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Introduction

L’ulcére gastrique, caractérise par des Iésions de la muqueuse de ’estomac ou de la partie
supérieure de ’estomac, constitue un probléme de santé fréquent dans le monde, touchant
environ 5 a 10 % de la population au cours de leur vie (Liu et al., 2025). Il se manifeste

généralement par des douleurs épigastriques, soulagées par la nourriture ou 1’ingestion de

substances alcalines.

Le développement d’un ulcére gastrique résulte d un déséquilibre entre les facteurs agressifs
(pepsine, acide, infection a H. pylori) et défensifs (prostaglandines, mucine, oxyde nitrique,
bicarbonate et facteurs de croissance). La consommation d’alcool, le tabac, le stress, l'utilisation
d'anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) (Ahmad et al., 2019),par exemple les anti
inflammatoires non stéroidiens (AINS) exercent leur effet délétere en inhibant la synthese des
prostaglandines, molécules indispensables a la sécrétion de mucus et de bicarbonate. Cette
inhibition affaiblit la barriere protectrice de la muqueuse gastrique, la rendant plus vulnérable
aux agressions acides (Laine et al., 2008). Par ailleurs, H.pylori constitue un facteur majeur dans
la pathogénie de ’'ulcere gastrique. Il induit une inflammation chronique, stimule la sécrétion
d’acide chlorhydrique et altére I’intégrité des cellules épithéliales (Suerbaum & Michetti,
2002). Ces perturbations convergent vers une déstabilisation de 1’équilibre muqueux, favorisant

ainsi I’érosion progressive de la paroi gastrique et la formation de 1€sions ulcéreuses.

Les genes différentiellement exprimes (DEGS) jouent un rdle essentiel dans la pathophysiologie
et la réparation des Iésions. Des études ont mis en évidence des genes impliqués dans des voies
de signalisation telles que TNF, IL-17 et NF-kB, ainsi que dans des processus inflammatoires,

apoptotiques et de stress oxydatif(Huang et al., 2020 ;EI-Shitany et al., 2024).

Le traitement conventionnel repose sur I’utilisation d’une combinaison de plusieurs agents
antimicrobiens, d’inhibiteurs de la pompe a protons (IPP) Toutefois, ces traitements sont limités
en raison de leur toxicité et la résistance croissante de H. pylori aux antibiotiques (Gupta et al.,
2023).

L utilisation des plantes médicinales dans le traitement de 1’ulcére gastrique a suscité un intérét
croissant, en raison de leurs propriétés antioxydants attribuées a leur richesse en polyphénols,
tanins, vitamines et minéraux. Ces composes sont associés a une augmentation des niveaux
d’enzymes antioxydants (SOD, GSH, CAT), a une diminution du taux de MDA, ainsi qu’a
I’inhibition de la voie ROS/NF-Kb. Cette voie, activée par le stress oxydatif, stimule la
production de cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-1p, IL-6) et d’enzymes comme COX-2

et INOS, contribuant aux lésions muqueuses(Morgan and Liu, 2011). Les antioxydants
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Introduction

d’origine végétale permettent donc de moduler cette voie, réduisant I’inflammation et favorisant

la cicatrisation des ulcéres. (Altaf et al., 2023).

Clematis flammula (Ranunculaceae) est une plante médicinale originaire du bassin
mediterranéen, largement utilisée en médecine traditionnelle pour le traitement des troubles
gastro-intestinaux, en particulier les ulcéres gastriques(Yous et al., 2018).Elle est
traditionnellement utilisée sous forme de décoction ou de macération de feuilles séchéesafin de

soulager les douleurs gastriques et favoriser la cicatrisation.

Ce travail a pour objectif d’évaluer in vitro 1’effet anti-ulcere de I’extrait hydro-éthanoique
des feuilles de C. flammulaen mettant 1’accent sur la caractérisation de leur teneur en
composés bioactifs tels que les polyphénols, les flavonoides et les sucres. Pour cela, une
simulation de la digestion gastro-intestinale selon le protocole INFOGEST a été realisée afin
d’examiner I’impact de cette digestion sur la biodisponibilité des composés et leur activité
antioxydante, dans une perspective d’alternative naturelle aux traitements conventionnels des

ulcéres gastriques.
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I.1. Estomac : anatomie, physiologie et régénération

1.1.1. Anatomie et fonction

L’estomac est un organe essentiel qui joue un réle dans le processus de digestion et participe
aussi a la régulation de la nutrition(Vora et al., 2021).

L’estomac, en forme de J (Figure 01), se divise en plusieurs régions distinctes : Le cardia est
la zone ou I’cesophage débouche dans I’estomac, comportant un mécanisme sphinctérien
physiologique qui prévient le reflux. Le fundus, en forme de déme, se situe au-dessus et a
gauche du cardia. Le corps de I’estomac s’étend du cardia jusqu’a I’incisura angularis, qui
marque la transition vers I’antre pylorique, s’étendant de cette incisure jusqu’a D’orifice
pylorique. Enfin, le pylore, portion tubulaire terminale, est doté d’une paroi musculaire
épaisse formant le sphincter pylorique, chargé de réguler I’évacuation du contenu gastrique

vers le duodénum (Wilson and Stevenson, 2019).

Cardia
Lesser
Curvature

Incisura Angularis \

Pylorus

Pyloro-duodenal
opening

Greater
Curvature

Pyloric Antrum

FigureOl : Anatomie gastrique(Vora et al., 2021).

1.1.2. Histologie de I’estomac
La paroi gastrique est composée de quatre couches principales :

. Mugqueuse : est formée d’un épithélium vascularisé et formé de plis longitudinaux
appelés rugae, facilitant 1’expansion de I’estomac. Elle abrite les glandes gastriques

responsables de la sécrétion digestive.

]
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. Sous-muqueuse : est un tissu conjonctif contenant vaisseaux et nerfs, jouant un role
dans la régulation des sécrétions et de la motricité.

. Musculeuse : est constituée de trois couches de muscle lisse oblique interne, circulaire
moyenne, et longitudinale externe responsables du brassage et de la progression du chyme.

. Séreuse : est une couche externe correspondant au feuillet viscéral du péritoine,

assurant protection et mobilité¢ de I’organe (Soybel, 2005).

-Types de cellules gastriques et leurs réles :

o Cellules pariétales : sécretent I’acide chlorhydrique (HCI), essentiel a la digestion des
protéines, et le facteur intrinseque, nécessaire a 1’absorption de la vitamine B12.

o Cellules principales : produisent le pepsinogene, précurseur de la pepsine, et la lipase
gastrique, contribuant a la digestion des proteines et des lipides.

o Cellules & mucus : sécrétent un mucus alcalin riche en bicarbonate, formant une
barriere protectrice contre ’acidité et les enzymes digestives.

o Cellules entéroendocrines : liberent des hormones, principalement la gastrine, qui
régule la sécrétion d’acide gastrique.

o Cellules souches : assurent le renouvellement et la régenération de 1’épithélium

gastrique (Wilson and Stevenson, 2019).

-Les enzymes gastriques :

Durant la phase gastrique de la digestion, la muqueuse gastrique sécréte plusieurs enzymes
essentielles qui amorcent ’hydrolyse des macronutriments. La plus importante d’entre elles
est la pepsine, une endoprotéase issue de I’activation acide du pepsinogeéne, un zymogene
synthétisé par les cellules principales. Cette conversion nécessite un pH acide (~2), maintenu
par la sécrétion d’HCI par les cellules pariétales. Une fois activée, la pepsine hydrolyse
sélectivement les liaisons peptidiques internes des protéines, générant des oligopeptides qui
seront dégradés ultérieurement dans I’intestin gréle (Sachs et al., 2007 ; Helander &
Fandriks, 2011).

Par ailleurs, la lipase gastrique, également sécrétée par les cellules principales, participe a la
digestion précoce des lipides. Elle agit en milieu acide et catalyse I’hydrolyse des
triglycérides en acides gras libres et en monoacylglycérols. Bien que son activité soit
inférieure a celle de la lipase pancréatique, elle joue un réle particulierement important chez le

nouveau-né et chez les sujets présentant une hypofonction pancréatique (Favé et al., 2007).

-
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I.1.3. Régulation de I’acidité gastrique et du mucus protecteur

La régulation de I’acidité gastrique et de la production du mucus protecteur est essentielle
pour préserver 1’intégrité de la muqueuse gastrique. Cette dernic¢re sécréte un mucus riche en
bicarbonates, composé d’eau, de glycoprotéines et de phospholipides de surface, qui forme
une barriére protectrice contre 1’acidité. L’équilibre entre la sécrétion acide et la production de

mucus repose sur des signaux moléculaires specifiques :

. Histamine : Sécrétée par les cellules entérochromaffines-like (ECL), I’histamine agit
sur les récepteurs H2 des cellules pariétales, stimulant ainsi la sécrétion d’acide chlorhydrique
(HCI) (Bazin and Lamarque, 2018).

. Gastrine : Cette hormone, produite par les cellules G de I’antre gastrique aprés un
repas, circule dans le sang et exerce plusieurs effets physiologiques. Elle stimule directement
les cellules pariétales a sécréter du HCI et active les cellules ECL pour renforcer la libération
d’histamine. Par ailleurs, la gastrine favorise la production de mucus, contribuant ainsi a la
protection de la muqueuse gastrique. Elle joue également un role clé dans la régulation de la
digestion et le maintien de la barriére protectrice de 1’estomac (Soybel, 2005).

. Potentiel hydrogene acide (pH acide) : Une baisse du pH gastrique déclenche une
réponse locale qui stimule les cellules épithéliales et les cellules a mucus a augmenter la
sécrétion d’un mucus riche en bicarbonate. Ce mucus agit comme une barriere chimique et
physique contre I’agression acide et les enzymes digestives telles que la pepsine(Di Natale et
al., 2023).

. Acétylcholine (ACh) : Neurotransmetteur du systéeme nerveux parasympathique,
I’ACh stimule les cellules pariétales a sécréter du HCI. Elle agit également sur les cellules
ECL et G, renforgant ainsi la stimulation acide. L’ACh intervient principalement lors de la
phase gastrique de la digestion (Soybel, 2005).

. Prostaglandine E2 (PGEZ2) : Cette molécule favorise la sécrétion de bicarbonate et de
mucus, tout en maintenant une perfusion sanguine adéquate au niveau de la muqueuse
gastrique. Elle joue un rdle clé dans la protection contre ’acidité gastrique (Di Natale et al.,
2023).

