P < 0,001 et P<0,01) vis-a-vis des leésions provoqués par 1’éthanol,
de telle sorte que I’ étude effectuée permet de conclure que les doses de 200, 100 et 50mg/kg
de I’extrait de la graine de lin préviennent les Iésions provoquées par les agents ulcérogénes
avec des pourcentages d’inhibition respectivement égales a 68,20 % , 43,51% et 22.48 % au
niveau de I’estomac et 20,12 %,41,33 % et 35,87% respectivement au niveau du c6lon . Cela
s’expliquerait en grande partie par ’activité cyto-protectrice apportée par 1’effet des

mucilages, suivit de I’effet antioxydant et anti- inflammatoire des omégas.

Linum usitatissimum possede de remarquables propriétés biologiques parmi lesquelles
les activités gastroprotecteur et anti-inflammatoire étudiées dans ce mémoire donnant des
résultats préliminaires. Cependant, cela nécessite des études complémentaires et approfondies

dont de nombreuses perspectives peuvent étre envisagées :

- Confirmation de ’activité des extraits sur des ulcéres provoqués par d’autres agents

ulcérogénes avec des protocoles pour des traitements curatifs et chroniques. Il serait
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aussi intéressant d’effectuer des tests d’activités antibactériennes contre Helicobacter
pylori.

- Etudier ’effet de ’huile de la graine de lin sur des ulcéres duodénaux, d’autant plus
qu’il est 80 fois plus fréquent que les ulceres gastriques.

- Lagraine de lin est riche en plusieurs composants, il serait intéressant de les isoler, les
identifier et de les tester afin de déterminer le (ou les) principe(s) actif(s)
responsable(s) de cette activite.

- Ces résultats restent préliminaires, il serait intéressant de poursuivre les études sur
I’échelle moléculaire afin de mieux comprendre le mécanisme d’action de ces

molécules.
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Annexe

Annexe | : Evaluation de I’indice d’ulcére par la méthode des scores.
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Les valeurs des indices d’ulceres sont représentées par la moyenne = SEM (erreur standard

sur la moyenne) ; N= 6 pour chaque groupe. ***P < 0.001 ; **P < 0.01 ; *P < 0.05

significativement différent du groupe contréle ; + : présence ; - : absence.
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Annexe Il : Le pourcentage d’ulcération et d’inhibition pour les différents groupes. L’ histogramme

suffit mettre les valeurs :

Traitement Dose mg/kg % d’ulcération % d’inhibition
Contrdle (éthanol 96%) 44,53 -
Omeprazole 20 35,22 25,54
Misoprostol 200ug 7,08 74,34
Extrait de 50 30,65 22,48
L.usitatissimum 100 22,34 43,51

200 10,14 68,20

s o]
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3”];_.“

oH
Prostaglandine E1 Misoprostol (CYTOTECE)
En asseciation aver le Dicloféinac (ARTOTEC®)

Annexe I11 : la structure du misoprostol et son analogue (Tang et al., 2007).

Série n-6 Série n-3
18:2n-6 18:3n-3
(linoleique) (o-linclénigue)
l AE-désaturase 1‘
18:3n-6 18:4n-3
fy-linolénigque) {stéaridonigue)
1, élongase i
20:3n-b6 20:4n-3
(eicosatétraénoique)
l AS-désaturase l
20:4n-6 20:5n-3
(arachidonigue) {eicosapentaénoigue)
i élongase ¢
22:4n-6 22:5n-3
{adrénique) (docosapentaénoique n-3)

Annexe 1V : voies métabolique de la conversion des ALA et LA alimentaire en leurs acides

gras polyinsaturés a longue chaine Lee J.Y.et Hwang D.H.(2008).
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Annexe V : Représentation en histogramme du pourcentage d’inhibition de 1’effet de
I’Oméprazole, Misoprostol et les extraits (50, 100,200 mg/kg) sur 1’ulcére induit par 1I’éthanol
chez les souris. Le pourcentage d’inhibition est exprimé en moyenne + SEM pour n = 6,

suivant le test one-way ANOVA suivi du test de Tukey. *** p < 0.001trés hautement

significative.



