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Introduction

Les maladies inflammatoires chroniques de l’intestin (MICI) représentent un problème

de santé publique ces dernières années. La répartition des MICI est inégale dans le monde, le

nombre de patient atteint de MICI est estimé à 850000 pour la recto colite hémorragique et

1000000 pour la maladie de crohn en Europe tandis qu’en Amérique les dernières données

publiées été de 1.3 million de personne atteint de MICI (Pocard et al., 2008). Le traitement

de ces maladies repose principalement sur l’utilisation de plusieurs familles de médicaments

comme les corticoïdes, les anti TNF-α et les salicylates qui réduisent la production des 

cytokines pro-inflammatoires. Mais le traitement avec ces médicaments est associées avec

divers effets indésirables et favorisent les infection bactériennes comme la tuberculose,

l’intolérance digestive et des troubles endocriniens (Seksik et al., 2004).

Grace à leurs diversités structurale et leur activité pharmacologiques, les alcaloïdes

représentent un groupe important de substance d’origine naturelle d’intérêt thérapeutique

(Bruneton, 2009), d’où leurs efficacités dans le traitement de plusieurs maladies

hépatobiliaire et gastro-digestives (Wichtl et Anton, 1999).

A l’heure actuelle, les plantes médicinales restent le premier réservoir de nouveaux

médicaments. Elles sont considérées comme matière première essentielle pour la découverte

de nouvelles molécules nécessaires pour la mise au point de nouveaux médicaments plus

efficaces avec moins d’effets secondaires (Bidie et al., 2011). Parmi ces plantes médicinales,

la famille des Fumariacea et plus précisément l’espèce de Fumaria capreolata qui est une

plante connue par ses propriétés antioxydantes, vasculo-protectrices et anti-inflammatoires à

cause de sa richesse en alcaloïdes isoquinoléiques, les activités biologiques de cette plante

sont associées à sa richesse en alcaloïdes isoquinoléiques dont les deux principaux

composants actifs sont la stylopine et la protopine (Suau et al., 2002). Les activités anti-

inflammatoires, antioxydantes et hépato protectrice ainsi que la toxicité aigüe des alcaloïdes

de Fumaria ont été largement étudier par plusieurs auteurs et démontré leurs efficacités

thérapeutiques et l’absence de toxicités (Orhan et al., 2012, Bribi et al., 2013, 2015, 2016).

Le but de ce travail est d’étudier l’effet préventif des alcaloïdes totaux de Fumaria

capreolata sur l’inflammation intestinale induite par l’acide acétique chez des souris de

souche NMRI (Naval medical recherche institu) pendant une période de traitement de dix

jours.
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I- Les maladies inflammatoires chroniques de l’intestin (MICI)

Les maladies inflammatoires chroniques intestinales (MICI), sont des affections qui

entrainent une inflammation et une ulcération du tube digestif, résultant d’une réponse immunitaire

anormale. Elle regroupe deux maladies morphologiquement différentes ; la maladie de Crohn (MC)

et la recto – colite –hémorragique (RCH), mais une troisième forme appelée « colite indéterminée »

peut être ajoutée (Costa et al., 2017). Cette dernière présente les caractéristiques d’une colite

idiopathique dont l’examen ne permet pas de différencier entre la maladie de Crohn et la recto

colite. Ces affections apparaissent généralement chez les jeunes adultes et dures toute la vie si elle

n’est pas traitée (Braus et Elliott, 2009). Les MICI suggèrent une interaction entre les facteurs

environnementaux et génétique (Jantchou et al., 2006). La figure 01 représente les facteurs

déclenchants les MICI

Figure 01 : Les facteurs déclenchants les MICI (Jantchou et al., 2006).

I-1.Pathogenèse de la maladie :

La structure de la muqueuse intestinale est maintenue par un équilibre entre la perte des

cellules (apoptotique) et la régénération cellulaire. Il est perturbé dans l’intestin enflammé où

l’épithélium est exposé à plusieurs toxines et des cytokines pro-inflammatoires (Bojarski et al.,

2001). L’épithélium intestinal agis comme une barrière physique qui sépare les bactéries de la flore

intestinale des cellules immunitaire (Nenci et al., 2007). Au cours d’une inflammation intestinale

chronique, la fréquence de l’apoptose augmente, ce qui est supposé contribuer à l’altération de la

fonction de la barrière intestinale (Bojarski et al., 2001).
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Le NF-KB est le maitre régulateur de la réponse pro-inflammatoire qui contrôle l’interaction

épithéliale entre le système immunitaire muqueux et la microflore intestinale. Une carence en NF-

KB conduit à l’apoptose des cellules épithéliales du colon, l’altération de l’expression des peptides

anti- microbiens et la translocation des bactéries dans la muqueuse, ce défaut épithélial déclenche

une réaction inflammatoire chronique au niveau du colon. Les cellules manquant de NEMO sont

plus sensible à l’apoptose induite par le TNF qui on se fixant sur son récepteur TNFR sur les

cellules épithéliales intestinales favorise l’apoptose de ces cellules entrainant ainsi le contacte

directe entre la microflore intestinale et les cellules immunitaires et le déclanchement d’une

inflammation intestinale chronique (Nenci et al., 2007).

Figure 02 : Activation du système immunitaire via le franchissement de la barrière

intestinale par les bactéries de la microflore intestinale (Nenci et al., 2007).

