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Introduction

Les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI) désignent deux affections,
la maladie de Crohn (MC) et la rectocolite ulcéro-hémorragique (RCUH). Ces maladies sont
caractérisées par une grande disparité¢ de répartition dans le monde et une forte augmentation
de leur incidence depuis 50 ans (Podolsky, 2002). En 2017, il recensait pres de 30 0000 cas de
malades, 59% de cas de MC et 37% de cas de RCUH (Choi et al., 2017). Leur physiopathologie
fait intervenir une composition anormale du microbiote intestinal (appelée dysbiose), une
dysfonction de la barri¢re épithéliale, un déficit de I’immunité innée et une dérégulation de
I’immunité adaptative. Les facteurs d’environnement semblent jouer un réle important dans la
survenue de ces maladies. Le tabagisme a un effet démontré, favorable dans la RCUH, néfaste
dans la MC. L’exposition solaire, la vitamine D, I’alimentation, les agents infectieux et certains
médicaments ont été associés a I’'incidence des MICI mais leurs effets est moins bien démontré

(Bouma et Strober, 2003).

Les thérapies actuellement disponible pour le traitement des maladies inflammatoires
chronique de I’intestin associé est loin d’étre optimales, il n’existe toujours pas de traitement
curatif mais seulement des traitements symptomatiques suspensifs. Actuellement le traitement
de ce genre de maladies est basé sur une administration quotidienne de doses relativement
¢levées d’immunosuppresseurs, ou d’anti-inflammatoires ou d’immunmodulateurs, associés a
des effets secondaires graves et ne permettant qu’une rémission temporaire de la maladie
(Chaparro et Gisbert, 2016). D’autre part, malgré les progres thérapeutiques réalisés au cours
de ces dernieres années avec l'introduction de plusieurs nouveaux agents anti-TNF, un grand
nombre de patients ne répondent pas a ces nouvelles thérapies (Bouguen et al., 2013). C’est
pourquoi il est extrémement urgent de développer de nouvelles modalités de traitement
permettant un meilleur controle de I’inflammation intestinale et ainsi capable de prévenir le
développement des cancers colorectaux. Idéalement ces nouvelles thérapies devraient présenter
une bonne interaction avec le systéme immunitaire de la muqueuse sans provoquer
d’immunosuppression systémique et permettre de rééquilibrer la flore intestinale. Tout ceci en
apportant un bon profil d’innocuité, peu ou pas d’effets secondaires et la possibilité de répéter
le traitement autant de fois que nécessaire sans perte d’efficacité, via I’utilisation de nouvelles

molécules thérapeutiques d’origine végétale ou des extraits brutes des plantes médicinales.

Les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin sont de surcroit en raison
notamment de I’inflammation chronique de la muqueuse et de changement dans la composition

de la flore microbienne (Podolsky, 2002). Un traitement anti-inflammatoire permettant un

B



Introduction

controle efficace de I’inflammation représente la premicre ligne d’action pour prévenir le
développement des MICI. Cette affirmation est supportée par le fait que [’utilisation de
certaines drogues, utilisées pour atténuer I’inflammation de la muqueuse notamment les graines
de lin pour ces huiles fixes, semble étre associée a une réduction de I’incidence de

I’inflammation intestinale chez les souris (Shim et al., 2014; Chaparro et Gisbert, 2016).

L’utilisation des plantes médicinales largement répandue dans la médecine
traditionnelle est trés prometteuse (Bruneton, 2009). Le lin (Linum usitatisimum) est une plante
médicinale connue pour ses vertus thérapeutiques. Sa teneur élevée en huiles fixes dans ses
graines justifie son pouvoir anti-inflammatoire (Bommareddy ez al., 2009; Shim ez al., 2014).
L’objectif de ce travail est d’évaluer I’effet thérapeutique in vivo de I’huile fixe de graine de lin
dans deux mode¢les de I’inflammation colique induite par 1’acide acétique afin de parvenir a
mettre en évidence I’activité anti-inflammatoire intestinale des huiles fixes de Linum

usitatisimum.
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Chapitre I Synthése bibliographique

I- Maladies inflammatoires chroniques de I’intestin

Les maladies inflammatoires chroniques intestinales (MICI) affectent trés certainement
I’homme depuis des siecles, dont les symptdmes ont été décrits des le deuxieme siecle apres J-
C par les médecins grecs Soranus et Aretacus de Cappadocia. En 1612, I’autopsie d’un jeune
garcon rapporte des ulcérations intestinales semblables a celles présentes dans les MICI
(Kirsner, 1995). Les MICI sont des maladies inflammatoires auto-immunes idiopathiques de la
muqueuse colique. Ce terme regroupe deux pathologies inflammatoires intestinales chroniques,
d’étiologie inconnue dont la présentation clinique et morphologique est différente, la maladie
de Crohn (MC) et la recto-colite ulcéro-hémorragique (RCUH) (Podolsky, 2002; Geboes et
al., 2008).

Les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin (MICI) résultent d'une activation
inappropriée et continue du systéme immunitaire de la muqueuse. Cette réponse aberrante est
trés probablement facilitée par des défauts a la fois dans la fonction de la barriére de 1'épithélium
intestinal et dans le syst¢tme immunitaire muqueux (Podolsky, 2002). La MC et la RCUH qui
ont de nombreux caractéres communs mais €galement certaines spécificités. Ce sont des
maladies chroniques, dont I’évolution est peu prévisible et la gravité trés variable d'un malade
a l'autre, et chez le méme malade, d'une phase évolutive a l'autre, La RCUH atteint
exclusivement le rectum et le cdlon tandis que la MC peut toucher tout le tube digestif (Figure

1) avec une prédilection pour la région iléo-caecale (Xavier et Podolsky, 2007).

Gallbladder
Pylorus
Duodenum
Pancreas
Transverse
colon
Ascending
colon
Jejunum

Descending
colon

lleum

Cecum Sigmoid
colon
Rectum

Anal canal

Appendix

Figure 1: Diffrents segments du tube digestif qui peuvent etre atteints en cas de MICI (Cheng

et al., 2010).
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I-1. Maladie de Crohn

La Maladie de Crohn (MC) est une maladie inflammatoire transmurale (Figure 3) qui
peut toucher I’ensemble du tube digestif, de la bouche a I’anus, il existe typiquement une
atteinte discontinue du tractus digestif plus ou moins associée au développement de
complications (sténose, fistule et abcés). La symptomatologie est dominée par une diarrhée
chronique associée a des douleurs abdominales; le mode de début est le plus souvent progressif,
plus rarement aigu. Des signes généraux (fiévre, anorexie, amaigrissement) sont souvent
associés (Hart et Ng, 2011). La MC se caractérise par une atteinte chronique inflammatoire du
tube digestif. Elle fait partie de ce qu’il est maintenant courant d’appeler les «immune mediated
inflammatory disorders (IMIDs)» au méme titre, par exemple, que la polyarthrite rhumatoide

et le psoriasis (Brown et al., 2005).

Les LT en particulier LTCD4+ auxiliaires (T helper «Th») produisent différents types
de cytokines et jouent un role cl¢ dans I’initiation et la perpétuation de 1’inflammation et des
lésions intestinales, la MC est liée a une réponse excessive des LTCD4+ de type Thl qui
produisent de grandes quantités d’interféron INF-y sous le controle de I’interleukine-12 (IL-
12), tandis que la RCUH est plutdt associée a un profil de cytokines de type Th2 avec un exces
de production d’Il-13. Une autre population de lymphocytes TCD4+ dits « Th17 » capable de
produire différents cytokines pro-inflammatoires comme IL-1, IL-17, IL-21 et IL-22
contribuent a I’inflammation digestive observée dans les deux formes de MICI mais en

particulier au cours de MC (Parronchi et al., 1997; Berrebi et al., 1998).

I-2. La recto-colite ulcéro-hémorragique

La recto-colite ulcéro-hémorragique (RCUH) est une maladie inflammatoire chronique
non transmurale (Figure 3) (c’est-a-dire qui ne concerne pas toute la paroi) limitée au colon.
Elle touche constamment le rectum et remonte plus ou moins haut sur le colon jusqu’a
constituer au maximum une pancolite lorsqu’elle atteint le ceecum. La symptomatologie est
dominée par une diarrhée glairosanglante, d’évolution progressive associée a des douleurs
abdominale ou un syndrome rectal (Conrad et al., 2014). Les causes de cette maladie sont
encore en grande partie inconnues mais en termes simplistes, la RCUH semble présenter un

profil de cytokine de type Th2 (Xavier et Podolsky, 2007).