I.2. L’ulcere gastrique : physiopathologie et facteurs de risque
1.2.1. Déséquilibre entre facteurs agressifs et défensifs

L’ulcere gastrique est une érosion de la muqueuse de I’estomac. Il résulte d’un déséquilibre

entre les facteurs agressifs (acide chlorhydrique, pepsine, AINS, etc.) et les mécanismes de

.
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défense de la muqueuse gastrique (mucus, bicarbonate, renouvellement cellulaire,
etc).Normalement, les cellules de la muqueuse gastrique sécrétent du mucus et du bicarbonate
(HCO:s), formant une barriére protectrice contre I’agression acide. Toutefois, une sécrétion
excessive d'acide et de pepsine ou une altération de cette barriére protectrice peut entrainer la

formation d’un ulcére (Kumar et al., 2023).

Parmi les principales causes identifiées, Helicobacter pylori et 1'usage chronique d’anti-
inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont les facteurs étiologiques les plus courants (Kim,
2023).

1.2.2. Mécanismes moléculaires de destruction de la muqueuse :

L'inflammation prolongée endommage directement les cellules épithéliales qui tapissent
I'estomac et altére la production et la qualité du mucus protecteur qui recouvre la muqueuse.
La perte de cette barriere rend la muqueuse plus vulnérable a I'action corrosive de l'acide
gastrique et de la pepsine (Slomiany and Slomiany, 2019). En paralléle, le stress oxydatif
dans I’estomac, souvent provoqué par les facteurs agressifs, cause des dommages aux cellules
de la muqueuse gastrique, entrainant une inflammation chronique. Ces dommages peuvent
conduire a une augmentation de la perméabilité de la muqgueuse, permettant aux acides
gastriques de pénétrer plus profondément et de causer des lésions. De plus, la libération des
especes réactives de I'oxygeéne (ERO), comme l'anion superoxyde (O2) et le peroxyde
d'hydrogene (H203), active plusieurs voies de signalisation, aggravant ainsi la dégradation de

la barriere muqueuse et contribuant a la formation des ulceres gastriques(Rezvani, 2024).

a- liés aux anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) :

Les AINS sont largement utilisés pour leurs propriétés analgésiques, antipyrétiques et anti-
inflammatoires. Leur mécanisme principal repose sur 1’inhibition des cyclo-oxygénases COX-
1 et COX-2, enzymes responsables de la biosynthése des prostaglandines a partir de I’acide
arachidonique. Cette inhibition, bien que thérapeutique, entraine plusieurs effets déléteres au

niveau de la muqueuse gastrique (Ermis et al., 2023).

o Altération de la barriere protectrice : La baisse de la synthése de la prostaglandine
E (PGE) diminue la sécrétion de mucus et de bicarbonate, réduit la prolifération des cellules
épithéliales, et compromet le maintien du flux sanguin local. Cela rend la muqueuse plus

vulnérable aux agressions acides.

.
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o Ischémie locale : La réduction du flux sanguin gastrique limite I'apport d’oxygéne et
de nutriments essentiels a la réparation tissulaire. Cette hypoxie fonctionnelle aggrave les
Iésions existantes et empéche la régénération efficace de 1’épithélium.

. Altération de la régénération cellulaire : En plus de perturber la prolifération
épithéliale, certains AINS peuvent avoir des effets cytotoxiques directs sur les membranes

cellulaires, favorisant la formation d’ulcéres gastriques.

b- liés a ’infection par Helicobacter pylori :

H. pylori colonise la muqueuse gastrique grace a plusieurs facteurs de virulence. L uréase
neutralise ’acidité gastrique, créant un environnement favorable a la survie bactérienne. Les
cytotoxines CagA et VacA libérés par la bactérie perturbent les voies de signalisation
cellulaires (MAPK, PI3K), alterent la structure cellulaire, induisent I’apoptose et affaiblissent
la réponse immunitaire, contribuant a la persistance de I’infection et a la formation des ulceres
(Ali & AlHussaini, 2024).

1.2.3. Voies de signalisation impliquées dans I’inflammation gastrique et la cicatrisation
perturbée

Les altérations des voies de signalisation intracellulaire induites par Helicobacter pylori et
certains traitements meédicamenteux (notamment les AINS) perturbent profondément
I’homéostasie gastrique, entrainant inflammation chronique et cicatrisation inefficace
(Lazzaroni and Bianchi Porro, 2001) Ces perturbations sont essentielles sont résumées ci-

dessous :

a-Voie des métalloprotéinases (MMPs) :

Les MMPs, notamment MMP-1, -3, -7, -9 et -10, sont surexprimées dans un contexte
inflammatoire. Leur régulation est assurée par la voie MAPK (Mitogen-Activated Protein
Kinase) et les cytokines pro-inflammatoires. Les AINS influencent leur expression par deux

mécanismes :

J Par un mécanisme dépendant des prostaglandines, ’inhibition de COX-2 diminue la
production de PGE: et de VEGF, ce qui réduit I’expression de MMP-2.

. Par un mécanisme indépendant des prostaglandines, les AINS augmentent la
production de ROS, ce qui active NF-xB et entraine 1’expression accrue de MMP-1, MMP-9

et d’autres MMPs. Par ailleurs, I’augmentation des cytokines TNF-a et IL-1 stimule

-
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davantage MMP-1 et MMP-9. Le peroxyde d’hydrogéne généré inhibe I’activité des MMP-2

et MMP-14, compromettant le remodelage tissulaire (Majumder et al., 2021).

b-Voie Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF ) et angiogenese compromise :

Le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) joue un role central dans I’angiogenése
gastrique en activant les récepteurs VEGFR-1 et VEGFR-2, ce qui stimule la voie Ras—Raf-
MEK-ERK (MAPK) et favorise la prolifération cellulaire, la migration et Ila
néovascularisation. Toutefois, H. pylori et les AINS interferent avec cette signalisation en
inhibant la phosphorylation de MEK et ERK, ce qui limite la cicatrisation (Tarnawski &
Ahluwalia, 2021). Par ailleurs, les AINS inhibent I’activit¢ de COX-2, réduisant la
production de PGE:, impliquée dans la régénération de I’épithélium via la transactivation
d’EGFR par TGFa. Cette inhibition simultanée des voies VEGF et EGFR compromet la

réparation tissulaire(Mizushima, 2010).

1.3. Approches thérapeutiques : conventionnelles et alternatives
1.3.1. Traitements conventionnels

-Inhibiteurs de la pompe a protons (IPP) et régulation des genes protecteurs :

L’estomac produit une quantité d’acide qui est réduite par les inhibiteurs de la pompe a proton
(IPP).On les utilise pour le traitement du reflux acide et les ulcéres de 1’estomac ainsi que du
duodénum. La plupart des patients qui consomment un inhibiteur de la pompe a protons ne

présentent pas de risques d’effets secondaires(Khan and Howden, 2018).

Les inhibiteurs de la pompe a protons (IPP), comme I’oméprazole ou I’ésoméprazole, sont au
ceeur du traitement de nombreuses affections gastro-intestinales. Les IPP constituent une
classe de médicaments qui diminuent la production d’acide gastrique en agissant sur les
cellules tapissant la paroi de I’estomac. Leur mode d’action consiste en une inhibition
irréversible de la pompe a protons H*/K*-ATPase au sein des cellules pariétales gastriques, ce

qui entraine une diminution marquée de la sécrétion d’acide(Begg et al., 2023).

Les IPP ne se limitent pas a une simple réduction de 1’acidité gastrique, ils participent aussi a

la modulation de I’expression de genes protecteurs comme (MUCL) :

-MUC1 (Mucinl) :

MUC1 est une glycoprotéine transmembranaire impliquée dans la protection et la réparation

de I’épithélium gastrique. Elle contribue a :

.
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. la formation d’une barriére protectrice a la surface des cellules épithéliales,

. la régulation de la réponse inflammatoire via des voies de signalisation
intracellulaires,

. la défense contre Helicobacter pylori, en limitant son adhésion et son effet pathogéne
(Sheng et al., 2020).

1.3.2. Traitements naturels
A-Plantes médicinales

Les plantes médicinales constituent une alternative potentielle aux traitements conventionnels
qui présentent des effets toxiques et des effets secondaires indésirables(Fierascu et al., 2021).
Elles représentent une source précieuse de composés bioactifs utilisés traditionnellement dans
le traitement des ulcéres gastro-duodénaux. Plusieurs études expérimentales ont mis en
évidence leur efficacité anti-ulcéreuse, notamment grace a la présence de flavonoides,
saponines, tanins et alcaloides. Ces substances jouent un role essentiel dans la protection de
la muqueuse gastrique en renforcant les mécanismes de défense endogene, en inhibant la
sécretion acide et en exercant une activité antioxydante significative.

On a cité quelques exemples sur les plantes medicinales et leurs effets anti-ulcere (Tableau |
annexe) (Cherrada et al., 2024).

B-Polyphénols : réles et mécanismes

Les polyphénols sont des métabolites secondaires largement présents dans les plantes
médicinales. Ils jouent un réle important dans la protection des plantes, mais aussi des
animaux, notamment grace a leurs propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et
gastroprotectrices(Chiu et al., 2021). Ces effets leur conférent un intérét particulier dans la
prévention et I’atténuation des ulcéres gastro-intestinaux, en réduisant le stress oxydatif, en
modulant I’inflammation locale et en protégeant la muqueuse digestive(Farzaei et al., 2015).
Les flavonoides, par exemple, stimuleraient le contenu en prostaglandines de la muqueuse,
inhiberaient la prolifération d’Helicobacter pylori, et limiteraient la production de radicaux
libres(Serafim et al., 2020). Quant aux tanins, ils forment une couche protectrice sur la
mugueuse gastrique, réduisant ainsi l'irritation causée par les agents agressifs(Mustefa et al.,
2023).

.
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Ces effets sont médiés par diverses voies de signalisation cellulaires, impliquées dans les
réponses antioxydantes, anti-inflammatoires, la cicatrisation et ’angiogenése (Zulkefli et al.,
2023).

a-Activité anti-inflammatoire :

L’ulcére gastrique est avant tout une pathologie inflammatoire résultant de lésions de la
muqueuse gastrique. Les polyphénols jouent un rdle clé dans la régulation de la réponse
inflammatoire en agissant sur plusieurs voies de signalisation intracellulaire. Ils exercent
notamment leurs effets par I’inhibition de la voie de signalisation NF-xB (nuclear factor-
kappa B), une voie centrale dans 1’activation des genes codant pour les cytokines pro-

inflammatoires telles que le TNF-a, I’'IL-1p et I’'IL-6.