I-1-1. La maladie de Crohn

La maladie de Crohn est caractérisée par une inflammation chronique de la paroi intestinale

et parfois des manifestations extra-intestinale, elle touche environ 2,2 millions de personnes en

Europe. Cette inflammation chronique résulte de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par

les cellules immunitaires suite à une réponse à une agression infectieuse (Lainé et al., 2015). Ses

principaux symptômes sont : des douleurs abdominales, des diarrhées, des atteintes articulaires ou

oculaire, des abcès ou fistules. Au niveau sanguin cette inflammation est marquée par hyper -
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leucocytose et une augmentation des protéines inflammatoires comme la Protéine C- Réactive

(CRP) (Daline, 2016).

I-1-2. La Recto –Colite- Hémorragique

La recto-colite hémorragique (RCH) est une maladie chronique qui touche le colon plus aux

moins dilaté à proximité des lésions sténosantes. Elle est caractérisée par l’inflammation et

l’ulcération de la muqueuse du colon ou de sa membrane la plus profonde, formant des plaies

ouvertes ou des ulcères à la surface de cette muqueuse, cette colite est la conséquence d’une atteinte

liée à la pression de la circulation sanguine intramurale (Gratama et al., 2009). Les symptômes de

cette maladie varie en fonction du stade de développement de la maladie ; les symptômes les plus

fréquents de cette pathologie sont : des amollissements sanglants des selles, des crampes

abdominales, un besoin important de déification, des diarrhées, une perte d’appétit, une perte de

poids, la fatigue et une anémie en cas des saignements abondants (Klotz et al., 2014). La figure 03

représente la localisation des atteintes intestinales dans la maladie de Crohn et la RCH.

Figure 03 : Localisation des atteintes intestinales dans la maladie de Crohn et la RCH

(http:/www.ccfc.ca/2008/ la fondation canadienne des maladies inflammatoires de l’intestin).

I-2- Traitement des MICI

Le traitement de l’inflammation intestinale a pour but de promouvoir la remise des

symptômes de la période aigue et ensuite maintenir la remise en contrôlant l’inflammation

chronique, empêchant ainsi la réactivation du processus inflammatoire intestinal. En utilisant deux

thérapies : pharmacologique ou biologique (Daline, 2016). Mais en cas d’échec du traitement

médicamenteux le patient aura recourt à la chirurgie (Bermejo et al., 2018).
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I-2-1. Traitement de la maladie de Crohn

L’objectif du traitement de la maladie de Crohn est de maitriser les symptômes en inhibant

la réponse inflammatoire chronique ; soit en utilisant un traitement biologique telle que : les anti-

TNF alpha (infliximub et adalimumab) qui sont des anticorps mono clonaux qui se fixe sur le TNF-

α en inhibant la réponsenpro-inflammatoire associé à un traitement pharmacologique avec 

l’azathioprine qui induit l’apoptose des cellules immunitaires par la formation d’un complexe RAC-

1- TGN qui stimule l’apoptose des cellules immunitaire et l’arrêt de la réponse inflammatoire ; ou

un traitement pharmacologique par l’utilisation de l’azatioprine et les corticostéroïde (Costantino et

al., 2016) bien que les traitements médicamenteux puissent traiter les cas les moins avancer de la

maladie, mais en cas d’échec thérapeutique il y’aura recourt à la chirurgie qui consiste à éliminer

toute la muqueuse intestinale malade ou susceptible d’être malade (Bretagnol et al., 2009). Le

traitement  de cette maladie repose en  premier lieu sur l’utilisation des Anti –TNF-α  non 

stéroïdiennes qui ont une action inhibitrice sur les cyclooxygénase (COX1 et COX2 ) qui sont des

isoenzymes catalysant la biotransformation de l’acide arachidonique en prostaglandine et

tromboxane qui provoque des troubles gastriques , ulcération , saignement et dysfonctionnement

rénal en participant à la réaction inflammatoire (Salem et al., 2018). Le mode d’action des anti-

inflammatoires non stéroïdiens (AINS) est représenté dans le schéma suivant (figure 04).

Figure 04 : Mécanisme d’action des Anti- Inflammatoires Non Stéroïdiens (AINS) (Salem et al.,

2018).
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I-2-2. Traitement de la recto colite - hémorragique (RCH)

L’objectif thérapeutique de cette maladie est de juguler rapidement l’inflammation aigue

afin d’éviter la constitution d’une inflammation chronique (Cazals-Hatem, 2015). La thérapie

repose en premier lieu sur l’utilisation des dérivés salicylés afin de modérer la RCH. La posologie

d’attaque des 5-ASA par voie orale est de 4g/jour, mais en cas d’échec de ce traitement il y’aura

recourt à la corticothérapie à une dose de 40mg/jour ou 0.8à 1mg/jour. En cas de résistance à la

forme orale, elle est administrée par voie intraveineuse et en cas d’une cortico-résistance, un

traitement par les Anti- TNF-α tel que l’infliximab ou l’adalimumab est nécessaire (Klotz et al.,

2014).