4
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Crohn’s Disease Ulcerative Colitis

Figure 2: Localisation des atteintes intestinales dans la maladie de Crohn (MC) et la recto colite

ulcéro-hémorragique (RCUH) (Adam et Cheifetz, 2013).

I-3. Immunogénétique des maladies inflammatoires intestinales

La maladie de Crohn et la colite ulcéreuse, les deux principaux types de maladies
chroniques inflammatoires de I'intestin, sont des affections multifactorielles d'étiologie
inconnue. Un locus de susceptibilité¢ a la MC a été cartographié¢ sur le chromosome 16 et a
permis d’identifier le premier géne associé¢ a la MC, le géne CARDI15 «Caspase recruitment
domain-containing protein 15» codant pour la protéine NOD2 «nucleotide-binding
oligomerization domain 2» (Mathew et Lewis, 2004). NOD2, codant pour un membre de la
superfamille des régulateurs de I'apoptose Apaf-1/Ced-4 exprimés dans les monocytes (Hugot
et al., 2001). La protéine NOD2 est un récepteur intracytoplasmique pour des fragments
bactériens, en particulier le muramyl-dipeptide du peptidoglycan, capable d’activer, en aval,
certains ¢léments clé du systéme immuno-inflammatoires tels que NF-kB (nuclear factor-kappa
B) (Bonen et Cho, 2003). Ces observations suggerent que le produit du géne NOD2 confére
une sensibilité a la maladie de Crohn, en activant de maniere excessive le NF-kB qui est le
facteur de transcription clé nécessaire a la différenciation des cellules productrices d'IFN-y et
d'TL-17 (Figure 3), les cytokines pro-inflammatoires responsables de la maladie de Crohn. La
modulation NOD?2 est altérée, et donc le thermostat immunitaire inné de l'intestin est fixé a un
niveau plus élevé de production de cytokines pro-inflammatoires, bouleversant ainsi
I'homéostasie normale du microenvironnement entérique de la muqueuse intestinale (Bouma

et Strober, 2003; Strober et al., 2007).
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Figure 3: Caractéristiques critiques de la réponse immunitaire muqueuse des individus
normaux et des patients atteints de la maladie de Crohn avec une fonction NOD2 défectueuse

(Strober et al., 2007).

I-4. Barriere épithéliale

La défense immunitaire contre les microbes intestinaux est assurée par la barriere
intestinale, constituée d’un biofilm bactérien et d’une couche de mucus (Figure 4), qui est le
protecteur de 1’épithélium intestinale. La sécrétion de mucus par les cellules caliciformes est
diminuée dans les MICI, aussi 'utilisation des puces a ADN a révélé une diminution de
I’expression des génes qui code pour les mucines dans I’iléon et le colon des patients (Schenk
et Mueller, 2008). Les cellules épithéliales sont la premiére ligne de défense contre I’invasion
par des organismes pathogenes, elles s’activent en produisant des peptides antimicrobiens, mais
dans les MICI ces derniers constituent un défaut fonctionnel de la barriere épithéliale

(Ramasundara et al., 2009).

La fonction de la barri¢re épithéliale, d’abord physique, puis physiologique, protége
I’organisme d’agents déléteres (toxines, bactéries, xénobiotiques) contenus dans la lumiére
intestinale, et permet la sécrétion d’immunoglobulines vers la lumiére intestinale (Schenk et

Mueller, 2008). Toute rupture dans cette fonction est impliquée dans la pathogénése de troubles
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fonctionnels de I’intestin et de maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (Moore et al.,

2016; Choi et al., 2017).

Microflore intestinale/microbes Lumiére intestinale
Cellule de Paneth
(défensines, TNF, y -
Cellule pER-oD2) o Cellule épithéliale

(TLR, NOD2) Couche de mucus

T

caliciforme

Cellule M Membrane basale

X : Cellule dendritique
i (TNF, IL-1, IL-6, IL-8, Macrophage
‘Qo Neutrophiles ] IL-12, NOD2, TLR) (TNF, IL-6, IL-8)
oL 92/ (TNF, IL-6, IL-8) B Lymphomes :

D (Thl, Th2, Th17, B)
________________________________________ Lamina propria

Figure 4: Mécanisme de défense de la barriere épithéliale intestinale (Matricon, 2010).

I-5. Les traitements des maladies inflammatoires intestinales
I-5.1. Traitement médical

Trois catégories de médicaments sont disponible pour les MICI: les anti-inflammatoires,

les immunosuppresseurs et les immunomodulateurs (Chaparro et Gisbert, 2016).
e Les anti-inflammatoires

Les dérivés de I’acide 5-aminosalicylique (5-ASA) sont utilisés depuis de nombreuses
années dans le traitement des maladies inflammatoires chronique de 1’intestin aussi bien dans
la maladie de Crohn que dans la rectocolite hémorragique. Ils sont toutefois de moins en moins
utilisés car leur efficacité est faible et insuffisamment démontrée (Van Bodegraven et Mulder,
2006). Ils exercent une activité locale directe et un effet anti-inflammatoire local sur les
muqueuses intestinales et coliques. En effet, ils activent le récepteur gamma des proliférateurs
du peroxysome (PPAR-Y) (Figure 5). Ce dernier fait partie d’une classe de récepteurs nucléaires
impliqués dans le contrdle de I’inflammation, de 1’apoptose et de la prolifération cellulaire au
sein des entérocytes. L’activation de la voie du PPAR-y serait responsable de ’effet anti

inflammatoire local (Rousseaux et al., 2005; Linard et al., 2008).
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Figure 5: M¢canisme d’action de 5-ASA sur le récepteur gamma des proliférateurs du

peroxysome (PPAR-y) (Torres et al., 2013).

Les anti-inflammatoires 5-ASA, peuvent avoir des effets secondaires comme des
dommages gastro-intestinaux, dont 5-ASA doublent ou triplent probablement le risque qu'un
individu développe une hémorragie ou une perforation gastro-intestinale grave. Ils peuvent
provoquer aussi les syndromes rénaux, dont l'insuffisance rénale fonctionnelle est la plus
importante. Cela peut précipiter l'insuffisance cardiaque, et I'hyperkaliémie est un danger

supplémentaire (Andrews et al., 2009).

e Les immunosuppresseurs

Leurs usages n’est pas systématiques. Ils sont utilisés en traitement du fond
généralement en deuxiéme ligne apres I’échec des anti-inflammatoires. Deux types de
molécules, les thiopurines [Azathioprine (AZA) et la 6-mercaptopurine (6-MP)] et le
méthotrexate (MTX); L'AZA est I'un des médicaments immunosuppresseurs les plus utilisés
pour le traitement des MC qui peut étre remplacé en cas d’intolérance par la 6-MP (Pearson et
al., 1995). L’AZA et la 6-MP sont des médicaments a effet prolongé (Bouhnik et al., 1996),
deux autres études de Getaid (années 1998-2002) ont démontré que ’efficacité de ’AZA se
maintient avec le temps, méme aprés une période de rémission prolongée, avec un taux de
récidives symptomatiques de 5% par an (Cosnes et al., 2005; Lemann et al., 2005). Ces
résultats font de I’AZA et 6-MP le traitement le plus efficace pour 1’obtention d’une rémission

soutenue dans la MC.
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La 6-MP et son précurseur I’AZA inhibent la multiplication des lymphocytes B et T

activés et des macrophages, diminuent la production d’anticorps dirigés contre des antigénes

dépendants des lymphocytes T, ils réduisent ainsi les activités NK et cytotoxiques T, et la

production d’IL 2 (Hoffmann et al., 2001; Derijks et al., 2006). Ces propriétés cytotoxiques

et immunosuppressives découlent de I’inhibition de la synthése de novo des bases puriques et

d’un effet pro-appoptotique exercé sur les LT et tous ces mécanismes se déroulent sous 1’action

de la forme active de ces immunosuppresseurs qui est la 6-thioguanine nucléotides (6-TGN)

(Schroll et al., 2005; Helmy et al., 2017).
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Figure 6: Mécanisme d’action de I’ Azathioprine (AZA) et la 6-mercaptopurine (6-MP) (Hosni-

Ahmed et al., 2001).
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Figure 7: Métabolisme intracellulaire du méthotrexate et sites d'action possibles. L'inhibition

de la dihydrofolate réductase (DHFR) (1) conduit a un déficit en tétrahydrofolate (THF);
inhibition de la tymidilate synthase (2); inhibition de la transméthylation de 'ARN, de I'ADN,
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des protéines et des phospholipides (3); inhibition de la 5-aminoimidazole-4-carboxamide
ribonucléotide (AICAR) transformylase et interférence avec la synthése de novo de la purine

(4) (Schroder et Stein, 2003).