Les polyphénols, notamment la catéchine et 1’épigallocatéchine gallate, possedent des
propriétés anti-inflammatoires marquées, principalement par D’inhibition de la voie de
signalisation NF-«B/IxBa. Cette modulation entraine une diminution de la production de
cytokines pro-inflammatoires telles que 1’IL-6 et le TNF-a, tout en favorisant 1’expression de

I’IL-10, une cytokine anti-inflammatoire essentielle a la réparation (Nani et al., 2021).

Un exemple mécanistique détaillé a été mis en évidence par (Shi et al., 2017) dans une étude
sur les polyphénols liés extraits du son de millet Setaria italica. Dans ce modeéle, les
polyphénols induisent une accumulation modérée de ROS, qui stimule I'expression du
microARN miR-149. Ce dernier cible directement la protéine Akt, empéchant ainsi sa
phosphorylation. L’inhibition d’Akt bloque la translocation nucléaire du facteur NF-«B,
limitant I’activation des génes codant pour les cytokines pro-inflammatoires (IL-1p, IL-6, IL-
8) et favorisant I’expression de I’'IL-10. Ce mécanisme montre comment les polyphénols

peuvent rétablir un équilibre inflammatoire favorable a la réparation tissulaire.

La voie de signalisation impliquée dans 1’effet anti-inflammatoire des polyphénols est
illustrée dans la figure 02 ci-dessous, a titre d’exemple basé sur les polyphénols extraits du

son de millet (Setaria italica).
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Figure02: Mécanisme anti-inflammatoire des polyphénols liés du son de millet impliquant la
voie ROS :Reactive Oxygen Species ,miR-149 :microRNA-149 , Akt :Protein Kinase B,NF-
kB :Nuclear Factor kappa B (Shi et al., 2017).

b-Activité antioxydante :

Le stress oxydatif, provoqué par une production excessive d’espeéces réactives de I’oxygene
(ERO), joue un rdle crucial dans 1’aggravation des ulcéres gastro-duodénaux. Les flavonoides,
grace a leur fort potentiel antioxydant, activent la voie de signalisation Nrf2/ARE (Figure03)
,un mécanisme cellulaire clé de défense contre le stress oxydatif. Normalement, le facteur de
transcription Nrf2 est séquestré dans le cytoplasme par la protéine Keapl. Sous I’effet des
flavonoides, Keapl subit une modification conformationnelle qui libeére Nrf2. Celui-ci migre
alors vers le noyau, ou il se lie a I’¢lément de réponse antioxydant (ARE) de ’ADN et stimule
I’expression de génes cytoprotecteurs tels que HO-1, NQO1, GST et GR. Ces genes codent
pour des enzymes de détoxification et de protection cellulaire, qui réduisent les dommages
oxydatifs en neutralisant les ERO et en maintenant I’intégrité de la muqueuse gastrique

(Zhang et al., 2020).

De plus, les flavonoides renforcent I’activité des enzymes antioxydantes endogénes comme la

superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT), la glutathion peroxydase (GPx) et
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augmentent les niveaux de glutathion réduit (GSH) (Ji et al., 2020), contribuant ainsi a la
réduction de la peroxydation lipidique et a la protection des tissus gastriques contre les Iésions

induites par le stress oxydatif.

Polyphenols
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Figure03: Effets antioxydants des polyphénols : régulation de I'activité des enzymes antioxydantes et
protection contre le stress oxydatif NADP*: nicotinamide adenine dinucleotide phosphate ; NOXs: NADPH
oxidases; ROS: reactive oxygen species; O2: molecular oxygen; O.": superoxide anion; OH: hydroxyl radical;
H:0:: hydrogen peroxide; SOD: superoxide dismutase; CAT: catalase; GPx: glutathione peroxidase; GSH:
reduced glutathione; Nrf2: nuclear factor erythroid 2-related factor 2; Keapl: Kelch-like ECH-associated protein
1; ARE: antioxidant response element(Ji et al., 2020).

c-Effet gastroprotecteur et régénératif :

Les effets gastroprotecteurs des polyphénols reposent sur plusieurs mécanismes synergiques.
Ils participent a I’éradication de Helicobacter pylori(Guerra-Valle et al., 2022) et favorisent
la réparation de la muqueuse gastrique par stimulation de la ré-épithélialisation De plus, ils
régulent ’expression de deux voies essentielles a la régénération cellulaire et la cicatrisation

du tissu gastrique(Chiu et al., 2021).

. Voie TGF-B1/SMAD : Elle stimule la différenciation des fibroblastes en
myofibroblastes (marqués par 1’a-SMA) et induit la production de collagéne (COL1AL,

COL3AL), processus essentiel a la réparation tissulaire.
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. Voie de I’angiogenése (VEGF-A/PI3K/Akt/eNOS) : Les polyphénols augmentent
I’expression du facteur VEGFA et activent les cascades intracellulaires favorisant la
revascularisation. L’expression du marqueur endothélial CD31 (PECAMI1) confirme la
formation de nouveaux capillaires (Ezzat et al., 2025).

Notre objectif était de tester ’effet gasto-protecteur de 1’extrait hydro-éthanolique des feuilles

de C. flammula en utilisant un systeme digestif in vitro.

C. Clematis flammula :

Clematis flammula est un arbuste méditerranéen dont les feuilles sont traditionnellement utilisées
en Algérie pour traiter les inflammations et les troubles gastro-intestinaux, notamment les
ulceres. Cette plante possede une composition riche en polyphénols, flavonoides et tanins, qui lui
conferent un fort potentiel gastroprotecteur(Yous et al., 2018). Une étude antérieure a prouvé
les vertus gastro-protectrices contre divers agents agressifs de I'extrait éthanolique des feuilles de

C. flammula in vivo.

1.4. La digestion in vitro

1.4.1. Principes et intérét de la digestion simulée

Les modeles de digestion gastro-intestinale in vitro sont des outils utiles pour simuler les
conditions physiologiques qui se produisent pendant la digestion humaine. Ces méthodes
offrent des avantages tels qu'un faible codt, un meilleur contrdle des variables et des résultats
plus rapides, tout en évitant les difficultés éthiques. L'objectif principal de la digestion in vitro
est de comparer la composition phénolique des extraits de plante ou les aliments sous les
conditions physiologiques (pH et présence des enzymes digestives et des principaux
minéraux). Les composés phénoliques doivent traverser la cavité buccale et la région
gastrique avant d'atteindre l'intestin gréle, ou il existe une disparité substantielle entre ces trois
phases. Ce passage est supposé modifier la structure des composés phénoliques, pour les

rendre plus ou moins disponibles pour ’absorption par le systéme digestif (Marze, 2022).

1.4.2. Etapes de la digestion simulée : orale, gastrique, intestinale

Plusieurs études ont démontré que la digestion gastro-intestinale influence considérablement la
biodisponibilité des composés bioactifs, notamment les polyphénols, les flavonoides et les
sucres(Dufour et al., 2014). Cette digestion peut étre simulée in vitro a travers trois phases
successives orale, gastrique et intestinale — afin de reproduire les conditions enzymatiques et

physiologiques du tractus digestif humain (Vamanu et al., 2020).

13
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Lors de la phase orale, le pH neutre et ’action de ’amylase salivaire permettent principalement
I’hydrolyse partielle des polysaccharides, favorisant ainsi la libération précoce de certains sucres
et, dans une moindre mesure, la désorption de polyphénols liés a la matrice glucidique(de Paulo
Farias et al., 2021).

Par contre, lors de la phase gastrique, caractérisée par un pH acide (= 3,0), I’intervention de la
pepsine, enzyme protéolytique, ainsi que de la lipase, qui agit sur les lipides, favorise la rupture
des complexes macromoléculaires (protéines, lipides), libérant des composés phénoliques
initialement liés a ces structures. Toutefois, de nombreux polyphénols sont chimiquement
instables a pH acide, ce qui peut entrainer leur dégradation par oxydation, épimérisation ou
polymérisation(Bermudez-Soto et al., 2007).

En phase intestinale, le pH devient neutre a 1égérement alcalin (= 7,0), et la digestion est assurée
par la trypsine ainsi que les sels biliaires, qui facilitent ’hydrolyse des protéines résiduelles et
I’émulsification des lipides. Cette étape permet la libération de polyphénols supplémentaires,
malis peut aussi provoquer la précipitation ou la transformation de certains composés instables en
milieu alcalin(Wojtunik-Kulesza et al., 2020).

Dans I’ensemble, la bioaccessibilit¢ des composés phénoliques dépend étroitement de leur
stabilite chimique, de leur forme de liaison dans la matrice alimentaire, et des conditions
enzymatiques rencontrées au cours de la digestion. Il apparait donc indispensable d’évaluer
ces parametres dans un contexte digestif simulé pour mieux estimer le potentiel antioxydant
réel des extraits végétaux apres ingestion. Le role des polyphenols dans la protection contre
I’ulcére (Ozkan et al., 2023).
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11.1. Matériel

11.1.1. Matériel végétal

La Clematis flammula, gracieuse liane de la famille des Ranunculacées (Figure04), est une
plante médicinale sauvage connue pour leur richesse en composés bioactifs présentant une

activité antioxydante notable.

Figure 04 : Photographie des feuilles de la plante Clematis flammula(photographie originale).

11.2. Méthodes

I1.2.1. Préparation de P’extrait

Les feuilles de C. flammula (CF) ont été récoltées en avril 2023 dans la forét d'Azru n'Bechar,
située dans la commune d'’Amizour, wilaya de Bejaia. Les feuilles de CF ont été nettoyees,
séchées a l'air libre a température ambiante, ensuite broyées a l'aide d'un broyeur électrique,
puis tamisées en une poudre fine de 64 pm de diamétre. La poudre a été mélangée avec de
I'éthanol a 10% (1 g de poudre dans 60 ml d'éthanol) et placée dans un bain ultrasonique a
55°C pendant 10 min, puis le mélange a été filtré, et le solvant a été évaporé a I’aide d’un
évaporateurrotatif avant d'étre lyophilisé. Enfin, I'extrait a été stocké a -20 °C jusqu'a son

utilisation.
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11.2.2 Dosage des polyphénols, flavonoides et sucres

Le dosage des polyphénols, flavonoides et sucres a été entrepris pour I’extrait de C. flammula
seul et mélangé avec les différents milieux des trois phases orale, gastrique et
intestinale(Tableau | ) . Les dosages sont faits avant et aprés chaque phase pour déterminer les
modifications de la quantité de chaque paramétre apres le passage par chaque phase digestive.
Pour chaque phase, une solution témoin a été préparée en mélangeant I’extrait avec le milieu
de la phase digestive mais pas avec les enzymes.