Glossaire

Abrasion : lésion de cause traumatique (chute, accident).

Antre : Orifice inférieur de I'estomac, assurant la communication entre celui-ci et le
Duodénum.

Cellule ECL : c’est la lere cellule endocrine identifié dans le systéme endocrinien,
caractérisé par ces granules qui sécrétent la sérotonine et I’histamine.

Colite : Inflammation aigué ou chronique du c6lon.

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

Gastrite : inflammation de la muqueuse de I’estomac sans qu’il ait de véritable
ulcération.

Hémorragie : écoulement du sang en dehors de la circulation sanguine.

Infiltration de neutrophiles : diffusion ou accumulation de neutrophile dans un tissu
En réponse a une variété de cellule libérée au niveau du site inflammatoire.

Lésion : Modification de la structure d'un tissu vivant sous l'influence d'une cause
morbide.

Mucilage : substance poly osidique, elle gonfle au contact de 1’eau et forme une
solution visqueuse.

Nécrose : mort anormale et non programmé d’une cellule ou tissu.

Oedéme : infiltration du tissu conjonctif ou cavité séreuse, d’un liquide appelé
exsudat prévenant du sang.

OEsophage : partie du tube digestif qui s’étend jusqu’au cardia.

Pepsine : enzyme naturellement présent dans 1’organisme, plus particuliérement dans
le suc gastrique, elle aide a la digestion des aliments.

Perforation : formation d’un trou dans un organe creux.



Résumé

Linum usitatissumum est une plante appartenant a la famille des Linacées, largement utilisée
en médecine traditionnelle, pour ses effets antioxydants, anti inflammatoire et anti ulcére.
Dans la présente étude 1’objectif a été d’évaluer 1’effet gastroprotecteur de 1’extrait d’huile de
lin sur les troubles digestifs (ulcere gastrique et inflammation du colon) induit par 1’éthanol
sur un modeéle animal. 42 souris adultes (25-30g) ont été sélectionnées et réparties en groupes
expérimentaux traitées respectivement aux doses de (50, 100, 200mg/kg) d’huile de lin. Ces
derniéres ont exhibé des resultats trés significatifs (P < 0,001) avec des pourcentages
d’inhibition de (22,48%, 43,51%, 68,20%) au niveau de 1’estomac et (35,87%, 41,33%,
20,12%) au niveau du coélon respectivement. L’examen histologique a révélé une
architecture de la muqueuse protégée semblable a celle du groupe positif (misoprostol) avec
absence d’effilochage, d’hémorragie, d’inflammation et d’cedéme chez les groupes traités
avec I’huile. Ces résultats suggerent que huile de lin posséde un effet gastroprotecteur et anti-
inflammatoire, qui serait di a sa capacité a prévenir la formation de 1ésions et d’induire les
mécanismes de protection de la muqueuse gastro-intestinale.

Mots clés : Linum usitatissumum, anti ulcére, huile de lin, antioxydant, éthanol.
Abstracts:

Linum usitatissumum is a plant of the linaceae family, widely used in traditional medicine, for
its antioxidant, anti inflammatory, anti ulcere effects. The purpose of the present study is to
investigate the gastro protective effect of linseed oil on digestive disorders (ulcer and
inflammation) induced by ethanol mixture an animal model. 42 adults mices (25-30g) were
selected and divided into experimental groups Treated respectively at doses of (50, 100,
200mg / kg) of linseed oil, exhibited significant results (p <0.001) with inhibition percentages
of (22.48%, 43.51%, 68, 20%) in the stomach and (35, 87%, 41, 33%, 20, 12%) in the colon
respectively. Histological examination revealed intact mucosal layers similar to the positive
group (misoprostol) with no fraying, inflammation and edema in the groups treated with the
oil. These results suggest that linseed oil has a gastroprotective and anti-inflammatory effect,
which is due to its ability to prevent the formation of lesions and to induce the protective
mechanisms of the gastrointestinal mucosa.

Key words: Linum Linum usitatissumum, anti ulcer, linseed oil, antioxidant, ethanol.
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