L'azathioprine et la 6-mercaptopurine peuvent entrainer une suppression médullaire et
une numération sanguine périodique est obligatoire chez les patients recevant ces médicaments.
Les autres effets indésirables comprennent la pancréatite, I'hépatite, la myalgie et les vertiges,
entre autres. En raison d'effets indésirables, I'AZA doit étre retirée chez 15 a 30% des patients
(Bradford et Shih, 2011). Des effets indésirables sont observés chez 10% des patients prenant
50 mg/jour d'AZA et peuvent étre divisés en effets dose-dépendants ou idiosyncrasiques
(éruption cutanée, fievre, alopécie, diarrhée et pancréatite) et effets dose-dépendants ou

toxiques (nausées, myé¢lotoxicité et hépatotoxicité) (Koller et al., 2010).

e Les immunomodulateurs

Il s’agit surtout pour le moment des anticorps monoclonaux anti-TNF, adalimumab et
infliximab (Kusugami et al., 2004). L’efficacité de I’infliximab a été démontrée chez les
patients atteints de RCUH et de MC et il est maintenant utilis¢ en thérapeutique d’induction et
d’entretien (Hanauer et al., 2002; Rutgeerts et al., 2005). L’infliximab est un anti-corps
monoclonal chimérique humanisé¢ a 75%, Son efficacité dans le traitement d’attaque des
poussées intestinales de la MC a été évaluée dans plusieurs essais thérapeutiques, et une
perfusion a une posologie de Smg /kg induit une réponse clinique chez la plus part des patients
(Hanauer et al., 2002). Un autre essai randomisé a démontré la capacité de 1’infliximab a
fermer les fistules anopérinéales, aussi les hospitalisations et les interventions chirurgicales sont
¢galement moins fréquentes sous traitement d’entretien (Sands et al., 2004). Cet anticorps se
lie au TNFa, une cytokine pro-inflammatoire sécrétée par les macrophages activés, soluble et
li¢ a la membrane cellulaire. Il favorise I’élimination de TNFa soluble et membranaire et la lyse
des macrophages et des lymphocytes T activés et induit I’apoptose de ces derniers (Bouguen

et al., 2013).

Les effets secondaires notables d’infliximab comprennent un risque accru d'induction
d'infections (par exemple, la tuberculose); Lésion cutanée (eczéma, psoriasis...ect) ; Réaction
aigué¢ (Rash, hypotension); Maladie sérique (arthralgies); Symptome neurologique

(paresthésies, méralgie); Cancer (cancer papillaire thyroidien, lymphome); Sténose digestive;

W

Infection (abces dentaire) et autres (anxiété, dyspareunie) (Scheinfeld, 2004).
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I-5.2. Molécules actives d’origine végétales a effets anti inflammatoire intestinale

Plus de 120 composés provenant de plantes sont aujourd’hui utilisés en médecine
moderne et pres de 75% d'entre eux sont utilisés selon leur usage traditionnel dans les Maladies
inflammatoire chronique de I’intestin (Iserin, 2001). Parmi ces composés on retrouve, les
coumarines, les alcaloides, les acides phénoliques, les tanins, les lignanes, les terpenes et les
flavonoides qui sont des métabolites secondaires. Toutefois, la capacité de rétablir le
déséquilibre de la balance cytokines pro-inflammatoires/anti-inflammatoires dépend non
seulement des structures chimiques de ces métabolites secondaires, mais aussi de leurs action
spécifique (Comalada et al., 2006; Kleemann et al., 2011; Palla et al., 2016). Plusieurs études
ont observé 1’aptitude de ces composées a diminués 1’expression des différentes cytokines et
chemokines, telles que le TNFa, IL-1p, IL-6, IL-8, MCP1 (Monocyte Chemoattractant Protein
1) dans I’inflammation intestinale (Shapiro ef al., 2007; Romier et al., 2009; Sergent et al.,

2010).

I-5.3. Traitement chirurgical

Un traitement chirurgical peut étre propos¢€, pour les malades résistants a un traitement
médical bien suivi, ou encore suite a I’apparition de complications (Hwang et Varma, 2008).
Dont l'objectif est I’ablation du segment du tube digestif le plus atteint, et de retardé au
maximum la réalisation d’une coloproctomie totale avec iléostomie terminale définitive et de

permettre un control satisfaisant des 1ésions (Connelly et Koltun, 2013; Yu e al., 2016).

m
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II- Généralités sur le lin

Le lin du nom Latin Linum usitatissimum, signifie le lin de tous les usages (Muir et
Westcott, 2003). En anglais, appelé Flax, en arabe El katan, est une plante herbacée annuelle
qui appartient a la famille des Linacées (Beroual ef al., 2013). Comportant environ 300 especes.
Cette plante pousse a une hauteur de 20 a 150 cm, avec une racine pivotante, tiges trés fibreuses,
toutes les branches de la tige se termine en fleures bleu vif suivi du blanc, feuilles lancéolées.
Les capsules de fruits sphériques contiennent deux graines dans chacune des cinq
compartiments, les graines aplatis sont ovoides, arrondis a la base, aigues au sommet de 3,3 a
5 mm de long dont la couleur varie considérablement entre le jaune et le brun foncé¢. Le temps

entre le semis et la récolte de cette plante varie entre 90 a 150 jours (Muir et Westcott, 2003).

La plante est originaire du Moyen-Orient, d’Asie de 1'Ouest et de la Méditerranée
(Iserin, 2001). Elle est cultivée en qualité¢ de plante textile ou oléagineuse, C’est une plante
millénaire aux vertus médicinales, la composition des graines de lin est prometteuse pour ces
propriétés de guérison, prodiguent un effet laxatif et anti-inflammatoire (Halligudi, 2012;
Machado et al., 2015). Réduisant I’inflammation intestinale (Iseren, 2001). Il a ét¢ apporté
que la plante exerce un effet anti oxydant et anticancéreux, un effet anti-thrombotique, et anti-
allergénique (Bekhit ez al., 2017). Les graines de lin favorisent la santé cardiovasculaire et
stimule ’immunité (Halligudi, 2012). L'utilisation traditionnelle de la graine de lin a pour but
la diminution du taux du cholestérol dans le sang (Bekhit et al., 2017). Les graines de lin ont
aussi un pouvoir anti obésité et anti diabétique. En usage externe, elles sont utilisées autre fois
comme gel pour adoucir les cheveux (Halligudi, 2012) En usages industriels, dans la
production de produits laitiers, savon, vernie et textiles (Ivanova et al., 2011; Bekhit et al.,

2017).

La graine contient environ 45% de lipides, 30% de fibres alimentaires et 20% de
protéines, des acides phénoliques, des flavonoides et des lignanes. Elle comporte aussi des
mucilages, constitués de polysaccharides, polypeptides et glycoprotéines (Bekhit et al., 2017).
Les activités biologiques de cette plante sont liées essentiellement a I’huile présente dans ces
graines, qui est une excellente source en acide alpha-linolénique (ALA), et d’acides gras

insaturés (acide linolénique, acide linol¢ique et acide oléique) (Shim et al., 2014).

W
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III- Les huiles fixes

Les huiles fixes proviennent de plantes dites oléagineuses. Ces plantes ont la
particularité d'avoir une grande quantité¢ de lipides dans leurs fruits ou graines (Bruneton,
2009). Les maticres grasses végétales sont essentiellement constituées d'acides gras sous forme
de triglycérides, a ces acides gras s'ajoutent d'autres constituants non glycéridiques encore
appelés constituants mineurs ou acides gras libres ainsi que des insaponifiables (Tzen et al.,
1993). Les huiles végétales de graines de lin sont des sources privilégiées de macronutriments
essentiels (Bekhit ez al., 2017). La graine de lin est unique parmi les graines oléagineuses en
raison de sa teneur exceptionnellement élevée d'huile 35 a 45% (Bhatty et Cherdkiagumchai,
1990). Les graines de lin contiennent 40% de lipides (70-73% est polyinsaturée) (Daun et al.,
2003; Ganorkar et Jain, 2013; Machado et al., 2015).