Tableau | : Volumes des solutions méres d’électrolytes des fluides digestifs pour un volume

de 400 mL dilué avec de I’eau (1,25%Concentrations).

SSF (pH 7) SGF (pH 3) SIF (pH 7)
Salt solution Stock Milliliters of ~ Final salt Milliliters of ~ Final salt Milliliters of ~ Final salt
added concentrations stock added  concentration  stock added  concentration stock added  concentration
to prepare in SSF to prepare in SGF to prepare in SIF
0.4 L (1.25x) 0.4 L (1.25x) 0.4 L (1.25%)
(g/L) (M) (mL) (mM) (mL) (mM) (mL) (mM)
KCl 373 05 151 151 6.9 69 6.8 6.8
KH,PO, 68 05 37 37 0.9 09 08 08
NaHCO4? 84 1 6.8 136 125 25 425 85
NaCl 17 2 - - n8 47.2 96 38.4
MgCh(H,0)s 305 015 05 015 0.4 012 11 033
(NH4),CO5* 48 05 0.06 0.06 05 05 - -
HCI 6 0.09 1. 13 15.6 0.7 84
CaCl(H,0),> 441 03 002 15 0.005 015 0.04 06

SSF: Simulated Salivary Fluid, SGF: Simulated Gastric Fluid, SIF: Simulated Intestinal Fluid.

-Dosage des polyphénols totaux:

-Principe :

La méthode de Folin-Ciocalteu repose sur une réaction colorimétrique permettant de mesurer
la teneur totale en composés phénoliques dans les extraits végétaux. Elle exploite la capacité
des groupements hydroxyles a réduire le réactif de Folin-Ciocalteu en milieu alcalin, formant
un complexe bleu dont I’intensité est proportionnelle a la concentration en phénols, mesurée
par spectrophotométrie a 760 nm(Blainski et al., 2013).

-Méthode :

La teneur en polyphénolsa été déterminée par la méthode de Folin-Ciocalteu (Kéahkdnen et
al., 1999). Un volume de 20 pL de I’échantillon dilué a été mélangé avec 100 pL de réactif de
Folin dilué (1:10 /v :v), puis 80 pL de carbonate de sodium (7,5 %) ont été ajoutés. Apres
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incubation a température ambiante pendant 10 min, I’absorbance a été mesurée a 760 nm. Les
résultats ont été exprimés en mg équivalent quercétine (EQ) par g d’extrait sec, a I’aide d’une

courbe d’étalonnage (Figure 1 annexe).
-Dosage des flavonoides :

-Principe :

Le dosage des flavonoides repose sur une méthode colorimétrique utilisant la réaction entre
les flavonoides et le chlorure d’aluminium (AICls). Ce réactif forme un complexe stable avec
les groupes hydroxyles des flavonoides, entrainant une coloration jaune mesurable par

spectrophotométrie, généralement a une longueur d’onde de 430 nm (Ali-Rachedi et al.,

2018).

-Méthode :

La méthode utilisée est basée sur la formation d’un complexe flavonoide-AlClz selon
(Maksimovi¢ et al. 2005). A 100 uL d’extrait ont été ajoutés 100 pL de chlorure
d’aluminium (2 % dans le méthanol). Aprés 15 min d’incubation, ’absorbance a été mesurée
a 430 nm. Les concentrations ont été calculées par interpolation sur une courbe standard de
rutine (Figure 2 annexe) et exprimées en mg équivalent rutine par g d’extrait (mg ER/g

extrait).

-Dosage des sucres :

-Principe :

Le dosage des sucres repose sur la déshydratation des sucres par 1’acide sulfurique concentré,
ce qui conduit a la formation de dérivés de furfural. Ces composés réagissent ensuite avec le
phénol pour former un complexe coloré. L’intensité de cette couleur, mesurée par
spectrophotométrie a une longueur d’onde de 490 nm, est proportionnelle a la concentration

en sucres présents dans I’échantillon(Zhang et al., 2020).

-Méthode :
La teneur en sucres a été déterminée par la méthode au phénol-acide sulfurique (Dubois et al.,
1956). Un volume de 250 pL d’extrait ou le mélange extrait liquide digestif a été ajouté a 750

pL d’acide sulfurique concentré. Apres vortexage, 150 pL. de phénol ont été ajoutés, et le
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mélange a été incubé a 95 °C pendant 5 min. L’absorbance a été mesurée a 490 nm. Les

concentrations ont été exprimées (mg EG/g extrait) (Figure 3 annexe).
I1.2.3 Effet de I’extrait sur le pH des milieux digestifs simulés

Afin d’évaluer si I’ajout de I’extrait aux différents milieux digestifs affecte le pH de ces
milieux, le pH a été mesuré avant et aprés chaque passage par la phase digestive.

Ces observations mettent en évidence la capacité de I’extrait a moduler le pH en fonction du
contexte physico-chimique de chaque phase digestive. Sa richesse en composés acides,
principalement des polyphénols et des acides organiques, agit difféeremment selon la force et
la nature du tampon en présence, soulignant une interaction pH-dépendante spécifique a

chaque compartiment.

11.2.4. Simulation de la digestion gastro-intestinale in vitro

La digestion a été simulée selon le protocole standardisé INFOGEST (Minekus et al., 2014),
Iégerement modifié. L’expérience a été faite en duplicate (2 tubes). Dans les tubes témoins de
chaque phase on a mis les minéraux correspondants sans les enzymes.

-Phase orale :

100 mg d’extrait ont été mélangés a 20 mL de liquide salivaire simulé contenant différents
minéraux (Tableau I) (tubes témoins et test) et 7,5 mg d’a-amylase pour le test seulement. Le
pH a été ajusté a 7,0 avec du NaOH (1 M). Et la centrifugation Le mélange a été agité a 50
rpm pendant 15 min puis incubé a 37 °C pendant 2 min sous agitation.

-Phase gastrique :

Une quantité de 10 mL du mélange oral ont été additionnés a 10 mL de liquide gastrique
simulé contenant les minéraux correspondants (Tableau 1), la pepsine et la lipase gastrique.
Cette phase a été divisée en deux parties égales. La premiére a été ajustée a un pH de 3, et la
deuxiéme a pH 2,0, avec du HCI (6 M) pour simuler des conditions favorables a un ulcere.
L’¢échantillon a été agité pendant 15 min, puis incubé a 37 °C pendant 2 h sous agitation.
-Phase intestinale :

Une quantité de 10 mL du mélange gastrique a été mélangée avec 10 mL de liquide intestinal
simulé contenant des minéraux (Tableau 1), de la trypsine et des sels biliaires. Le pH a été
ajusté a 7,5 avec du NaOH (1 M), et le mélange a été incubé a 37 °C pendant 2 h sous

agitation.
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11.2.5. Evaluation de I’activité antioxydant (test DPPH®)

L’activité antioxydant de I’extrait et les différents mélanges avant et aprés chaque phase a été
déterminée dans le but de Vérifier si les composés phénoliques modifiés par les milieux
digestifs de chaque phase ont subi des modifications amenant a augmenter leur pouvoir

antioxydant.

-Principe :

Le DPPH® est un radical libre stable, de couleur violette, qui devient jaune lorsqu’il capte un
¢lectron ou un atome d’hydrogeéne fourni par un antioxydant. Ainsi, lorsqu’un extrait végétal
contenant des composeés antioxydants (comme les polyphénols ou les flavonoides) est ajouté a
une solution de DPPH®, une réaction se produit et la couleur violette s’atténue. Cette
diminution d’absorbance, mesurée a 517 nm, refléte Iintensité de Iactivité

antioxydant(Baliyan et al., 2022).

-Méthode :

L’activité antioxydant a été mesurée par piégeage du radical libre DPPH®°. Un volume de 20
uL d’extrait ou liquide digestif ont été mélangés a 180 uL de DPPH° (1 mM dans du
méthanol) dans une microplaque 96 puits. Le mélange a été incubé 30 min a I’obscurité a
température ambiante. L’absorbance a été mesurée a 517 nm. L’inhibition du radical a été
calculée selon la formule suivante :

0 A blanc — A échantillon

% = A blanc X100

11.2.6. Analyse statistique

Les données expérimentales ont été analysées a I’aide du logiciel GraphPadPrism 9. Les
résultats sont présentés sous forme de moyenne + écart-type (SD). Les comparaisons entre
groupes ont été effectuées a 1’aide du test ANOVA a un facteur, suivie du test post-hoc de
Tukey. Les différences ont été considérées comme significatives a p< 0,5, hautement

significatives a p<0,01 et tres hautement significatives a p<0,001.
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L’ulcére gastrique est traité généralement par des inhibiteurs de la pompe a protons (IPP), des
antihistaminiques H», des antiacides et des antibiotiques dans le cas d’une infection a
Helicobacter pylori (Malfertheiner et al., 2017). Toutefois, ces traitements conventionnels
peuvent présenter des effets secondaires et des risques de rechute, ce qui stimule I’intérét pour
des alternatives naturelles, notamment les extraits vegétaux riches en composés bioactifs tels
que les polyphénols. Ces derniers pourraient offrir des effets gastro-protecteurs
complémentaires en agissant par des mécanismes antioxydants, anti-inflammatoires et

cytoprotecteurs.

Les polyphénols sont des composés organiques naturellement présents dans les plantes, issus
du métabolisme secondaire. llIs regroupent une large gamme de structures chimiques,
comprenant notamment les acides phénoliques, les flavonoides, les tanins, les stilbenes et les
lignanes (Rudrapal et al., 2022). Leur principale caractéristique réside dans leur activité
antioxydante marquée, qui leur confére la capacité de neutraliser les radicaux libres impliqués
dans le stress oxydatif, un facteur clé dans I’étiologie de nombreuses maladies
chroniques.Grace a ces propriétés, les polyphénols suscitent un intérét croissant dans les
domaines de la phytothérapie, de la neutraceutique et de la prévention des pathologies liées au
stress oxydatif.

Notre but a été d’évaluer les taux des polyphenols, flavonoides et sucres contenus dans
I’extrait de C. flammula avant et apres leur digestion dans le tube digestif dans les conditions
d’ulcére gastrique pour évaluer leurs effets gastro-protecteurs. Vu que I’activité antioxydante
des polyphénols joue un role décisif dans I’effet gastro-protecteur, cette activité a été

déterminée pour toutes les phases de la digestion par le test DPPH°®.