I-3. Mode d’action des Aminosalicylates

Les Aminosalicylates inclus la Sulfasalazine et la 5-ASA. La Sulfasalazine inhibe l’action

de l’acide folique et contient des propriétés anti –inflammatoires via l’intervention des bactéries

intestinales qui dégradent la sulfasalazine en Sulfapyridine et 5-ASA. La 5-ASA est absorbée par

l’intestin où elle exerce un effet typique sur l’épithélium intestinal, une fois absorbée elle sera

métabolisée par la N-acidol transferase-1 (NAT-1) pour donner la N- Acetyl-5-ASA ; Cette dernière

se lie sur le récepteur de la membrane nucléaire le Peroxisome Proliferator-ActivatedReceptor

Gamma (PPAR-ɣ) qui est un récepteur hormonal nucléaire , l’attachement de la N- acétyle- 5-ASA 

sur le PPAR-ɣ induit la translocation de ce complexe dans le cytoplasme nucléaire et le changement 

de conformation de la PPAR-ɣ , cette modification permet l’attachement de la vitamine D3-receptor 

interacting proteine ( DRIP) qui s’attache directement sur la PPAR-ɣ puis l’intervention du 

Recepteur X des rétinoides (RXR) qui se lie à cette dernière. Le complexe ainsi formé régule la

transcription de l’ADN. L’heterodimer PPAR- RXR se lie au peroxisome proliferator activated

receptor gamma respanse element (PPRE) qui se trouve sur l’ADN et régule ainsi la transcription

par la modulation de l’expression des gènes de transcription. Le complexe PPAR- RXR régule les

processus inflammatoires ; le nuclear factor kappa B (NF- KB) et les protéines kinase activée par

les mitogéne (MAPK) pour réduire la production des cytokines pro-inflammatoires (TNF-α, IL-1β, 

IL-6), il intervient aussi sur la COX-2 qui vas provoquer la diminution des prostaglandines (PGE-2

et PGF-2) (Li et al., 2015). La figure suivante représente le mode d’action des sulfasalazines.
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Figure 5 : mode d’action des sulfasalazines (Li et al., 2015).
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I-4.Généralité sur les Fumariacées

Les Fumariacées sont des espèces d’herbe annuelle qui sont largement distribués dans la

région méditerranéenne, elles sont très riche en alcaloïdes isoquinoliéques (Suau et al., 2005), elles

sont utilisées dans la médecine traditionnelle algérienne spécialement l’espèce de Fumaria

capreolata qui est utilisée dans le cas de disfonctionnement hépatobiliaire et dans les troubles

gastro-intestinal (Benabdesselam et al., 2007). Ce genre est constitué d’une tige souvent couchée,

porte des feuilles profondément devisées de teinte verte grisâtre et des fleurs d’une couleur blanche.

Les parties aériennes fleuries sont les parties de la plante utilisées en médecine (institut européen

des substances végétales).

En Pakistan et en Inde, elle est utilisée comme épurateur de sang, cholagogue, diurétique,

laxatif, sédatif et utile dans le traitement des crampes abdominales, fièvre et la diarrhée (Bhal et al.,

2005).

Le tableau I représente la contenance en alcaloïdes de quelques Fumariacées.

Tableau I : Contenance en alcaloïdes de quelques Fumariacées (Suau et al., 2002).

Espèces Alcaloïdes

F. agraria Adlumiceine, Coptisine, Cryptopine,
Fumariline, Fumaritine,
Fumarophysine, Parfumine, N-methylstylopine.

F. capreolata Adlumiceine, Copticine, Cryptopine, Fumariline,
Fumaritine,
Fumarophycine, Parfumine, N-methylstylopine

F. muralis Copticine, Cryptopine, Fumariline, Fumaritine,
Fumarophycine,
O-methylfumarophycine, Parfumine, Sinactine,
Stylopine,
N-melethylstylopine.

F. officinalis Adlumiceine, Adlumidiceine, Corytuberine,
Parfumine,
N-methylstylopine.

F. parviflora Adlumiceine, Copticine, Fumaritine, Sinactine,N-
methylstylopine.

F. spicata
Adlomeceine, Copticine, Fumariline,
Fumarophycine, Protopine,
N-methylstylopine.
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I-4-1.Les alcaloïdes

Les alcaloïdes sont des composés naturels, à caractère alcalin, le plus souvent végétal

donnant des réactions de précipitation avec certain réactifs (Bruneton, 2009). Ils sont constitués

d’un noyau azoté inclus dans un système hétérocyclique, possédant divers activité

pharmacologiques (Rajni et al., 2005).

I-4-2.Répartition botanique

Les alcaloïdes appartiennent le plus souvent au règne végétal (essentiellement les

angiospermes), ils sont rares chez les champignons et les gymnospermes, leurs teneurs est très

variables dans les différents organes de la plante, ils peuvent être localisés dans les racines, les

feuilles, les fruits, les écorces et les grains. Ils sont synthétisés généralement au niveau des sites

précis (racine en croissance, chloroplaste …), et stockés dans des vacuoles cellulaires (Moreau,

1964). Fumaria ou Fumeterre est une plante contenant des fleurs blanches, rose ou rouge avec

l’extrémité rouge sombre. Cette plante est annuelle et s’étale sur le sol, cependant des vrilles lui

permettent de s’élever sur des supports. Fumaria capreolata est une espèce dont les feuilles sont à

segment foliaires aplatis, de fleur en grappe lâche, de sépales dépassant la moitié de la longueur de

la corolle, son fruit est de 2.5mm de diamètre (Petit et al., 2004).

I-4-3. Propriétés physico-chimiques

Les alcaloïdes sont des composés à caractère basique formant des sels avec les acides. Ils

ont des masses moléculaires variables comprises entre 100 et 900 (Bruneton, 1999).