I1I-1. Compositions d’huile de graine de lin en acides gras

Tableau I: Profil des acides gras d'huile de graines de lin (Bruneton, 2009; Singh et al., 2011).

Familles Nom Composition Structure
%
/\A/\/\/\/\/\/\/\l

Acides gras Acide palmitique 6% Hf >
Saturés

Acide stéarique 4% /\/\/\/\/\/\/\i

OH

Acide gras Acide oléique 20% M
monoinsaturé
Acides gras Acide a-linolénique 52%
polyinsaturés

Acide linoléique 17% " %

HO 1 s 12
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I11-2. Propriétés physico-chimiques

Les huiles fixes sont des mati¢res grasse onctueuses et épaisses, ces huiles fixes sont
des substances hydrophobes et parfois amphiphiles, insoluble dans 1'eau, mais trés solubles dans
les solvants organiques (Bruneton, 2009). L'étude de diverses caractéristiques physico-
chimiques explore I'importance pratique des huiles végétales dans la vie quotidienne, la couleur,
I'odeur, la densité, I’indice d'acide, l'indice de réfraction, la rotation optique, l'indice d'iode,
lI'indice de viscosité, la non volatilité et la saponification qui est un indice de la masse
moléculaire moyenne de divers acides gras dans des échantillons d'huile. Toutes ces propriétés
physicochimiques influent indirectement sur la qualité des huiles fixes (Choo et al., 2007;
Bruneton, 2009; Goyal et al., 2015). L’huile de lin traditionnelle s'oxyde facilement apres
avoir ¢été extraite et purifiée, car sa forte teneur en acide alpha linolénique (I'oméga-3) la rend

trés sensible a la chaleur et a la lumiére (Singh et al., 2011).

I11-3. Propriétés pharmacologiques et activités biologiques des huiles végétales

L'huile de poisson est la source traditionnelle d'acides gras oméga-3 alimentaires, tandis
que l'huile de lin peut étre utilisée comme source végétarienne d'acides gras oméga-3
alimentaires (Freese et Mutanen, 1997; Zhang et al., 2008). Récemment, I'huile de lin a gagné
en popularité en tant que supplément nutritionnel en raison de sa richesse en acide a-linolénique
(ALA) qui est un précurseur d’oméga 3, responsable de la réduction de lipoprotéine de basse
densité responsable de maladie cardiaque et qui réduisent le risque de maladie coronarienne.
De ce fait y’a une augmentation des concentrations d'ALA et d’omégas 3 dans le sang (Zhang
et al., 2008; Machado et al., 2015). Plus important encore, a I'heure actuelle, de nombreuses
propriétés ont fait la preuve que 1'huile de lin est un aliment fonctionnel trés prometteur pour la
prévention des maladies cardiovasculaires, avec ces propriétés anti-thrombotiques et anti-
arythmiques, dont les mécanismes exacts responsables des effets cardioprotecteurs n'ont pas été

completement élucidés (Bekhit ez al., 2017; Han et al., 2017).

Les scientifiques ont montré que 1'ALA pourrait avoir des effets bénéfiques
particuliérement dans le traitement des maladies du cancer, du diabéte et d'autres maladies en
influant sur la réponse immunitaire, les interactions cellulaires, la différenciation et la
prolifération cellulaire (Ivanov et al., 2011; Machado et al., 2015; Dikshit ez al., 2016; Bekhit
et al.,2017). L’huile de graine de lin diminue en générale I’inflammation, associée a des effets

de modification sur l'expression des genes impliqués dans la réaction inflammatoire (TNF-a,
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IL-6, MCP-1 «Monocyte Chemoattractant Protein-1 », et VCAM-1 «vascular cell adhesion
molecule 1») (Han et al., 2017). L'ALA dans les graines de lin modulent la réponse
immunitaire et peuvent jouer un role bénéfique dans la prise en charge clinique des maladies
auto-immunes. Les acides gras oméga-3 sont responsables de la formation d'un groupe de
composés analogues aux hormones appelés prostaglandines, qui aident a combattre de
nombreuses maladies, et joue un role important dans la protection des cellules contre les toxines
bactériennes envahissantes, les infections et les virus et aide a réduire l'activité des neutrophiles,

ce qui réduit le risque d'arthrite rhumatoide (Machado et al., 2015).

David (1983) a suggéré que I'ALA pourrait réduire le taux de croissance des cancers du
sein et du colon, en raison de leurs effets anti-oestrogéniques et/ou antioxydants et réduit la
prolifération des cellules épithéliales (Shim et al., 2014). L’huile de graine de lin a un grand
potentiel contre les cancers colorectaux (CCR) (Bommareddy et al., 2009). Sont largement
utilisées en médecine en tant qu'agent enveloppant et cicatrisant dans le traitement des maladies

gastro-intestinales (Ivanov et al., 2011).
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Chapitre 1T Matériels et méthodes

I- Matériel
I-1. Matériel végétal

Pour ces vertus médicinales traditionnelles, notre étude a été portée sur les graines de
lin, Linum usitatissimum L (Figure 8). Un échantillon commercial de lin brun (d’origine de Bou
Saada) a ét¢ acheté chez un herboriste (W.de Bejaia) et identifiés par un botaniste au niveau de

laboratoire de biotechnologie végétale (Université de Bejaia).

e Régne : Plante

e Embranchement : Angiosperme

e Classe : Dicotyledones

e Ordre : Geraniales
e Famille : Linaceae
e Genre : Linum

o Espéce : Linum usitatissimum

Figure 8: Photographie des graines de lin (Bejaia, labo, LBVEB, 2018).

I-2. Matériel biologique (souris)

Des souris albinos, males de la souche NMRI (Figure 9), dont leurs poids moyens est
de 29 g, ont été utilisées lors de I’étude in vivo (Animalerie de Bejaia). Ces souris ont été
utilisées pour 1’¢étude de I’activité anti-inflammatoire intestinale des huiles de graines de lin. Ils
¢taient nourris avec I’aliment fourni par 1I’Office National des Aliments de Bétails (ONAB)
d’Elkseur, avec accés libre a I’eau du robinet et soumis a un rythme de 12 heures d’éclairage et

12 heures d’obscurité.
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Figure 9: Photographie de souris albinos de souche NMRI (Animalerie, Univ. Bejaia 2018).
I-3. Matériel et réactifs

Le matériel et les réactifs chimiques utilisés dans la présente étude, afin de tester
I’activité anti-inflammatoire intestinale d’huile fixe de graines de lin, sont représentés dans

I’annexe.

II- Méthodes
II-1. Broyage

Les graines de Linum usitatissimum d’une masse de 150g ont été nettoyées et

débarrassées d’autres particules, et finement broyées en poudre a 1’aide d’un broyeur électrique.

I1-2. Extraction des huiles fixes totales de Linum usitatissimum

Les graines de Linum usitatissimum broyées sont mises a macérer dans 1’éthanol sous
agitation a température ambiante (Figure 10), il s’agit d’une extraction solide-liquide d’huiles

fixes totales (Figure 11) selon le protocole de Irshad et al., (2012).

Figure 10: Photographie de séparation des deux phases obtenues par Macération (LBVEB,
Univ. Bejaia 2018).
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[ Récupération des gouttelettes d’huiles.

—

Figure 11: Protocole d’extraction des huiles fixes de graines de Linum usitatissimum (Irshad

etal.,2012).
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I1-3. Etude de ’activité anti inflammatoire intestinale des huiles

L’étude sur I’activité anti-inflammatoire intestinale a été menée sur des souris colitiques
causeés par 1’acide acétique (5%) suivant le protocole de Gonzalez et al., (1999) sur deux

modeles de 48 h et de 5 jours.