I1.1. Teneur en polyphénols totaux, flavonoides et sucres dans I’extrait de C. flammula
Les résultats des dosages sont résumés dans le tableau ci-dessous :

Tableau I1: Taux de polyphénols, flavonoides et sucres de I’extrait de C. flammula.

29,35+0,78 22,27+0,47 9,23+0,001

111.1.1 Teneur en composés phénoliques totaux
Le taux des polyphénols totaux dans I’extrait a été¢ déterminé a partir de I’équation de la

régression linéaire de la courbe d’étalonnage, établic en utilisant la quercétine comme
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standard (Figure 1 annexe). Les résultats sont exprimés en milligrammes équivalents
quercétine par gramme d’extrait (mg EQ/g).

Les résultats obtenus indiquent une concentration de 29,35 + 0,78 mg EQ/g. Comparé aux
données précédemment rapportées, nos résultats sont differente a ceux obtenus par (Yous et
al.,2018) qui ont rapporté 271,11 + 0,47 pg Eq AG/mg d'extrait (équivalent a 271,11 mg/g en
équivalent acide gallique) et (Atmani et al.,2011) qui ont rapporté 80,14 + 20 mg ECAT/g

d’extrait, bien que les standards d’équivalence utilisés soient différents.

I11.1.2. Teneur en flavonoides

Sur le plan biochimique, les flavonoides exercent une activité antioxydant marquee,
principalement grace a leur structure aromatique riche en groupements hydroxyles, leur
permettant de neutraliser les radicaux libres. Ils sont également capables de chélater les
métaux pro-oxydants et de moduler certaines voies de signalisation cellulaire impliquées dans
la régulation du stress oxydatif et de I’inflammation, telles que les voies NF-kB et Nrf2
(Rudrapal et al., 2022).

Le taux des flavonoides dans I’extrait a été déterminé a I’aide de la courbe d’étalonnage
obtenue avec la rutine comme standard (Figure 2 annexes). Les résultats sont exprimes en mg

équivalents rutine par g d’extrait (mg ER/g).

Les résultats obtenus montrent une teneur en flavonoides de 22,27 + 0,47 mg ER/g d’extrait,
ce qui differe considérablement des valeurs rapportées parYous et al., (2018)(274,28 + 0,28
mg ECAT/qg) et par (Atmani et al.,2009) (5,15 £ 0,10 mg EQ/g). Cette variation notable peut
s’expliquer en grande partie par l’utilisation de standards différents lors des dosages : la
rutine, la catéchine et la quercétine présentent des coefficients d’absorption distincts, ce qui
influence la réponse colorimétrique et rend les résultats difficilement comparables entre les
études (Stalikas, 2007). D’autres facteurs méthodologiques peuvent également intervenir, tels
que la technique d’extraction, la partie de la plante analysée, ou encore les conditions de

culture (Khoddami et al., 2013).

En effet, la technique d’extraction des études précédentes est tres différente de celle adoptée
dans la présente étude, ou, au lieu d’une macération avec 96% d’éthanol, I’extraction a été

faite dans 10% éthanol, sous ultra-sons pendant 10 min a une température de 55°C.
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111.1.3. Teneur en sucres

Le taux des sucres dans I’extrait a été évalué a partir de 1’équation de la régression linéaire de
la courbe d’étalonnage, tracée en utilisant le glucose comme standard (Figure 3 annexes). Les
résultats sont exprimés en milligrammes équivalents glucose par gramme d’extrait (mg
EG/Q).

Les résultats dans le tableau montrent que les taux de sucres est de9,23 + 0,001 mg EG/g
extrait. Les taux des sucres dans les extraits de C. flammula n’ont pas été préalablement
déterminés, ce qui confere un caractere original a ce résultat. En comparaison, d'autres plantes
medicinales présentent des teneurs en sucres totaux variables. Ainsi, Ficus glaberrima affiche
une teneur élevée de 674,13 + 2,43 mg GE/g d’extrait sec, suivie de Melastoma
malabathricum avec 455,16 + 2,43 mg GE/g, Lindera neesiana avec 176,72 + 1,22 mg GE/qg,
et Fagopyrum esculentum avec 92,24 + 6,09 mg GE/g. Des teneurs plus faibles ont été
rapportées chez Achyranthes bidentata (48,27 £ 4,87 mg GE/g) et Cascabela thevetia (6,89 £
2,44 mg GE/g) (Khatri & Chhetri, 2020).

Les sucres dans les plantes peuvent exister sous deux formes principales : soit sous forme
libre, tels que le glucose, le fructose ou le saccharose(Marler and Lindstréom, 2014), soit
sous forme liée, notamment en tant que fraction glycosylée des flavonoides. Dans ces
derniers, les sucres, tels que le glucose, la rhamnose ou le galactose, sont liés de maniere
covalente a la molécule flavonoique via des liaisons glycosidiques, ce qui modifie la
solubilité, la stabilité et la biodisponibilité de ces composes bioactifs. Pendant la digestion les
sucres détectes dans lesextraits végétaux peuvent provenir a la fois de la fraction libre et de la
fraction liée, libérée notamment lors de la rupture des liaisons glycosidiques(Khodzhaieva et
al., 2021).

Les sucres constituent une fraction importante des composés solubles extraits par les solvants
hydroalcooliques, leur abondance s’explique par la nature des polysaccharides et
oligosaccharides présents dans la plante. Ces composés peuvent avoir un effet indirect sur
’activité antioxydante, soit en stabilisant les polyphénols, soit en pouvant interagir avec eux
du point de vue chimique ou physico-chimique (Wang et al., 2016). Les sucres eux-mémes
n’ont pas d’activité antioxydante directe comparable a celle des polyphénols, mais ils peuvent
promouvoir I’effet antioxydant général de I’extrait. Ainsi, il est bien connu que certains
polysaccharides végétaux ont une activité antioxydante modérée par des mécanismes tels que

la capture de radicaux libres et la chélation des ions métalliques (Zhang et al., 2020).
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La concentration élevée en sucres pourrait agir en synergie avec les polyphénols, pour
augmenter leur capacité antioxydant et renforcer leur action gastro-protectrice contre les
ulcérations gastriques. En effet, des études antérieures ont démontré 1’effet cumulatif ou
synergique des polyméres multiples sur Iactivité antioxydant et anti-inflammatoire (Yin et
al., 2024).

I11.2. Evolution de la composition chimique avant et aprés digestion in vitro

Le tableau Il ci-dessous résume I’effet de I’extrait sur les différents milieux digestifs. Cette
variation du pH, observée avant et aprés incubation avec ou sans enzyme digestive, permet
d’évaluer la capacité de I’extrait & moduler I’acidité ou I’alcalinité du milieu au cours de la
digestion in vitro.

Tableaulll:Variation du pH induite par ’extrait selon les compartiments digestifs.

Phase orale
pH avant I’ajout de I’extrait 7
pH aprés I’ajout de I’extrait 6,30
pH aprés incubation Test (enzyme) Controle
pH= 5,80 pH= 6,30
Phase gastrique
Avant incubation Apres incubation
Controle 3 3,42
pH 2 2,2
pH 3 2,80
Phase intestinale
Avant incubation Apres incubation
Contréle 8,54 7,81
pH2 6,90 6,30
pH3 6,97 6,40

Effet de ’extrait sur le pH des milieux digestifs simulés :

. Phase orale : immédiatement aprés I’ajout de ’extrait a la salive tamponnée (pH
initial 7,00), une acidification est observeée, le pH chutant a 6,30. Ce pH demeure stable avant
et aprés I’incubation sans a-amylase. Cette diminution est peut-étreattribuable a la présence
d’acides phénoliques dans I’extrait, qui liberent des protons, traduisant une influence acide

propre, indépendante de toute activité enzymatique(Pernin et al., 2019).

. Phase gastrique : dans le milieu gastrique simulé, initialement ajusté a pH 3,00,

I’ajout de I’extrait induit une légere augmentation du pH a 3,42 en absence de pepsine. Cette
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¢lévation modeste suggere un effet tampon partiel exercé par certains constituants de 1’extrait,

notamment les polyphénols et acides organiques(Beiranvand et al., 2021).

. Phase intestinale : dans le tampon phosphate a pH 7,00, ’ajout de I’extrait entraine
une augmentation initiale du pH jusqu’a 8,54, suivie d’une baisse a 7,81 apres incubation sans
pancréatine. Cette chute de pH résulte d’un relargage progressif de protons issus des

composés acides de ’extrait(\Wojtunik-Kulesza et al., 2020).

I11.2.1. Teneur en polyphénols totaux :

La teneur en polyphénols totaux a été évaluée avant et aprés la digestion de chaque phase.
-Phase orale :

L’analyse statistique des teneurs en polyphénols (figure 05) a mis en évidence plusieurs
observations selon les phases digestives. En phase orale, aucune différence significative n’a
été constateée ni entre les deux témoins (avant incubation et aprés incubation sans enzymes), ni
entre le témoin et 1’échantillon testé avec la a-amylase. Cela suggere que dans ce milieu, les
conditions physiques et enzymatiques appliquées n’ont pas significativement modifié le taux

des polyphénols totaux dans I’extrait.
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Figure05 : Taux des polyphénols totaux dans la phase orale (pas de différence significatif).

En fait, la teneur en polyphénols observée dans 1’échantillon aprés la digestion orale peut étre
principalement attribuée a I’effet protecteur du pH neutre de la salive (~7). Ce pH stabilise les
groupements hydroxyles des polyphénols en les maintenant majoritairement sous forme non
protonée, limitant ainsi leur dégradation chimique ou oxydative (Friedman and Jurgens,
2000).Le taux de polyphénols est aussi €quivalent a celui de ’extrait utilisé avant de le

mélanger avec le liquide salivaire.
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-Phase gastrique :
Les résultats obtenus lors de la phase gastrique de la digestion (Figure06) montrent qu’il n’y
pas a une différence significative entre le témoin et les échantillons testés a pH 2 et pH 3.
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Figure06 : Taux des polyphénols totaux dans la phase gastrique (pas de différence
significatif).