Leur solubilité dans les solvants varie en fonction du pH (c'est-à-dire selon qu’ils se

trouvent à l’état de base ou de sel)

Les alcaloïdes sous forme de base sont solubles dans les solvants apolaires tels que le

chloroforme et dans les solvants polaires tel que les alcools et insoluble dans l’eau, alors que les

alcaloïdes sous forme de sel sont solubles dans l’eau et les solvants polaires et insoluble dans les

solvants apolaires (Komaszewska et al., 2007).
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I-4-4. Intérêt pharmacologique des alcaloïdes

Les alcaloïdes sont connus par leurs activités pharmacologiques qui sont exercées dans

plusieurs domaines. Ils sont utilisés depuis longtemps comme relaxant musculaire, analgésique,

tranquillisants (Hopkins, 2003). Ils présentent fréquemment des propriétés pharmacologiques

marquées et ils ont de nombreuses utilisations en thérapeutique notamment sur le système

nerveux central, le système nerveux autonome et le système cardiovasculaire et des activités anti

–tumorales et anti -parasitaires (Bruneton, 1999). Autrefois, l’espèce Fumaria capreolata a été

très utilisée pour le traitement des maladies du foie et de la peau, la chimie moderne démontre la

présence de la protopine qui est substance doté de propriétés bactéricides et antihistaminique

(Wichtl et al., 1999).

I-4-5. Alcaloïdes isoquinoléiques

Les alcaloïdes isoquinoléiques constituent le groupe le plus important des alcaloïdes issus du

métabolisme des acides aminés aromatiques tels que la phényl alanine et la tyrosine, leur structure

de base est un noyau isoquinoléique, ce type présente des activités pharmacologiques très

importantes et qui sont présents chez plusieurs familles de plantes : Magnoliacées, Papavéracées,

Fumariacées, Annoncées, Berberidacées, Lauracées, Alangiacées, Ancistrocladacées et les

Menispermaccées (Bruneton, 1987, Suau et al., 2002).

Le tableau suivant présente quelques sous classe des alcaloïdes isoquinoléiques :

Tableau II : Quelque sous classe des alcaloïdes isoquinoléiques (Shakil, 1998).
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Les fumariacées sont riches en alcaloïdes isoquinoléiques dotés de plusieurs activités

pharmacologiques tels que l’activité : anti-inflammatoire, antimicrobienne, anti-oxydante et

anti-tumorale (Ríos et al., 1987). L’objectif de ce travail est d’étudié l’activité anti-

inflammatoire intestinale des alcaloïdes de Fumaria capreolata sur des souris de souche NMRI.

Sous classe Exemple

Les Isoquinoléines simples.

Noroxyhydrastinine

Les Protoberberines.

Coryladine

Les Berberines.

Protopine

Les Phenylisoquinoléines

Cristostyline

Les Aporphines

Cassyfiline



Chapitre I Revue bibliographique

12



Chapitre II Matériel et méthodes

12

II- Matériel et méthodes

II-1. Matériel

II -1-1. Matériel végétal

La présente étude a été réalisée sur la partie aérienne (fleur, feuille et tiges) de Fumaria

capreolata ont été collectées au stade de la floraison et de fructification (Avril 2017) (figure 06),

dans la région rurale Imakhlef d’El-Kseure (Wilaya de Bejaia). Pr Benabdesselam a identifié et

authentifié la plante au niveau du laboratoire de biotechnologie végétale et ethnobotanique, de

l’université de Bejaia.

 Régne : végetale

 Classe : dicotyledone

 Famille : Fuariacae

 Genre : Fumaria

 Espece : Fumaria capriolata

Figure 06 : Photographie de Fumaria capreolata prise au niveau de l’université de Targa

Ouzemour, Bejaia., 2018 (originale).

II-1-2. Matériel biologique

Dans le but d’étudier l’activité anti-inflammatoire intestinale de Fumaria capreolata, on a fait

recours à des souris mâles albinos de poids (32 -36g) de souche NMRI (figure 8) provenant de la

Faculté de pharmacie de Constantine. Elles ont été logées à une température entre 25 ± 2C˚ avec un 

cycle lumière / obscurité de 12 h et un accès libre à l’eau et la nourriture (Aliment de souris

ONAB).
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Figure 07 : Photographie de souris albinos de souche NMRI prise au niveau de l’animalerie,

université. Bejaia., 2018 (originale).

II-I-3.Réactifs

Le matériel et les réactifs utilisés pour tester la toxicité aigüe et l’activité anti-inflammatoire

intestinale des alcaloïdes de Fumaria capreolata sont représentés dans l’annexe.

II-2. Méthodes

II-2-1. Séchage et broyage

Pour se débarrasser de la poussière, du sable et autre particules, la partie aérienne de la plante a

été lavée à l’aide d’eau courante puis découpée en petits morceaux, séchée à l’étuve à 40 C˚ pendant 

dix jours. La partie préalablement séchée est ensuite réduite en poudre à l’aide d’un broyeur

électrique.

II-2-2. Extraction des alcaloïdes totaux de Fumaria capreolata

Le Protocol utilisé pour l’extraction des alcaloïdes de Fumaria capreolata est celui de

(Soušek et al., 1999), basé sur une extraction solide-liquide (figure08).
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Figure 08 : Protocole d’extraction des Alcaloïdes de Fumaria capreolata (Soušek et al., 1999).

30g de poudre de Fumaria
capreolata

Extraction a l’éthanol (150ml) par

soxhlet /8h

Dissolution dans 300ml HCL à 2 ٪ 

Pendant 24 h

Délipidation par l’éther de pétrole

Alcalinisation de la phase aqueuse par

l’ammoniaque

Extraction par le Dichlorométhane

Evaporation dans l’étuve /24 h

39 à 40 C˚

Alcaloïdes totaux
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II-2-3. Etude de l’activité anti-inflammatoire intestinale

L’effet préventif des alcaloïdes de Fumaria capreolata contre l’inflammation intestinale a été

testé sur des souris colique précédemment traité par une fraction alcaloïdique de Fumaria

capreolata.