I1-3.1. Evaluation de I’activité anti inflammatoire intestinale (test de 48h)

L'inflammation du c6lon induite par l'acide acétique (5%) a été utilisée pour simuler la
colite chez les souris. Pour tester 1’activité anti-inflammatoire intestinale, cinq lots de 6 souris
ont ét¢ utilisés. Ces 30 souris (de poids moyen de 29 g) ont été mises a jeun, 12 h avant I’essai

avec un acces libre a I’eau.

e lot témoin: Les souris de ce lot recoivent la solution véhicule (eau distill¢) par gavage
(Figurel2).

e lots colitiques: Les souris des différents lots ont été traitées par 1’acide acétique (5 %)
par voie rectale a 4mm, sous anesthésie légere (Figure 13). Les souris ont été maintenues
en position de Trendelenburg pendant 20s pour éviter le rejet de I’AA. Apres 4h de
I’injection de 1’acide acétique, deux doses d’huiles fixes de Linum usitatissimum (100
et 50 mg/kg) ont été administrées par gavage a I’aide d’une sonde en polystyréne
pendant 2 jours chez les 2 groupes colitiques, en vue de tester I’effet anti-inflammatoire
de la fraction d’huile fixe de Linum usitatissimum. De méme le médicament de référence

(Dexamethasone; 2.5 mg/kg) a ét¢ administré pour le 3eme lot colitique.

‘ s".

\&a

Figure 12: Présentation des lots et la méthode du gavage (LBVE, Bejaia, 2018).
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Figure 13: Administration de 1’acide acétique par voie rectale (Animalerie, Univ. Bejaia,

2018).
I1-3.2. Evaluation de I’activité anti inflammatoire intestinale (test de 5 jours)

La colite a été induite chez les souris par 1'acide acétique (5%) suivant le protocole de
Gonzalez et al., (1999). Ce test a été porté sur 30 souris (de poids moyen de 29 g), qui ont été
subdivisées en 5 lots de 6 souris. Un Lot t¢émoin et 4 lots colitiques (lot acide acétique, deux
lots traités par deux doses de I’huile fixe de Linum usitatissimum (50 et 12.5 mg/kg) et un lot
par Dexamethasone (2.5mg/kg) pendant 5 jours aprés induction de la colite, en vue de tester

leurs effets anti inflammatoire intestinale.

II-4. Evaluation des dommages causés par I’acide acétique

Le suivi de I’évolution de la colite se fait par I’évaluation de la fréquence des selles, les
saignements rectaux, le changement du poids corporels, le rapport poids/longueur (P/L) et
I’apparence de la paroi du colon, Suivant les recommandations de Sutherland et ses

collaborateurs (1987).

1I-4.1. Evaluation de ’activité anti-inflammatoire

L’activité anti-inflammatoire des extraits testés et leur évolution ont été estimés apres
48h de traitement pour le test aigue et apres 5 jours de traitement pour le test sub-aigue. Les
souris ont ¢té sacrifiées sous anesthésie par dislocation cervicale. Les colons ont été prélevés et
pesés. Les colons ont été rincés avec de I’eau physiologique, pesés, mesurés en cm entre la

jonction iléo-caecale et le rectum proximal.
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I1-5. Etude statistique

La présentation des données est faite par graphe pad comme moyenne =SEM. Pour
comparer les résultats du lot traiter aux résultats de lot malade, des analyses statistique ont été
effectué¢ grace a I’analyse ANOVA, test Dunnett’s, avec des significations statistiques de

*p<0.05.
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III- Résultats
III-1. Taux d’extraction des huiles fixes de Linum usitatissimum

L’¢échantillon de graines de Linum usitatissimum a été utilis€¢ pour extraire les huiles
fixes contenu dans les graines par macération, Nous avons obtenu un rendement de 36% apres

évaporation de I’éthanol.

II1-2. Etude de I’activité anti-inflammatoire intestinale

Différents parametres surveillés sur le model murin au cours de 1’expérimentation
permettent de mesurer le développement et la sévérité de I’inflammation intestinale induite par
I’acide acétique. Celle-ci se manifeste par la diminution de la consommation de I’aliment ainsi
que de I’eau, associée a une chute de la prise de poids, voire a une perte de poids. De plus,
I’acide acétique induit une modification progressive de la consistance des feces allant jusqu’a
la diarrhée caractéristique de la colite. L’ inflammation induite par 1’acide acétique se caractérise
¢galement par la présence du sang dans les selles, tout d’abord indécelable a I'eeil nu puis visible
dans les crottes ainsi qu’au niveau anal, ainsi que les atteintes macroscopique observées au
niveau de la paroi des colons lors de leurs récupérations apres sacrifice, et une augmentation
significative du rapport P/L par rapport au lot témoin non malade. Notre étude a été congue
pour évaluer l'activité anti-inflammatoire des huiles fixes de Linum usitatissimum pendant 48h

et 5 jours, sur le modele de I’inflammation colique chez les souris.

I11-2.1. Etude de Pactivité anti inflammatoire intestinale (test de 48h)

On observe des zones d’ulcération et des cedémes principalement dans le rectum mais
aussi dans le ceecum chez les souris malades aprés administration de I’acide acétique (5%) en
comparaison avec le lot t¢émoin non malade. L’administration de 1’huile fixe de Linum
usitatissimum (la dose de 50 mg/kg) a exercé une diminution significative (P<0,05) du rapport
P/L (Figure 15), ainsi qu’une diminution des érosions hémorragiques dispersées tout au long
du célon par rapport a lot colitique et une amélioration de la longueur des colons comme le
montre la (figure 14). Contrairement au traitement avec la dose 100 mg/kg ou la différence est

non significative du rapport P/L.
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(B) ‘ 50mg/kg I l 100mg/kg \ I Témoin \ [Acide acétique]

Figure 14: Aspects macroscopiques des différents colons des lots (A). Aspect des différents

colons ouverts chez les souris expérimentales colitique (B) (teste 48h).
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Figure 15: Effets des huiles fixes de Linum usitatissimum sur 1’évolution du rapport
Poids/Longueur (P /L) dans un mode¢le aigue (48 h) de colite induite par I’acide acétique (AA).
Les données sont exprimées en moyen £ SEM (n=6). (*P<0,05. **P<0.01, # : en comparaison
avec le lot malade). Dex: Dexamethasone (2.5 mg/kg), ns: non significative. HLU : Huiles de

Linum usitatissimum (50 et 100 mg/kg).

I11-2.2. Etude de ’activité anti inflammatoire intestinale (test de Sjours)

L’administration des doses (12.5 et 50mg/kg) d’huiles fixes de Linum usitatissimum
(pendant 5 jours) par gavage prévient de facon significative I'augmentation du poids corporel
chez les souris (Figure 18) et une diminution des érosions hémorragiques tout au long du célon
(Figure 16). L’amélioration de la longueur et du poids du colon et une diminution significative
du rapport P/L est remarquablement significative chez le lot traité avec la dose (12.5mg/kg)
d’huiles fixes de Linum usitatissimum, par rapport a lot traité avec la dose (50 mg/kg) (Figure
17). Cette réduction du rapport P/L assurée par la dose de 12.5 mg/kg est significative en

comparaison avec celle du lot malade non traité.

Aussi le traitement avec le Dexamethasone (DEX 2.5mg/kg) a montré une amélioration
de la longueur du colon et une réduction significative du rapport P/L qui a été observé par
rapport au groupe acide acétique, cela révele que le DEX a un impact positif sur I’inflammation

colique.
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I 12.5mg/kg\ I 50mg/kg I I Témoin I Acide

acétique

(A)
12.5mg/kg] [ 50mg/kg ] [ Témoin ] Acide
- acétique

(B)

Figure 16: Longueur des différents colons des lots (A). Aspect des différents colons ouverts

chez les souris expérimentales colitique (B) (teste 5 jours).
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Figure 17: Effets des huiles fixes de Linum usitatissimum sur 1’évolution du rapport
Poids/Longueur (P /L) dans un modele sub-aigue (5 jours) de colite induite par I’acide acétique
(AA). Les données sont exprimées en moyen £ SEM (n=6). (**P< 0.01, # : en comparaison
avec le lot malade). Dex : Dexamethasone (2.5 mg/kg), ns : non significative. HLU : Huiles de

Linum usitatissimum (50 et 12.5 mg/kg).
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Figure 18: Effet des différentes doses des huiles fixes de Linum usitatissimum (12.5 et 50
mg/kg) sur la variation du poids des souris pendants Sjours. Les données sont exprimées en
moyen £ SEM (n=6) en comparaison avec le lot malade acide acétique (AA). Dex :

Dexamethasone (2.5 mg/kg).
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I'V- Discussion

Les souris sont le mod¢le animal le plus couramment utilisé pour les études intestinales,
car leur développement intestinal est relativement similaire a celui de l'intestin humain et elles
ont les mémes réponses immunitaires, c’est un atout crucial pour évaluer les activités anti-
inflammatoires intestinales des extraits et des substances bioactives d’origine végétale et les

mécanismes de 'inflammation intestinale aigue et sub-aigue (Jiminez ef al., 2015).