Le milieu gastrique acide favorise la dissociation des complexes polyphénols-macromolécules
(comme les protéines et les polysaccharides végétaux) en rompant les liaisons hydrogene et
les interactions de Van der Waals qui les stabilisent a pH neutre. Cela permet une libération
passive des polyphénols (Boléa et al., 2019 ; Qin et al., 2022). La présence de pepsine dans
les échantillons testés a pH 2 et pH 3 n’a pas induit d’augmentation significative de la teneur
en polyphénols par rapport au témoin gastrique sans enzymes. Ceci a cause du fait que la
pepsine est spécifique a la digestion des protéines. Toutefois, certains polyphénols peuvent
interagir directement avec la pepsine, provoquant des modifications conformationnelles de
I’enzyme et inhibant partiellement son activité catalytique (Martinez-Gonzalez et al.,
2017).Cette inhibition enzymatique par les polyphénols pourrait cacher certains groupements
hydroxyliques et les empéche de réagir avec le réactif de Folin, ce qui aurait réduit le taux des
polyphénols dans cette phase, comparé a I’extrait. Ceci n’a pas été le cas, ce qui nous permet

d’exclure la possibilité d’inhibition de la pepsine a pH 2 ou 3.

En milieu acide gastrique, les groupements hydroxyles des polyphénols sont majoritairement
sous une forme protonée (-OH), ce qui affecte leur capacité a réduire le réactif de Folin-
Ciocalteu, qui réagit préférentiellement avec les formes déprotonées (phénolates). Cettefaible

réactivité en condition acide peut entrainer une sous-estimation de la concentration réelle en
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polyphénols(Everette et al., 2010). L’absence de différence significative entre les
échantillons incubés a pH 2 et a pH 3 pourrait s’expliquer par une protonation similaire des
polyphénols dans cette plage de pH fortement acide. Puisque la différence de protonation
entre pH 2 et pH 3 est minime, la réponse colorimétrique du Folin-Ciocalteu reste stable entre
ces deux conditions, ce qui explique I’absence de variation significative dans les valeurs

mesurées (Singleton et al., 1999).

-Phase intestinale :

Les résultats des taux des polyphénols dans la phase intestinale simulée (pH réajusté a =7
aprés incubation a pH2 ou 3) (FigureO7)montrent qu’il n’existe aucune différence
significative entre les échantillons incubés a pH 2 et pH 3, ni entre I’échantillon incubé a pH 2
et le témoin intestinal. En revanche, une différence significative (p < 0,05) a été observee
entre le témoin intestinal et I’échantillon ayant subi une incubation gastrique préalable a pH 3
(passant de 20,09 mg EQ/g sans enzymes (témoin) a 33,58 mg/g). D’autre part aucune

différence significative n’est détectée entre les deux échantillons testés a pH2 et 3.
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Figure07 : Taux des polyphénols totaux dans la phase intestinale * (différence significatif (p
< 0,05) avec le témoin et I’échantillon testé).

Aprés la phase gastrique, le pH a été ajusté a environ 7, ce qui neutralise les différences
initiales liées aux conditions acides. A ce pH, les polyphénols présents retrouvent une forme
ionisée stable, réactivant leurs groupes hydroxyles et uniformisant leur comportement dans le
milieu intestinal (Gomez-Garcia et al., 2022).

La phase intestinale est également dominée par I’action de la trypsine et des sels biliaires,
cesderniers jouent un rdle essentiel dans la solubilisation et la complication des polyphénols,

en formant des micelles mixtes permettant de solubiliser des polyphénols peu polaires ou de
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masse molaire élevée, qui seraient autrement faiblement diffusibles ou précipités(Bohn et al.,
2015).De plus, les polyphénols extraits, de faible masse molaire et peu lipophiles, sont peu
concernés par les mécanismes de micellisation intestinale. L'absence de structures protéiques
végétales résiduelles réduit eégalement les interactions susceptibles de pieger des polyphénols
durant la digestion(Fawole and Opara, 2016).

Les polyphénols a pH3 qui sont passés par la phase gastrique sont moins protonés que ceux
qui étaient a pH2, donc moins polaires et moins solubles. Ceci peut expliquer I’augmentation
dans le taux des polyphénols (qui sont passés par le pH 3) du fait qu’ils ont été solubilisés par
les sels biliaires. Cette explication est aussi justifiée par le fait qu’il n’y a aucune différence

significative entre les taux des polyphénols a pH 2 et 3(Castaldo et al., 2021).

111.2.2. Teneur en flavonoides totaux :

Les flavonoides sont divisés en plusieurs classes certains comme les flavonols sont
glycosyles. La teneur en flavonoides a été évaluée avant et apres la digestion de chagque phase.
-Phase orale :

En phase orale, aucune différence significative n’a été constatée entre les deux témoins (avant
incubation et apres incubation sans enzymes) (Figure 08). Cependant, une différence
significative a été trouvée (p<0,01) entre les deux témoins et 1’échantillon testé en présence de
la a-amylase. Etant donné que cette enzyme ne peut pas hydrolyser les liaisons glycosidiques
entre le squelette aglycone et le sucre d’un flavonoide(Corkovié et al., 2022), nos résultats
suggérent néanmoins qu’elle a contribué a libérer certains groupements des flavonoides pour
les interactions avec 1’ AlClz Les résultats montrent aussi aucune différence significative entre
les taux des flavonoides dans I’extrait et les deux témoins. Donc, la force ionique seule du
liquide salivaire simulé qui est fournie par les minéraux n’a pas modifié la structure ionique
des flavonoides. Les flavonoides sont connus pour former des complexes non spécifiques
avec les polysaccharides, ce qui peut limiter leur disponibilité et ralentir leur libération
pendant la digestion. Selon (Takahama and Hirota, 2018), ces interactions peuvent
également ralentir I’action enzymatique de l’a-amylase sur ’amidon, en formant des
structures qui réduisent la vitesse d’hydrolyse. Dans ce contexte, une explication plausible est
que ’a-amylase aurait libéré les polysaccharides impliqués dans ces complexes, entrainant
ainsi la libération des flavonoides initialement associés aux chaines glucidiques. Cette
libération expliquerait 1’augmentation des flavonoides mesurée aprés la phase orale. Donc,
une explication plausible est que l’alpha amylase aurait libéré les polysaccharides des

complexes avec les flavonoides, libérant ainsi ces derniers.
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Figure08 : Taux des flavonoides totaux dans la phase orale. ** (différence significative
(p<0,01) avec les deux contrdles).

D’autre part, dans les échantillons testés avec enzyme, I’augmentation marquée de la teneur
en flavonoides (31,67+3,24 mg ER/g) est principalement due a I’action de ’a-amylase. Cette
enzyme hydrolyse les liaisons a-1,4-glucosidiques des polysaccharides végetaux,
déstructurant ainsi la matrice et libérant des flavonoides jusque-la liés ou piegés au sein de
structures macromoléculaires (Yang et al., 2018).

Enfin, le pH neutre (~7) caractéristique du milieu oral simulé constitue un facteur clé dans la
préservation structurale des flavonoides, notamment les flavonols et flavones. D’aprées
(Pasquet et al. 2024), les composés phénoliques conservent leur stabilité chimique dans des
conditions acides a neutres, tandis qu’ils subissent une auto-oxydation rapide en milieu alcalin

et en présence d’oxygene.

-Phase gastrique :

Les résultats des taux de flavonoides obtenus lors de la phase gastrique de la digestion in vitro
montrent qu’il n’y a pas de différence significative entre le témoin et les échantillons testés,
que ce soit a pH 2 ou a pH 3 (Figure 09). Ceci indique que I’ajout d’enzymes n’a pas eu

d'effet mesurable supplémentaire sur la libération des flavonoides dans ces conditions.
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Figure09: Taux des flavonoides totaux dans la phase gastrique (pas de différence significatif).

Cette évolution indique une absence d’augmentation des flavonoides dans des conditions
gastriques simulées Les flavonoides glycosylés, en particulier, présentent une vulnérabilité
accrue a I’hydrolyse acide ou a la transformation chimique(Ghedira, 2005; Luo et al., 2012),
contrairement aux acides phénoliques simples tels que ’acide caf¢ique ou férulique, plus
résistants. Sous des conditions acides de 1’estomac (Gonzales et al. 2015), I’acidité aurait pu
contribuer a hydrolyser les liaisons covalentes entre les structures de base des polyphénols et
les sucres associés a eux. Cependant, ’absence de différence entre le contrdle oral et le
controle gastrique indique que I’acidité gastrique seule n’a pas entrainé d’hydrolyse
significative des flavonoides. Cela pourrait s’expliquer par des phénomenes physico-
chimiques indépendants de la digestion enzymatique. Une explication plausible est
laformation de complexes ionigques peu solubles entre les flavonoides et les ions présents dans
le milieu gastrique simulé (Zhou et al. 2021). En effet, les flavonoides sont connus pour leur
capacité a interagir avec des cations tels que Ca?*, Mg?* ou Na', particulierement en présence
de fortes concentrations ioniques, ce qui peut entrainer la précipitation ou la réduction de leur
solubilité (Friedman & Jirgens, 2000 ; Minekus et al., 2014).Cette complication peut
masquer une partie des flavonoides, les rendant moins accessibles ou faiblement réactifs avec

I’ AlCls, sans impliquer une dégradation chimique réelle.

-Phase intestinale :

Les résultats obtenus lors de la phase intestinale de la digestion in vitro (Figure 10) montrent
qu’il ya une différence significative entre le témoin et les échantillons testés, a pH 2 ou a pH
3, et pas de différence entre les échantillons tests a pH 2 et pH 3.Ce qui indique que le pH

intestinal simulé, étant constant et proche de la neutralité dans toutes les conditions, n’a pas
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d’effet différentiel sur les flavonoides dans ce protocole. Les différences observées sont donc
essentiellement liées a 1’action des enzymes intestinales et des sels biliaires reconnus pour
leur rdle dans la solubilisation et la libération des composés phénoliques (Buchweitz et al.,
2016). Dans ce milieu neutre, la trypsine, et ’amylase sont pleinement actives, facilitant la
rupture des interactions faibles ou des complexes associant les flavonoides aux composés
résiduels de I’extrait, favorisant ainsi la libérationdes flavonoides précédemment peu
accessibles (Collins et al., 2024).
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Figure 10: Taux des flavonoides totaux dans la phase intestinale. *** (différence significative
(p<0,001) avec les deux échantillons testés).

De plus, la présence de sels biliaires permet la formation de micelles mixtes capables de
solubiliser des flavonoides peu polaires, augmentant leur passage en phase aqueuse et leur
disponibilité analytique (Atanackovi¢ et al, 2009) . Ces deux mécanismes conjoints
enzymatique et micellaire expliquent I’augmentation mesurée des flavonoides en phase
intestinale, alors que ni le pH gastrique ni les enzymes gastriques n’ont eu d’effet significatif

sur leur concentration.