II-2-3-1. Etude de l’effet préventif des alcaloïdes de Fumaria capreolata

Les souris ont été réparties en cinq lots de 6 souris chacune, le premier lot a reçu une dose de

25 mg/kg, le deuxième une dose de 12.5 mg/kg, le troisième une dose de 6.25mg/kg, un lot témoin

qui a reçu de l’eau distillé, tandis que le cinquième lot qui est le lot malade n’a rien reçu. Le poids

de chaque souris est surveillé ainsi que la quantité de nourriture et d’eau consommée par chaque lot.

Chaque jour les trois lots ont reçus des doses de 25mg/kg, 12.5mg/kg et 6.25 mg/kg d’une fraction

alcaloïdique par gavage (figure 10) pour évaluer l’effet préventif de cette fraction contre la colite.

Les souris sont laissées à jeun sauf le lot témoin. Après être anesthésier chaque souris a reçu 100μl 

d’acide acétique par voie rectale (figure 10). Les souris sont ensuite maintenues la tête vers le bas

pour limiter l’expulsion de la solution d’acide acétique, les trois lots précédemment cités ont reçus

une fraction alcaloïdique de Fumaria capreolata, tandis que le lot malade a reçu seulement de

l’acide acétique. Les souris ont été sacrifiées.

Figure 09 : photographie du gavage et des lots de souris pris à l’animalerie, Bejaia.,

2018 (originale).
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AFC

Acide acétique

sacrifice

Figure 10 : Protocole préventif de l’inflammation intestinale par Fumaria capreolata

II-2-3-2. Evaluation des dommages causés par l’acide acétique

Après l’administration de l’acide acétique le changement du poids ainsi que la consistance

des sels et les saignements de chaque souris ont été observés. Les souris ont été sacrifiées par

dislocation cervicale après les avoir anesthésiées. Les colons ont été récupérés, nettoyer, ouvert et

rincer avec de l’eau physiologique, les poids ont été pesés et les longueurs ont été mesurés entre la

jonction iléo-caecale et le rectum proximal. La partie distale du colon a été récupérée et fixer dans

le formol pour l’étude histologique.

Figure 11 : Administration de l’acide acétique par voie rectale prise à l’animalerie, Bejaia.,

2018 (originale).

Lot 1
25mg/kg

Lot 2
12,5mg/kg

Lot 3
6,25mg/kg

Lot 4
Acide

acétique

Lot 5
Eau

distillée
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II-2-4. Etude histologique

L’étude histologique a pour but la détermination des aspects tissulaire et cellulaire du différent

échantillon au niveau microscopique passant par différents étapes qui sont les suivantes :

1) La macroscopie

La macroscopie consiste à mettre les différents échantillons préalablement fixés dans le formol

dans des histocassettes marquées (numéro de souris et dose).

2) La déshydratation (circulation)

La déshydratation consiste à mettre les histocassettes contenant les échantillons dans le portoir

de l’automate de déshydratation qui contient 8 bains d’alcool (éthanol) de concentration croissante

de 70 à 100٪pendant 45min pour chaque bain , 2 bains de xylène pour l’éclaircissement 

(clarification ) pendant 30 min chaqu’un et 2 bains de paraffine pour l’imprégnation pendant 1 h 30

min . Cette étape consiste à éliminer le liquide cellulaire par un phénomène osmotique, elle dure

11h

3) L’enrobage

Elle consiste à mettre les échantillons en blocs en utilisant la paraffine dans l’appareil

d’enrobage réglé à une température de 70 C˚ pour faire fondre la paraffine.  

4) La réfrigération

En utilisant une plaque réfrigèrent pour séparer les blocs de paraffine des moules.

5) La microtomie

Elle comporte deux étapes

a) Le dégrossissement

Pour se débarrasser de l’excès de paraffine pour arriver à l’échantillon.

b) Les coupes

     Elle a pour but de réaliser des coupes minces de l’ordre de micron (3μm) à l’aide 

d’un microtome, puis étalées sur des lames numérotées, identifiées préalablement

mouillées est ensuite plongées dans un bain contenant de l’eau chaude.
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6) Déparaffinage

En mettant les lames préparées dans l’étuve a 80 C ˚ pendant 24 h dans le but 

d’éliminer la paraffine.

7) La coloration

Elle consiste à visualiser les constituants cellulaires (noyau, membrane plasmique)

passant par plusieurs étapes en utilisant des standards

 Etape d’éclaircissement

Elle consiste à mettre les lames dans un bain de xylènes mis sur une plaque

chauffante, pendant 30 min au plus.

 Etape de déshydratation

Consiste à mettre les lames dans un bain d’éthanol pendant 10 min

 Etape d’hydratation

Consiste à mettre les lames dans de l’eau pendant 10 min

 La coloration nucléaire

A l’aide d’un bain d’hématoxylène pendant 3 min suivi par un rinçage à

l’eau.

 Coloration cytoplasmique

A l’aide d’un bain d’éosine pendant 3 min puis rinçage à l’eau

 Le montage des lames

Consiste à monter les lamelles sur les lames, en faisant passer les lames par

différents bains (éthanol, éthanol/ xylène, 2 bains de xylène) puis coller à l’aide d’une

colle (eukitte) en mettant une goute sur la lamelle et la déposer sur la lame et la laisser

sécher. Après séchage des lames on a recours à l’observation microscopique avec un

grossissement de x4 et x20

La figure suivante représente les différentes étapes de préparation des coupes

histologiques.
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Macroscopie Déshydratation

Réfrigeration Enrobage

Microtomie Coloration

Figure 12 : Différentes étapes de préparation des coupes histologiques.