Le taux d’extraction des huiles de Linum usitatissimum est de 36%, cela est di a la
capacité du solvant éthanol a sépar¢ les deux fractions polaire et apolaire (huiles fixes contenu
dans la poudre Linum usitatissimum). Les ¢&tudes phytochimiques de Bhatty et
Cherdkiagumchai ont permis de caractériser dans Linum usitatissimum plusieurs types de
métabolites secondaires (acides phénoliques, flavonoides, lignanes, tanins...etc), dont la
composition chimique différe considérablement entre les variétés et dépend aussi des conditions
de I’environnement dans lesquelles la plante est cultivée. La graine de Linum usitatissimum est
unique parmi les graines oléagineuses en raison de sa teneur exceptionnellement élevée en huile

fixe, 35 a 45% (Bhatty et Cherdkiagumchai, 1990).

L’acide acétique est un agent chimique efficace pour induire la colite chez les souris, il
provoque une lésion initiale qui est une nécrose €épithéliale, dont la 1ésion initiale est suivie par
l'inflammation de la muqueuse et la sous-muqueuse, en fonction des concentrations et la durée
d'exposition a l'acide acétique (Elson et al., 1995). La colite induite par l'acide acétique est un
modele des maladies inflammatoire chronique intestinale (MICI) facilement inductible, et la
similitude du profil des médiateurs inflammatoires avec MICI suggeére que la phase
inflammatoire ressemble a I'inflammation intestinale observé dans le cas d’'une RCUH (Jurjus
et al., 2004; Cetinkaya et al., 2005). De manicre générale, une diminution de la longueur des
colons et I’augmentation du rapport P/L sont observés et fréquemment utilisés comme
marqueurs de I’inflammation (Sotnikova et al., 2013; Cagin et al., 2016; Palla et al., 2016).
Au cours d’une inflammation aigue, on observe des muqueuses oedémateuses ainsi que la
présence de zones d’érosion hémorragiques dispersées tout au long du cdlon. Des zones

d’ulcération sont également détectées, principalement dans le rectum mais aussi dans le caecum.

Les mécanismes par lesquels l'acide acétique produit une inflammation semblent
impliquer I'entrée de la forme protonée de I'acide dans 1'épithélium, ou il se dissocie pour libérer
les protons dans l'acidification intracellulaire qui active éventuellement les monocytes et les

macrophages connus pour libérer IL-1, IL-6 et TNF-a. Ces cytokines induisent en outre la
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libération de chimiokines qui recrutent des neutrophiles qui provoquent en outre une
stimulation immunitaire (IL-17, IL-10) et libérent des oxydants cytotoxiques puissants qui
amplifient davantage le chimiotactisme, ce qui explique probablement la lésion épithéliale
observée (Palla et al., 2016). La réponse inflammatoire initiée par l'acide acétique comprend
l'activation des voies de la cyclooxygénase (COX) et de la lipooxygénase (LOX) (Jagtap et al.,
2004; Jurjus et al., 2004).

L'injection d'acide acétique a 5% (teste de 48h) induit une réponse inflammatoire aigue
dans la muqueuse et la sous-muqueuse chez les souris, dont la réponse immunitaire primaire
observée suit une réponse Thl pro-inflammatoire, en augmentant I'expression de 1'IL-12, IFN-
¥, TNF-a, IL-15 et IL-18. Ainsi une augmentation des cytokines I1L-4, IL-5 et IL-13 qui sont
indicatives d'une réponse Th2 et une augmentation des cytokines IL-10, TGF-B qui ¢lucide le
profil de lymphocytes T régulateurs (Treg) (Wirtz et al., 2007; Hernandez et al., 2013 ; Palla
etal., 2016).

Une augmentation de la production d'IL-23 indique l'initiation de la colite chronique
chez les souris et a mesure que la colite progresse (teste de 5jours), le profil des cytokines passe
a une réponse dominante Th17, évidente par I'augmentation de 1'expression des cytokines pro-
inflammatoires IL-17, IL-22 et I'IL-25. Cette tendance a ¢té observée chez des souris infectées
et initiée avec une réponse immunitaire Thl proéminente qui a lentement évolué vers une
réponse dominante Th17 prés de la clairance de l'infection en association avec l'inflammation

intestinale (Raffatellu ez al., 2008; Costa et al., 2011; Jiminez et al., 2015; Palla et al., 2016).

Nos résultats démontrent que 1’extrait d’huile fixe de Linum usitatissimum présente un
taux d’extraction de 36%. Ce résultat présume, au préalable, la richesse de Linum usitatissimum
en huile fixe. Suite aux résultats des analyses in vivo précédentes ayant révél¢ le potentiel anti-
inflammatoire intestinale de 1’extrait d’huiles fixes de Linum usitatissimum, a réduire la gravité
et I'extension de la 1ésion aigue du cdlon induite par I’AA (5%). Les résultats du test anti-
inflammatoire intestinal de 48h, la dose (50mg/kg) d’huile fixe de Linum usitatissimum présente
un bon effet anti-inflammatoire intestinal contrairement au traitement avec la dose (100 mg/kg)
qui n’a pas prouvé d’effet anti-inflammatoire, cela est probablement due a ’effet antagoniste

des molécules présentes dans la fraction (100mg/kg) d’huile de Linum usitatissimum.

Ces différences ont été prouvées et discutées par Georgia et ses collaborateurs, et par
Calder et Grimble que les individus ayant une consommation élevée d'huiles de Linum

usitatissimum présentent un déséquilibre du rapport omega-6/omega-3, d’ou une plus grande
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proportion d’acide omega-6, par rapport aux individus consommant l'huile de Linum
usitatissimum en quantités réduite. Cela affecte a son tour les niveaux de métabolites
particuliers. L'acide arachidonique, agit comme précurseur des prostanoides pro-
inflammatoires. Alternativement, une modification de la composition en acides gras des cellules
immunitaires modifient la fluidit¢é membranaire cela suggere une relation significative avec
I’inflammation (Calder et Grimble, 2002; Georgia et al., 2013). Ceci est di a la compétition
pour les enzymes COX et LOX entre les acides gras oméga-3 et les acides gras oméga-6,
affectant ainsi les eicosanoides synthétisés en association avec de nombreuses maladies

courantes, y compris les MICI (Calder et Grimble, 2002).

Dans le teste de Sjours I’inhibition de I’inflammation intestinale est significative pour
les 2 doses (12.5 et 50 mg/kg) respectivement, cela nous laisse définir que I’effet des fractions
d’huile de Linum usitatissimum présente un effet non dose dépendant. L’administration de
Dexamethasone (Dex) a également eu un impact positif sur I’inflammation colique ou le rapport
P/L a diminué de 37.67% cela est due a la lipocortine-1 qui est I'une des protéines dont la
production est engendrée par le Dex. Cette protéine bloque la production de la phospholipase
A2, substance participant a la survenue de réactions inflammatoires. Le Dex provoque la

rétention de NF-kB dans le cytoplasme (Lee et al., 2017).

Palla et ses collaborateurs (2016) ont montré que les colons des souris traité avec ’acide
acétique (6%) ont une apparence molle et des signes d'épaississement de la paroi intestinale, et
des ulceres avec un pourcentage plus ¢levé de la zone du cblon affecté. Tandis que les souris
traité avec les doses croissantes 150, 300 et 500 mg/kg de 1’extrait brute de Linum usitatissimum
presente une amélioration de la surface de la paroi intestinale affectée. Aussi il a été démontré
un plus grand nombre et une plus grande longueur d'ulcéres dans le groupe AA, alors que cette
tendance a ¢été inversée chez les colons des souris, qui ont été traitées avec les fractions de
I’extrait brute de Linum usitatissimum (150, 300, 500 mg/kg). Le groupe AA avait l'indice
d'ulcére le plus €levé, en revanche le traitement avec 1’extrait brute de Linum usitatissimum a
réduit significativement cet indice d'ulcére. Par conséquent, ’extrait brute de Linum
usitatissimum atténué significativement I'étendue et la gravité de la 1ésion du c6lon par rapport

au groupe AA (Palla et al., 2016).