On a observé qu’il n’y a pas de différence significative entre les deux échantillons avec
enzymes, qu’ils aient été incubés a pH 2 ou a pH 3 en phase gastrique, qui s’explique par
I’uniformisation des conditions digestives aprés la neutralisation du pH gastrique. Cette
neutralisation place tous les échantillons dans un environnement chimique identique avant
I’entrée en phase intestinale. De plus, les enzymes intestinales et les sels biliaires agissent de
maniére similaire sur les deux échantillons, indépendamment de leur exposition antérieure au

pH gastrique.
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111.2.3. Teneur en sucres totaux:

Les sucres peuvent faire partie intégrale d’un flavonoide ou peuvent exister sous forme libre

dans un extrait de plante. Les taux des sucres ont été évalués dans les trois phases digestives.

-Phase orale :

En phase orale, I’analyse statistique des teneurs en sucres a montré qu’il n’existe aucune
différence significative entre les deux témoins (avant incubation et apres incubation sans
enzymes) (Figure 11), ce qui indique que le temps d’incubation ou les conditions
expérimentales, en ’absence d’enzymes salivaires, n’affectent pas la libération spontanée des
sucres présents dans 1’extrait éthanolique. En revanche, une différence significative (p < 0,05)
a été observée entre les témoins et I’échantillon testé, ce qui démontre que I’action de 1’a-

amylase salivaire a permis la libération de sucres supplémentaires.

254 %
§ 201 e
5 [l e Ce e
AU I
S ot —
£ 101 s
0 EEEEEEEN
e
S 59
0

T T
cont avant test cont apres

Figurell : Taux des sucres dans la phase orale. * (une différence significative (p<0,05) entre
les témoins et 1’échantillon testé).

Bien que I’extraction éthanolique a 10 % ait déja solubilisé une partie importante des sucres
libres, il est probable que des polysaccharides résiduels, des oligosaccharides ou des sucres
faiblement accessibles soient restés partiellement associés a des structures végétales ou a des
complexes moléculaires. Ces sucres peuvent étre faiblement solubilisés ou piégés par des
interactions physiques avec d’autres composés (Dai&Mumper, 2010). L’a-amylase salivaire,
une enzyme clé de la phase orale, hydrolyse spécifiquement les liaisons a-1,4 glucosidiques
présentes dans ces glucides complexes, tels que ’amidon ou ses fragments, pour les dégrader

en sucres simples tels que le maltose et le glucose (Warren et al., 2016).

Cette activité enzymatique favorise la libération rapide de sucres simples qui deviennent

immédiatement mesurables par la méthode colorimétrique phénol-acide sulfurique. Cette
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réaction repose sur la déshydratation acide des sucres et leur condensation avec le phénol pour
former un complexe coloré proportionnel a la concentration en sucres (Masuko et al., 2005).

La différence significative observée entre les témoins et I’échantillon testé reflete ainsi
directement I’impact de I’hydrolyse enzymatique, tandis que I’absence de variation entre les
deux témoins (avant et aprés incubation sans enzymes) confirme que I’évolution des sucres
dans ce systéme dépend exclusivement de I’action de I’a-amylase et non de facteurs liés a
I’incubation ou a la manipulation. Ces résultats sont en accord avec ceux des taux de
flavonoides et confirment I’hypothése qu’il y a eu une libération des groupements des
flavonoides qui réagissent avec 1’AlCls par une action indirecte de 1’alpha amylase. Ces
résultats correspondent aussi cohérents avec ceux rapportés par (Minekus et al. 2014), qui
soulignent le rdle essentiel de 1’a-amylase salivaire dans la phase orale, méme pour des

matrices partiellement solubilisées.

-Phase gastrique :

L’analyse statistique des taux de sucres en phase gastrique a mis en évidence une difference
significative entre le témoin sans enzymes et les deux échantillons testés, respectivement a pH
2 (***p < 0,001) et a pH 3 (*p < 0,01) (Figure 12). Ces résultats indiquent que la libération
des sucres observée dans les échantillons testés est peut étre lic¢e a ’action des enzymes
digestives, qui est plus évidente a pH 2 qu’a pH 3, car le témoin ne présente pas cette
augmentation. Toutefois, lorsque I’on compare les teneurs en sucres des deux témoins de la
phase gastrique et la phase orale, aucune différence significative n’a été observée, suggérant
ainsi que Il’acidité seule n’a pas contribué a hydrolyser les liaisons glycosidiques des

flavonoides glycosylés.
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Figurel2 : Taux des sucres dans la phase gastrique. (Une différence significative entre le
témoin sans enzymes et les deux échantillons testés, respectivement a pH 2 (***p < 0,001) et
apH 3 (*p <0,01)).
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Outre la pepsine, la lipase a été ajoutée a cette phase, ce qui suggére que ces enzymes sont
impliquées indirectement dans la libération des sucres lies aux flavonoides. Les liaisons
glycosidiques dans les flavonoides ou lipides sont fragilisés par une acidité accrue pH 2 ou la
pepsine est plus active est la force ionique de I’acide est plus forte, ce qui explique une plus

forte augmentation de sucres dans cette phase.

Une étude réalisee sur des dispersions mixtes de polysaccharides a montre que le pH gastrique
et I’incubation n’augmentent pas significativement les sucres réducteurs apres la phase orale
(Ding et al., 2018). De méme, lors de la digestion in vitro du riz, la phase gastrique n’entraine
qu’une hydrolyse marginale des sucres, ne dépassant pas 1 a 3 % (Wang et al., 2016),ce qui
confirme que les sucres libérés en phase orale sont largement stables dans 1’environnement
gastrique. Ces observations corroborent également les conclusions d’autres etudes sur la
digestion de matrices végetales et la stabilité des sucres dans des systéemes physiologiques
simulés(Liang et al., 2025).

-Phase Intestinale :
Les résultats obtenus lors de la phase intestinale de la digestion in vitro (Figure 13) des sucres
montrent une différence significative entre le témoin et les échantillons testés, mais pas entre

ceux détectés en pH 2 et pH 3.
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Figurel3 : Taux des sucres dans la phase intestinale. *(une différence significative (p < 0,05)
entre le témoin et les échantillons testés).

En effet, ’amylase joue un role clé dans ’hydrolyse des polysaccharides restants en sucres
simples au niveau intestinal, tandis que les sels biliaires facilitent la solubilisation des
composés peu hydrophiles et améliorent leur diffusion dans le milieu aqueux digestif, en

formant des micelles mixtes qui favorisent la dispersion et la biodisponibilité des composés
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solubles. Il est également possible que certains sucres initialement associés a des structures
flavonoiques sous forme de glycosides et que leur libération simultanée en phase intestinale
refléte I’hydrolyse de ces liaisons spécifiques (Tagliazucchi et al.,, 2010 ; Cueva et al.,
2017).

Cependant, le taux de sucres a augmenté aussi dans le témoin par rapport aux témoins oral et
gastrique. Ceci est justifié par la solubilisation de ces sucres par la force ionique du milieu
intestinal qui est particulierement riche en ions sodium (Na"), potassium (K*), chlorure (CI"),
bicarbonate (HCOs")et en sels biliaires(Brodkorb et al., 2019)qui permet la libération des
sucres en phase intestinale par la dissociation de formes faiblement associées ou glycosylées.
La digestion enzymatique intestinale contribue donc essentiellement a améliorer la
disponibilité des sucres et des flavonoides préalablement extraits, renforcant ainsi leur
potentiel de biodisponibilité (Bohn et al., 2018) .

Par ailleurs, ’absence de différence entre les échantillons testés a pH 2 et ceux a pH 3 suggére
que les conditions gastriques initiales n’ont pas altéré de maniére significative la structure des
sucres ou des glycosides, et que le passage a un pH neutre en phase intestinale homogénéise
les mécanismes de libération et d’absorption (Odriozola-Serrano et al., 2023 ; Rha et al.,
2019).

111.3. Evaluation de ’activité antioxydant (test DPPH°) :

les polyphénols exercent leurs effets par divers mécanismes : ils peuvent transférer des
¢lectrons ou des atomes d’hydrogeéne pour stabiliser les especes réactives de 1’oxygene,
former des complexes avec des ions métalliques pro-oxydants comme le fer ou le cuivre,
inhiber I’activité de certaines enzymes pro-oxydantes, ou encore renforcer les défenses
antioxydantes enzymatiques endogenes (Fadeyi & Adeniran, 2023). L’efficacité de ces
mécanismes dépend en grande partie de la structure chimique des polyphénols, notamment du
nombre et de la position des groupes hydroxyles sur le noyau aromatique. Il est important de
savoir si ’activité digestive dans les différentes phases augmente I’activité antioxydante des
polyphénols et flavonoides de 1’extrait de C. flammula surtout dans des conditions
pathologiques tel que I'ulcére gastrique.

-Phase orale :

L’analyse statistique du test de DPPH® a mis en évidence plusieurs observations selon les
phases digestives. En phase orale, d’aprés la figure14. Ci-dessous, I’activité antioxydante anti-
radicalaire contre le DPPH® est faible de 1’ordre de 17% a la concentration de 5g/ml, sans

aucune différence significative entre les deux témoins (avant incubation et aprés incubation
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sans enzymes), ni entre les témoins et I’échantillon testé avec la a-amylase. Cette activité est
considérée trés faible si on la compare a celle de I’extrait (IC50 de 100pg/mL).

1004

804

60+

% d'inhibition

Ll Ll Ll
cont avant test cont apres

Figurel4 : Pourcentages d’inhibitions de 1’extrait par la technique DPPH® dans la phase orale
(Pas de différence significatif).

Ceci est peut-étre di a la présence de minéraux différents dans le liquide salivaire, qui
interferent dans la réaction avec le DPPH(Prior et al., 2005). En effet, les polyphénols sont
connus pour leur activité chélatrice qui doit masquer les groupements hydroxyles qui

contribuent a la réduction du radical DPPH®.