Lames préparées
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II-2-5- Etude statistique

Les données sont présentées par graph pad comme moyenne ± SEM. Les analyses ont été

faites grâce au test ANOVA, test Dunnet’s, utilisé afin de comparer les valeurs des groupes traités

aux valeurs du groupe malade (p˂0.05, p˂0.01, p˂0.001,  n=6). 
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III-1. Résultats

III-1-1. Collecte, Séchage et extraction

Pour récupérer le maximum d’alcaloïde, la collecte du matériel végétale a été réalisée au

moment de la florissant (avril 2017) où la teneur en métabolite secondaire est importante et

plus importante, ensuit la plante a été séchée et broyée afin d’obtenir une poudre fine.

La teneur en alcaloïde de la partie aérienne de cette plante est de 4% déterminée en

fonction de la matière sèche (poudre initiale), l’extraction de cette dernière a été réalisée dans

un milieu acide (2%). En comparaison avec d’autres espèces du même genre, cette plante est

plus riche en alcaloïdes. La teneur en métabolite secondaire dépend de l’espèce, le stade de

croissance, l’origine, le patrimoine génétique, les facteurs environnementales …etc

(Bruneton, 1999).

III-1-2. Etude de l’activité anti inflammatoire intestinale

L’étude de l’effet préventif des alcaloïdes de Fumaria capreolata testés sur 5 lots de

souris de souche NMRI par l’administration orale de différentes doses d’alcaloïdes (6.25,

12.5, et 25mg/kg). Les lots traités ont subi une administration de 100μl d’acide acétique par 

voie rectale qui a causée des signes cliniques ; tels que des diarrhées sanglantes, diminution

de la consommation de l’eau et de la nourriture et perte du poids corporel (figure 13 et 14).
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Figure 13 : Morphologie générale des colons des souris de diffèrent lots.

Figure 14 : Aspect macroscopique des colons ouverts de différents lots chez des souris

expérimentales colitique.
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Figure 15 : Evolution du poids corporel des souris. Les données sont exprimées en

moyen ± SEM (n= 6).
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Figure 16 : Effets des alcaloïdes de Fumaria capréolata (AFC) sur le rapport P/L

dans un modèle de colite induite par l’acide acétique chez les souris. Les données sont

exprimées en moyen ± SEM (n= 6).
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Figure 17 : Effet des Alcaloïdes totaux de Fumaria capréolata (AFC) dans un modèle de

colite induite par l’acide acétique. Section histologique de la muqueuse colique colorée. A (lot

malade ou acide acétique), B (lot 12.5), C (lots 25mg/kg), D (lot 6.25mg/kg), E (lot témoin).

Grossissement x4.

A B

C D

E
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Figure 18 : Effet des alcaloïdes totaux de Fumaria capréolata (AFC) sur l’aspect cellulaire

dans un modèle de colite induite par l’acide acétique. Section histologique de la muqueuse

colique colorée. A (lot malade ou acide acétique), B (lot 12.5mg/kg), C (lot 25mg/kg), D (lot

6.25mg/kg), E (lot témoin) .Grossissement x20.

A B

C D

E
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III-2.Discussion

La colite peut être induite par l’administration d’un produit chimique tel que l’acide

acétique conduit à la libération des protons et une acidification intracellulaire qui provoque la lésion

de la paroi intestinale. Ces effets apparaissent rapidement après l’administration de l’acide acétique

et conduit à la mise en contact de la flore et l’immunité intestinale sous-jacente et la libération des

facteurs pro-inflammatoires (Nancey et al., 2008).

La perte du poids des souris au niveau du lot malade a été importante et cela est dû à l’effet

de l’acide acétique sur la muqueuse intestinale comme il a été décrit dans le protocole de Carvalho

et ces collaborateurs

D’après les résultats obtenus dans la présente étude, le traitement des souris malades avec

les alcaloïdes de Fumaria capreolata a assuré un effet préventif chez les souris traité par l’acide

acétique. L’aspect microscopique des colons des souris des différents lots démontre les résultats

obtenus au paravent où les lésions été moins importantes dans les lots traités par rapport au lot

malade.

Le tube digestif est un organe qui joue un rôle majeur dans la digestion et l’absorption des

nutriments alimentaires. L’intestin est la barrière la plus importante qui sépare le milieu intérieur et

le milieu extérieur elle est à la fois physique et chimique ; la barrière physique est constituée de

jonctions serrées et de mucines. Les jonctions serrées qui attachent les cellules épithéliales entre

elles empêchant ainsi la diffusion de molécules et de pathogènes (Fanning, 2013). Les jonctions

sont constituées de protéines tels que l’occludine et la Claudine ancrées aux cytosquelettes de

cellules adjacentes par l’intermédiaire de protéines de liaison intra cytoplasmiques ZO1 et ZO2 qui

empêchent le contact direct entre la microflore et les cellules immunitaires et la couche de mucines

qui sont des glycoprotéines synthétisées par les cellules caliciformes dont l’épaisseur varie le long

du tube digestif et elle est maximale dans le colon constituant donc la première ligne de défense

contre les agents pathogènes (Bueno, 2010). La barrière chimique est constituée principalement de

molécules antimicrobiennes qui sont synthétisées essentiellement par les cellules épithéliales qui

détruisent ou inhibent la croissance des bactéries et/ou levure. Certains de ces peptides

antimicrobiens sont synthétisés de manière constitutive et d’autres sont inductibles par les réactions

de l’immunité innée (Murugesan, 2014).