Dans I’étude de Caughy et ses collaborateurs (1996) mené sur un régime alimentaire
humain riche en ’huile de Linum usitatissimum, la synthése des cytokines et des eicosanoides

avec la diminution de TNF-a, d'IL-1/3, de thromboxane B2 (TXB2) et de prostaglandine E2
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(PGE2). Apres la supplémentation alimentaire en I’huile de Linum usitatissimum (pendant 8

semaines) le TNFa, I’'IL-1/3, le TXB2 et la PGE2 ont été inhibé (Caughy et al., 1996).

L’¢étude de Kaithwas et Majumdar (2011) sur des souris traiter avec I’huile fixe de Linum
usitatissimum (1-3 mg/kg), a montré une réduction de I’inflammation via une diminution de

leucotriéne, de I’histamine, de bradykinine et de 1’acide arachidonique (Kaithwas et al., 2011).

En raison des effets néfastes des corticostéroides et de différentes classes
médicamenteuses, les stratégies alimentaires qui traitent les MICI sont intéressantes, les plus
courantes ¢tant I’huile fixe de Linum usitatissimum, sur les profils inflammatoires. Linum
usitatissimum contient 36% de lipides dont I’Acide alpha-linolénique (ALA) représente sa
majorité. Pour cette raison, le lin Linum usitatissimum est considéré comme l'une des sources
les plus riches en acides gras et 1'intérét pour les études sur les effets fonctionnels possibles de
cette espece augmente. L’ALA est un précurseur d’oméga 3, acides gras polyinsaturés (AGPI)
qui a suscité un intérét en tant qu'agent anti-inflammatoire potentiel chez 'homme et I'animal

(Nieto et al., 2002; Daun et al., 2003; Ganorkar et Jain, 2013; Machado et al., 2015).

Les voies métaboliques humaines ne synthétisent pas 'ALA, un acide gras polyinsaturé
essentiel dans I’huile fixe de Linum usitatissimum. C'est un intermédiaire dans la biosynthése
des eicosanoides semblables aux hormones, qui régulent l'inflammation et la fonction
immunitaire chez les animaux supérieurs (Watkins et al., 2001; Bommareddy et al., 2009). 11
a ¢été rapporté que a cause de la malnutrition une réduction des AGPI coexistent due au stress
métabolique en réponse a l'ulcération intestinale, de méme, ils ont €également observé que chez
les humains atteints de MICI, plus I'inflammation est séveére, plus la concentration d'acides gras
oméga 3 dans le plasma est faible (Esteve-Comas et al., 1993). Les souris nourris avec le
régime de 1’huile fixe de Linum usitatissimum avaient des taux plus ¢levés de ’ALA a1 et 2
semaines par rapport aux autres groupes alimentaires. La série oméga 3 d'acides gras a une
fonction anti-inflammatoire car elle conduit a la production de PGE3 et Leukotriene B5 (LTBS),
qui ont 1/30 de la puissance de PGE2 et LTB4. Ce dernier est un facteur chimiotactique qui
facilite I'accumulation de neutrophiles au sein de la muqueuse intestinale avec la production
conséquente d'especes réactives de 'oxygene et les dommages dus au stress oxydatif (Nieto et
al., 2002). Inversement, le LTB4, qui dérive de l'acide arachidonique, modifie les fonctions
d'absorption et de sécrétion de l'intestin (suc alcalin, riche en mucus). Ainsi que I'immunité

cellulaire, entrainant des dommages cellulaires (Nieto ef al., 1998a; Nieto et al., 1998b).
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Kaithwas et ses collaborateurs (2011) ont prouvé que 'huile fixe de Linum usitatissimum
inhibe l'inflammation induite par les prostaglandines, les leucotriénes, 'histamine et la
bradykinine. L'huile inhibe également l'inflammation induite par l'acide arachidonique,
suggérant sa capacité a inhiber a la fois les voies de COX et de LOX. La double inhibition
pourrait expliquer l'activité biologique de l'huile fixe de Linum usitatissimum, et le principe

actif pourrait étre I'acide alpha-linolénique (oméga-3) (Kaithwas et al., 2011).

En 2013 Kaithwas et Majumdar ont rajouté a 1’é¢tude précédente que 1'effet de 1'huile
fixe de Linum usitatissimum contre différentes phases de la réaction inflammatoire aigue est
due a I’inhibition de la perméabilité vasculaire a I'exsudation des protéines, et la migration des
leucocytes dans les exsudats. La production d'é¢icosanoides (PGE3 et LTBS5) est moins grace au
métabolisme de I'EPA (dérivé de I'ALA d’huiles fixes de Linum usitatissimum) (Kaithwas et

Majumdar, 2013).

De méme, il a été¢ démontré par Shim et ses collaborateurs, que I’incorporation de I'huile
de lin (15%) dans un régime basal réduisait significativement la multiplicité et la taille des
tumeurs dans le colon (Shim ez al., 2014). L'effet bénéfique des AGPI, en particulier les acides
les acides gras omega-3 sur les propriétés anti-inflammatoires et immunomodulatrices, remonte
principalement aux années 1970. Les AGPI, Bien que la série omega-3 ait des effets suppressifs,
tels que l'inhibition de la prolifération lymphocytaire, la production d'anticorps et de cytokines,
I'expression de molécules d'adhésion et 'activation de lymphocytes NK (Bere, 2007; Calder
et al., 2009). La consommation d'huile de lin exerce plusieurs effets sur les médiateurs et les
marqueurs inflammatoires généralement en fonction de petites doses. L'huile de lin administrée
a des sujets humains a I’ordre de 3.5g pendant 4 semaines a diminué les taux de TNF-a, et d’IL-
6 (Caughey et al., 1996; Wallace et al., 2003). La justification de la supplémentation en
I’huiles fixes de graines lin pour favoriser la santé du tractus gastro-intestinal réside dans les

effets anti-inflammatoires de ces composés lipidiques (Wallace et al., 2003; Shim ez al., 2014).

Une altération des fonctions de la barri¢re intestinale peut conduire a I’inflammation de
la muqueuse, également des défauts au niveau de cette derniere ont été rapportés chez les
patients atteints de MICI, il s’agit notamment d’un défaut dans la production de peptides
antimicrobiens, d’une réduction de la sécrétion de mucus, d’une augmentation de la
perméabilité de la muqueuse par déstabilisation des jonctions serrées (Salim et al., 2011). Pour
cela Le mucus ne constitue pas seulement une barriere physique face aux organismes présents
dans la lumiére intestinale, mais aussi un inhibiteur compétitif de leur adhésion aux cellules

épithéliales (Soderholm et al., 2001; Lal-Nag et Morin, 2009). La dégradation de la barri¢re
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¢épithéliale, entraine I’initiation de mécanismes pathogéniques en facilitant 1’invasion
bactérienne dans la muqueuse et en rendant possible une interaction excessive entre la

microflore et le systétme immunitaire muqueux (Moore et al., 2016).

Suite a I’interaction des produits microbiens avec les constituants de 1’hdte par
I’intermédiaire des récepteurs membranaires toll- like receptors (TLR), le processus
inflammatoire est initié¢. La signalisation intracellulaire initi¢e a la surface de la cellule aboutit
a la production de nombreux médiateurs solubles. Parmi ceux-ci, les cytokines pro-
inflammatoires, et tout particuliecrement I’IL-1p et le TNF-a, orchestrent une cascade de
médiateurs qui contribuent directement au processus inflammatoire. Parallelement, des
médiateurs anti-inflammatoires, tendant a limiter le processus inflammatoire, sont également

produits (Buckley et al., 2013).

Par conséquent, un équilibre délicat est nécessaire dans l'interaction quotidienne entre
le microbiote et les cellules immunitaires innées et adaptatives pour éviter les réactions nocives
pour 1'hote. Bien que les réponses immunitaires innées semblent étre une condition préalable a
l'activation excessive de 1'i'mmunité adaptative, cette dernicre est le facteur le plus proche des
l1ésions tissulaires qui se manifeste chez les patients atteints de MICI (Xavier et Podolsky,

2007; Schenk et Mueller, 2008).
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Conclusion et perspectives

Au terme de cette étude, nous avons essayé de contribuer a valoriser la médecine
traditionnelle par I’utilisation d’huile fixe de Linum usitatissimum afin de parvenir a la
préparation d’un remede accessible et efficace dans le traitement des MICI. Notre travail a visé
un approfondissement des données existantes sur les vertus d’huile fixe de Linum
usitatissimum, par des essais précliniques et des analyses para-cliniques pour déterminer un

grand aspect de ses propriétés thérapeutiques qui est I’impact sur I’inflammation intestinale.

Sur le plan thérapeutique, en dehors des schémas actuels bien codifiés, une meilleure
compréhension de la physiopathologie des MICI, particulierement des perturbations
immunologiques au sein de la muqueuse atteinte, de la susceptibilité génétique (avec
localisation de ou des geénes de prédisposition des MICI), ainsi qu'une meilleure connaissance
des facteurs environnementaux, permettront une prise en charge thérapeutique optimale.
L’objectif final de la prise en charge est donc d’assurer la meilleure qualité de vie possible aux

malades. Mais, I’amélioration de ces conditions de vie a souvent un prix.

L’effet anti-inflammatoire d’extraits d’huiles fixes de Linum usitatissimum a été évalué
dans le présent travail. Les résultats obtenus, montrent que 1’extrait d’huile fixe de Linum
usitatissimum posséde une activité anti inflammatoire intestinale. En effet, lors du test
d’inhibition du développement de la colite induite par 1’acide acétique chez les souris permet
de conclure que D’extrait posséde un effet anti-inflammatoire intestinal significatif. Ses
propriétés biologiques anti-inflammatoires démontrées in vivo, principalement dues aux huiles
et accessoirement aux autres composants de la graine, confirment ainsi, [’utilisation

traditionnelle de cette plante dans le traitement anti-inflammatoire intestinale.

Partant du principe de la préférence des produits naturels par rapport aux produits
industriels chimiques qui est une thérapeutiques lourdes, responsables d’importants effets
indésirables, il est possible de remplacer ces derniers, par 1’huile fixe de Linum usitatissimum

qui est aussi efficace et moins onéreuse a des doses réduites.

En effet I’exploration clinique, biologique, des souris apportent des preuves rassurantes
de I’innocuité de Linum usitatissimum dont la consommation prolongée d’huile de Linum
usitatissimum a des doses réduites s’avere sans nocivité sur la santé des animaux, ce qui atteste

encore de sa valeur pharmacologique (sans effets secondaires).
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Annexe

Réactifs

Acide acétique (CH3COOH) 5%.
Diéthyl-ether (C2HS5)20.

Eau distillée.

Eau physiologique a (9%).
Ethanol (C2H60) a 96%.

Tween 20.

Equipements de préparation

Agitateur magnétique.

Barreau magnétique pour agitation et son extracteur.
Broyeur ¢€lectrique

Des cages.

Entonnoirs en verre.

Eprouvette, et Becher, cristallisoir.

Etuve.

Micropipettes1000uL.

Pince et ciseau.

Spatule.

Seringues et sonde de gavage.



Glossaire

Glossaire

Anti-arythmiques : Sont une classe de médicaments utilis€s pour supprimer les rythmes

accélérés du cceur.

Anticorps monoclonaux : Les anticorps monoclonaux sont des anticorps produits
naturellement par une méme lignée de lymphocyte B activé ou plasmocyte, reconnaissant le

méme épitope d'un antigene.

Anticorps monoclonal chimérique : Est un anticorps génétiquement modifié, constitué¢ de

régions variables dérivées de la souris et de régions constantes d'origine humaine.

Anti-thrombotiques : un médicament antithrombotique agit contre la thrombose, c’est-a-dire

la formation d’un caillot.

Biofilm bactérien : sont des amas structurés de cellules bactériennes enrobés d’une matrice
polymérique et attachés a une surface. Le biofilm protége les bactéries et leur permet de survivre

dans des conditions environnementales hostiles.

Cellules caliciformes : Sont des cellules épithéliales glandulaires spécialisées dans la synthése

du mucus.

Coloproctomie : Est une intervention qui enléve tout le colon et le rectum, laissant en place
tout l'intestin gréle en amont et 1'anus en aval. Permet 1'ablation du co6lon et du rectum et la

réalisation d'un anus artificiel temporaire (stomie).

Diarrhée glairosanglante : diarrhée accompagnée par des traces de glaire (mucus) étant une

substance épaisse et visqueuse le plus souvent blanche.

Eicosanoides : Constituent une vaste famille de dérivés d'oxydation d'acides gras polyinsaturés

a 20 atomes de carbone comme l'acide arachidonique.
Exsudats : Liquides organiques qui suintent au niveau d'une surface enflammeée
Fistule anopérinéale : ulcérations du canal anal ou de bas rectum.

Homéostasie : Stabilisation, réglage chez les organismes vivants, de certaines caractéristiques

physiologiques (pression artérielle, température, etc.).
Idiopathiques : Soit une maladie ou symptéme dont on n'a pu attribuer la cause.

Iléostomie : Est un dispositif médical, également appelé anus artificiel. Il est posé¢ par voie

chirurgicale au niveau de l'intestin gréle et travers la peau de 'abdomen.



Glossaire

Immunomodulateurs : Qualifie un traitement qui stimule ou freine les réactions du systéme

immunitaire du corps (modulation).

Immunosuppresseurs : médicaments utilisés pour inhiber ou prévenir l'activité du systéme

immunitaire, empéchent la réponse immunitaire de 1'organisme.

Indice d'acide : est la masse d'hydroxyde de potassium (KOH) nécessaire pour neutraliser
l'acidité libre contenue dans un gramme de corps gras. Il permet donc de juger de leur état de
détérioration. Lorsque les corps gras deviennent rances, les triglycérides sont convertis en

acides gras et en glycérol, ce qui provoque une augmentation de l'indice d'acide.

Indice de réfraction : C'est un nombre sans dimension qui caractérise un milieu translucide. Il

est calculé par le rapport entre la célérité de la lumiere dans le vide et celle dans le milieu.

Maladie coronarienne : Est une maladie des artéres qui vascularisent le cceur (artéres

coronaires) ayant pour conséquence un apport en sang insuffisant au muscle cardiaque.
Microbiote : Ensemble des micro-organismes vivant dans un écosystéme donné.
Pancolite : atteinte inflammatoire de tout le colon.

Polyarthrite rhumatoide : est une maladie inflammatoire chronique auto-immune qui affecte

les articulations.

Psoriasis : Maladie inflammatoire de la peau, caractérisée par des plaques rouges a croltes

blanchatres.
Récidives : Réapparition d'une maladie qui était guérie.

Rémission prolongée : un intervalle de temps au cours d'une maladie chronique, pendant lequel

les symptomes sont atténués et peuvent méme disparaitre.

Suc alcalin : liquide biologique riche en mucus, il protége la muqueuse du chyme acide qui

provient de I’estomac.
Systématiques : Ensemble de faits, de données... relevant d'un systéme organisé.

Visco-élastiques : état d'un solide a la fois ¢€lastique et visqueux.



Résumé

De nouveaux traitements contre les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin présentent
un intérét en raison du taux élevé d'échec de la rémission. Les produits naturels ont été efficaces
dans la thérapeutique des MICI, car ils ont plusieurs constituants. Le but de la présente étude
¢était d'évaluer I'effet anti-inflammatoire aigue et sub-aigue de l'extrait d’huile fixe de graines
de lin, d’espece Linum usitatissimum, sur la colite induite par I’acide acétique (5%) in vivo, et
d'identifier les mécanismes possibles impliqués. L’huile de Linum usitatissimum a réduit
significativement 1’inflammation intestinale avec une diminution significative du rapport
Poids/Longueur pour la dose de 50 mg/kg dans le test aigue, et une réduction remarquablement
significative pour les doses (12.5 mg/kg et 50 mg/kg) respectivement dans le test sub-aigue.

Mots clés

Linum usitatissimum, huile fixe, anti-inflammatoire, MICI, aigue, sub-aigue.

Abstract

New treatments for inflammatory bowel disease are of interest due to high rate of remission
failure. Natural products have been effective in IBD therapeutics as they have multiple
constituents. The aim of the present study was to evaluate the effect of the acute and subacute
anti-inflammatory effect of the fixed oil of flaxseed extract, on colitis induced by acetic acid
(5%) in vivo, and to identify the possible mechanisms involved. Linum usitatissimum oil
significantly reduced intestinal inflammation with a significant decrease in the weight/length
ratio for the 50 mg/kg dose in the acute test, and a reduction reduced intestinal inflammation
with a significant decrease in the weight/length ratio for the doses (12.5 mg / kg and 50 mg /
kg) respectively in the sub-acute test.

Key words

Flaxseed, fixed oil, anti-inflammatory, IBD, acute test, sub-acute test.
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