Les MICI résultent des défauts au niveau de la barrière intestinale qui conduit à la perte des

mécanismes de contrôle de la flore intestinale comme la diminution de la sécrétion de mucus et de

peptides antimicrobiens par les cellules épithéliales, ce qui provoque la diminution de la quantité de
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bactéries protectrices et induit l’inactivation de l’inhibition de la prolifération des bactéries

délétères, le relâchement des jonctions intercellulaires au niveau de l’épithélium et l’augmentation

de la perméabilité de la barrière épithéliale provoquant le contact direct des bactéries pathogènes et

les cellules immunitaires ce qui conduit à une activation excessive du système immunitaire

muqueux et l’apparition d’une inflammation chronique aboutissant à des lésions (Rahmouni,

2016). Cette activation se traduit par une augmentation du taux des cytokines pro-inflammatoires

tels qu’IL-1β, IL-6 et IL-8 (Bensussan et al., 2016). Contrairement au cas normal ou les cellules

dendritiques synthétisent de IL-10 pour l’arrêt de la réponse inflammatoire ces dernières

synthétisent de IL-12 qui stimule la différenciation des LT CD4 naïfs en lymphocytes T effecteurs

LTH1, LTH2 et LTH17. Ces lymphocytes à leurs tours secrètent des cytokines pro-inflammatoires

comme INFɣ , IL-4 et IL-17 (Kokten, 2016).

Au cours d’une réaction inflammatoire le phénomène de phagocytose par les polynucléaires

neutrophiles induisent une augmentation de la consommation d’oxygène par ces cellules, à l’origine

de la formation de radicaux libres oxygénés, ces derniers sont potentiellement toxiques capables de

désorganiser les membranes cellulaires et favorisent la cytolyse. Parmi ces radicaux libres il y’a le

monoxyde d’azote (NO) produit par l’oxydation de l’arginine sous l’action d’une famille d’enzymes

les NO synthases (NOS). L’action de NOS inductibles au cours de l’inflammation génère des

propriétés inflammatoires : vasodilatation, œdème, …, où le NO est une cible pour le

développement de la thérapie pour les maladies inflammatoires (Borel et al., 1998, Vliet et al.,

1992).

Bien que les facteurs NF-KB agissent principalement dans le déclanchement de la réponse

inflammatoire, mais ils sont impliqués dans la résolution de l’inflammation à travers l’activation

d’un sous-ensemble de gènes (Mercié et al., 1998), pour cela une molécule comme l’Akirine qui est

capable d’orienter spécifiquement l’activation d’un sous-groupe de gènes cibles de NF-KB été le

but de l’étude de Nicolas Matt et Jean Marc Reichhart qui ont pu démontrer que l’Akirine de

drosophile et son homologue humain Akirine-2, agissent comme des sélecteurs capable

d’influencer le choix des gènes cibles de NF-KB au cours de la réponse inflammatoire. L’action de

l’Akirine implique le remodelage de la chromatine et NF-KB pour transcrire uniquement un sous-

ensemble de gènes cibles à action majoritairement « pro-inflammatoire » (Bonnay et al., 2014).

Des études ont montré que la déficience génétique dans les régulateurs négatifs de la voie

canonique NF-KB favorise l’inflammation intestinale. Ces résultats sont compatibles avec le rôle de

NF-KB dans l’induction de médiateur de cytokines pro-inflammatoire dans des cellules

immunitaires innées et la différenciation de Th1 et Th17. Contrairement à son rôle pro-
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inflammatoire dans les cellules myéloïdes, NF-KB a un rôle protecteur dans les cellules épithéliales

intestinales, ou il est nécessaire pour maintenir l’intégrité épithéliale et l’homéostasie (Liu et al.,

2017).

Selon les travaux de Benabdesselam et ces collaborateurs, la composition chimique de

Fumaria capreolata est constituée en grande partie des alcaloïdes isoquinoliéque (Suau et al.,

2002, Maiza-Benabdessalem et al., 2007). Fumaria capreolata contient 23 molécules de type

alcaloïde isoquinoléique. Les deux composants qui ont été identifiés selon les travaux de Bribi et

ces collaborateurs sont la Stylopine et la Protopine qui exercent des propriétés immuno

modulatrices responsables des propriétés anti-inflammatoires intestinales qui s’est avéré sans effet

toxique même à une dose de 4000mg/kg en se basant sur un test de toxicité aigüe. Selon le même

auteur, le traitement des souris coliques avec les différentes doses de AFC a entrainé une diminution

de la production de plusieurs cytokines pro-inflammatoires du colon tel que IL-6, IL1β et TNF-α 

révélant ainsi la contribution des propriétés immuno modulatrices des alcaloïdes présents dans

l’extrait à l’effet anti-inflammatoire intestinale (Bribi et al., 2016).
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Conclusion

La médecine traditionnelle repose sur l’utilisation des plantes médicinales riche en

substances bioactives. Actuellement de nombreux médicaments renferment des principes

actifs extraits de plantes dotées de propriétés médicinales. Ces activités biologiques sont

assurées par la synthèse d’une large gamme de composés appelés « métabolites secondaires »

qui présente plusieurs effets pharmaceutiques.

Les alcaloïdes représentent une large famille de ces métabolites thérapeutique. Les

alcaloïdes isoquinoliéques regroupe une classe importante de substance bioactive présente

dans divers familles tel que les Fumariacées dont Fumaria capreolata est l’une des plantes les

plus riches en alcaloïdes isoquinoliéque.

Notre étude s’intéresse à l’étude de l’effet préventif des alcaloïdes de Fumaria

capreolata sur l’inflammation intestinale sub-aigüe sur des souris NMRI dont la colite est

induite par l’acide acétique et semblable à une colite humaine. Nous avons étudié l’aspect

macroscopique et microscopique des colons de différents lots.

L’étude histologique de la partie distale du colon, confirme les résultats du rapport P/L

de l’effet anti-inflammatoire des alcaloïdes de Fumaria capreolata.

Mais ces résultats restent préliminaires, donc une poursuite des études à l’échelle

moléculaire pour bien comprendre le mécanisme d’action de ces molécules et la synthèse d’un

nouveau médicament sont nécessaire, ainsi que l’étude des autres activités biologique de cette

plante comme l’activité anti-oxydante, antimicrobienne et anti-tumorale.
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Réactifs

Les réactifs utilisés pour effectuer cette étude sont les suivants

 Acide hydrochlorique (HCL à 2٪). 

 Ethanol (C2H6O) à 96٪. 

 Ether de pétrole

 Dichlorométhane

 Ammoniaque (NH4OH)

 Chloroforme (CHCL3)

 Acide Acétique (CH3COOH) à 5٪ 

 Diethyl ether

 Eau distillée

 Eau physiologique à 9٪ 

 Formol

 Xylène

 Paraffine

 Hématoxylene

 Eosine

 Eukitt .

Equipement de préparation

 Soxhlet

 Plaque agitatrice

 entonnoirs

 Béchers et éprouvettes.

 Spatules

 Barreaux magnétiques.

 Ampoule à décanté

 L’étuve
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 Hotte.

 Cristallisoir

 Balance.

 Seringue

 Sonde

 Micropipette et épendorfs

 Ciseaux et pinces.

 Règles

 Boites de pétries

 Cages

 Automate de déshydratation

 Appareille d’enrobage

 Réfrigérant

 Microtome

 Plaque chauffante

 Histocassettes

 Lames et lamelles

 Microscope.
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Analgésique : médicament utilisé en médecine dans le traitement de la douleur d’un patient.

Cellule caliciforme : ou cellule en gobelet ou cellule muqueuse à pole apical ouvert est une

cellule en forme de vase allongé spécialisée dans la synthèse du mucus. Elle secrète de la

mucine.

Cholagogue : substance qui a pour effet de facilité l’évacuation de la bile vers l’intestin en

provoquant une chasse biliaire à partir de la vésicule qui se vide en se contractant.

Epithélium : tissu constitué de cellule étroitement juxtaposée. Ces cellules sont associées les

unes aux autre grâce à des jonctions intracellulaires.

Immunomodulateur : traitement qui stimule ou freine les réactions du système immunitaire

du corps.

Isoenzymes : ce sont des enzymes présentant une séquence d’acides aminés différente d’une

autre enzyme mais catalysant la même réaction chimique.

Mucines : substances semi-fluides élaborée par le tissu muqueux et qui se trouve dans le

mucus.

Peptides antimicrobiens : sont des protéines d’origine naturelle, généralement constituée de

12 à 50 acides aminés, ayant des propriétés antibiotiques.



Glossaire

Radicaux libres : molécules chimiques instable produites en faible quantité par l’organisme.

Ils sont synthétisés principalement lors de réaction avec l’oxygéne.

Sténosantes : rétrécissement d’un canal ou d’un orifice organique.

Ulcération : c’est une lésion élémentaire, caractérisée par une perte de substance dermique.

Vasculoprotecteur : c’est des extraits qui améliorent la résistance des vaisseaux capillaires et

diminuent leurs perméabilités.



Résumé

L’objectif de notre travail a été étudié l’effet anti-inflammatoire intestinale d’une
fraction Alcaloïdique d’une espèce d’herbe de Fumaria Capreolata qui est une plante très
riche en alcaloïde isoquinoléique et qui est très utilisée en médecine traditionnel. A cet effet,
on a étudié l’effet préventif de cette plante ainsi que sa toxicité sur des souris albinos de
souche NMRI.

Cette étude a pu révéler que les alcaloïdes de Fumaria Capreolata ont un effet
préventif contre la colite induite par l’acide acétique chez les souris.

Mots clefs : Fumaria Capreolata , anti-inflammatoire, intestinale , Alcaloïdes .

Abstract

The objective of our work was to study the intestinal anti-inflammatory effect of an
alkaloidal fraction of a grass species of Fumaria Capreolata which is a plant very rich in
isoquinoleic alkaloid and which is widely used in traditional medicine.

For this purpose, the preventive effect of this plant as well as its toxicity on NMRI
strain albino mice was studied.

This study revealed that the alkaloids of Fumaria Capreolata have a preventive
effect against acetic acid-induced colitis in mice.

Key words : Fumaria Capreolata, anti-inflammatory, intestinal, alkaloids.

  ملخص

وھي من أنواع الحشائشوعبواسطة نالامعاءتأثیر المضاد لالتھابالكان الھدف من عملنا ھو دراسة 

والذي یستخدم على نطاق واسع في الطب التقلیديوھو نبات غني جدًا بالقلویات الأیزوكینولیة Fumaria Capreolata

.تم دراسة التأثیر الوقائي لھذا النبات وكذلك سمیتھ على الفئران البیضاءالغرض،لھذا 

لھا تأثیر وقائي ضد التھاب القولون الناجم عن Fumaria Capreolata قلویداتوكشفت ھذه الدراسة أن 

حمض الاستیك لدى الفئران.

Fumaria Capreolata القلویدات. المعوي. المضاد للالتھاب.:الكلمات المفتاحیة
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