L’absence de différence significative entre le test et les témoins suggeére que la phase orale,
dans les conditions simulées, n’a pas induit de modification notable de 1’activité antioxydante,
lié probablement au fait que le taux de polyphénols n’a pas augmenté dans cette phase. Les
témoins avant et aprés incubation sans enzymes montrent que I’exposition au milieu salivaire
seul n’a pas d’effet direct sur la disponibilit¢ des antioxydants. De plus, I’absence de
différence avec 1’échantillon traité par la a-amylase indique que 1’enzyme salivaire n’a pas
favorisé la libération supplémentaire de composés antioxydants piégés dans des structures
glucidiques(Cavia et al., 2023). Cependant, le taux de flavonoides a augmenté dans cette
phase ce qui n’est pas reflété par leur activité antioxydante, probablement due a leur faible

taux ou leur structure.

Les trois conditions testées semblent partager une méme origine : les antioxydants disponibles
dans I’extrait sont largement solubilisés des I’extraction et ne nécessitent pas de digestion
orale pour étre accessibles(Wanyo et al., 2024). Cela suggére que les principales

modifications de la disponibilité des antioxydants pourraient intervenir dans les phases
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gastrique ou intestinale, ou des enzymes spécifiques ou des conditions plus contraignantes

pourraient jouer un role.

-Phase gastrique :

Les résultats obtenus lors de la phase gastrique de la digestion in vitro (Figure 15) montrent
qu’il y a une différence significative (p<0,01) entre le témoin et ’échantillon testé a pH2 mais
aucune différence significative entre le témoin et 1’échantillon testé a pH 3. L’augmentation
de Pactivité antioxydante ne suit pas les taux de polyphénols et flavonoides qui n’ont pas été
modifiés pendant cette phase, indiquant que I’activité antioxydante n’est pas liée aux taux de
polyphénols et flavonoides. L’analyse statistique a aussi montré que la capacité anti-
radicalaire du témoin dans cette phase a dépassé celles des témoins gastrique et oral. Ceci
peut s’expliquer par la protonation des phénols a pH acide qui a contribué a les stabiliser.
Etant donné que cette protonation est accentuéee a pH 2, elle favorise la réduction du DPPH°®.
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Figurel5 : Pourcentages d’inhibitions de I’extrait par la technigue DPPH° dans la phase
gastrique. (** difference significatif (p<0,01) avec le témoin et 1I’échantillon testé a Ph3).

En outre, une étude récente a démontré la stabilité chimique des polyphénols en milieu acide
(pH 2-3), sans dégradation significative durant la digestion simulée (Abel Sanchez-

Velazquez et al., 2021).

De plus, les produits d’hydrolyse des flavonoides, notamment les aglycones et les petites
molécules phénoliques, présentent une capacité antioxydante plus forte vis-a-vis du radical
DPPH°® que les flavonoides glycosylés initiaux(Xiao et al., 2021). L’acidité plus forte & pH 2
semble avoir favorisé une libération plus efficace ou une activation plus marquée de ces
petites molécules trés réductrices, ce qui explique la différence significative d’activité

antioxydante entre les deux pH, méme si la quantité totale de polyphénols reste inchangée.
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Par conséquent, on peut supposer que, dans des conditions ulcéreuses a pH 2, I’extrait de C.
flammula agit comme gastroprotecteur en éliminant les radicaux libres qui peuvent causer des

Iésions supplémentaires au tissu gastrique.

-Phase intestinale:
Les résultats obtenus lors de la phase intestinale de la digestion in vitro (Figure 16) montrent
une différence significative entre le témoin et les échantillons testés, que ce soit a pH 2 ou a

pH 3 et entre les échantillons testés a pH2 et pH 3.
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Figurel6 : Pourcentages d’inhibitions de I’extrait par la technigue DPPH° dans la phase
intestinale.(Une différence significative entre le témoin sans enzymes et les deux échantillons
testés, respectivement a pH 2 (***p < 0,001) et a pH 3 (*p < 0,01)).

En revanche, D’analyse statistique a montré une diminution drastique de I’activité
antioxydante du témoin intestinal, par rapport aux témoins oral et gastrique (6,9%), ce qui
suggere qu’une modification de la structure des composés antioxydants a eu lieu sous les
conditions physico-chimiques de I’intestin exemple le pH et les minéraux présents. Par
revanche, une activité antioxydante significativement élevée a été observée dans les
échantillons ayant subi une incubation gastrique préalable a pH 2 ou pH 3, reflétant une

augmentation des taux des polyphénols et flavonoides dans cette phase.

Cette observation indique que I’acidité, plus forte & pH 2, a favorisé une solubilisation par les
sels biliaires des aglycones, produits par ’hydrolyse des flavonoides glycosylés et qui sont
tres réactifs vis-a-vis du radical DPPH®. L’activité mesurée est plus faible a pH 3, traduisant
une hydrolyse moins efficace des flavonoides glycosylés sous des conditions normales de
I’estomac. Cette différence significative entre les deux pH souligne I’importance de I’intensité

de lacidité gastrique dans la libération des comp0sés antioxydants les plus puissants.
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I11.4. Discussion :

L’activité gastro-protectrice de I’extrait ethanolique de C. flammula a été prouvé in vivo
(Yous et al., 2018). Notre étude avait pour objectif d’¢lucider les mécanismes par lesquels la
digestion in vitro de I’extrait hydro-ethanolique de C. flammula peut modifier les structures
des polyphénols et les sucres de cette plante pour les rendre plus disponible et plus puissants
en tant qu’antioxydants. En effet, la richesse de cet extrait en polyphénols et flavonoides,
connus pour leurs puissantes propriétés antioxydantes, est un atout majeur dans la pathogénie
des ulceres gastriques. L’extrait éthanolique de C. flammula est une source riche en
flavonoides glycosylés car il est hydrophile (10% ethanol). Certains d’entre eux, tels que la
quercetine-3-O-galactoside-7-O-rhamnoside et la quercetin-3-O-glucoside-7-O-rhamnoside)
ont été identifiés dans les études précédentes (Medjahed et al., 2023).Les résultats obtenus
dans cette étude mettent en évidence le potentiel gastro-protecteur de I’extrait éthanolique de
Clematis flammula contre 1'ulcére gastrique aprés son passage par les trois phases de la
digestion, phases orale, gastrique et intestinale.

Au cours de la digestion in vitro, les polyphénols et flavonoides subissent des modifications
structurales qui dépendent des variations du pH, la force ionique des minéraux et les enzymes
digestives présentes dans chaque phase. Les mécanismes impliqués ne sont pas encore trés
clairs mais les explications les plus plausibles s’appuient sur le fait que les modifications
peuvent amener a I’hydrolyse des liaisons covalentes et non-covalentes qui lient les sucres
aux flavonoides, augmentant ainsi leur activité antioxydante. Ceci a été observé surtout en
phase gastrique a pH 2 ou la protonation des polyphénols de C. flammula a augmenté sa
réactivité avec le Folin Ciocalteu et I’AICI3, en présence et en absence des enzymes
digestives, ce qui a promu leur activité antioxydante, confirmant leur activité gastro-
protectrice. Les enzymes digestives, qui ne digérent pas les polyphénols, peuvent néanmoins
étre inhibées par ces derniers, ralentissant ainsi la digestion, ce qui peut avoir des effets
bénéfiques sur la santé humaine. L’inhibition de la pepsine, par exemple, peut empécher a pH
2, ou son activité augmente, la digestion de la paroi gastrique par cette enzyme. Les résultats
de la phase intestinale étaient intéressants ou on a remarqué une augmentation considérable
des polyphénols, flavonoides et sucres, a cause de 1’effet des sels biliaires qui solubilisent tous
les composés libérés et augmentent ainsi leur biodisponibilité.

L’évaluation de I’activité antioxydante par le test DPPH® a confirmé que 1’extrait de Clematis
flammula conserve, et renforce méme, son pouvoir antioxydant tout au long du processus
digestif, avec une intensité particulierement marquée en milieu gastrique acide. Cette

augmentation significative de ’activité antioxydante a été observée apres exposition a un pH
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de 2, une condition qui reproduit fidelement 1’environnement physiologique rencontré dans
les estomacs ulcérés, ou ’acidité est exacerbée. Les antioxydants puissants libérés vont

contribuer, précisément dans la zone critique ou la muqueuse gastrique est exposeée aux

agressions acides et aux radicaux libres, a protéger ’estomac contre 'ulcére gastrique.




Conclusion



Conclusion et perspective

Les résultats obtenus confirment le potentiel bioactif important de I’extrait hydro-éthanolique
de Clematis flammula, gréce a sa richesse en polyphénols, flavonoides et sucres. Ces
composés ont montré une activité antioxydante significative, ce qui appuie leur capacité a
réduire le stress oxydatif, 'un des principaux facteurs impliqués dans les 1ésions gastriques.
L’effet synergique probable entre ces différents groupes moléculaires pourrait renforcer
I’action cytoprotectrice globale de I’extrait, en particulier en agissant sur les mécanismes de

régulation redox et de réparation de la muqueuse.

Les flavonoides et polyphénols identifiés dans 1’extrait sont également reconnus pour leur
implication dans la modulation de voies de signalisation cellulaires associées a
I’inflammation, a I’apoptose et a la cicatrisation. Ce profil d’activité, combiné a leur bonne
résistance en milieu digestif simulé, suggére que ’extrait pourrait exercer un effet bénéfique

en conditions physiopathologiques, comme celles observées dans le cas de I'ulcere gastrique.

Cependant, bien que I’étude ait permis de simuler un environnement digestif pathologique
(notamment par I’acidification du milieu gastrique), elle ne permet pas d’évaluer avec
précision I’influence directe de I’extrait sur les enzymes digestives, en particulier la pepsine.
Or, cette enzyme joue un rdle clé dans 1’aggravation des I€sions ulcéreuses, en dégradant les
proteines de la muqueuse gastrique déja affaiblie. L’évaluation de I’activité inhibitrice de
I’extrait vis-a-vis de la pepsine representerait donc une piste de recherche particulierement
pertinente. Cela permettrait de déterminer si I’extrait agit uniquement par ses propriétés
antioxydantes et anti-inflammatoires, ou s’il peut aussi freiner un acteur enzymatique majeur

du processus ulcératif.

Une telle approche expérimentale pourrait inclure des tests enzymatiques spécifiques in vitro,
évaluant la capacité de I’extrait a réduire I’activité catalytique de la pepsine sur un substrat
protéique, dans des conditions acides similaires a celles de I’estomac. Elle offrirait une
meilleure compréhension des mecanismes gastroprotecteurs et renforcerait la base scientifique
pour une éventuelle valorisation thérapeutique de C. flammula comme alternative ou

complément aux traitements anti-ulcéreux conventionnels.
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Teneur en sucres
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Tableau |I:

mécanismes d’action contre les ulcéres gastro-duodénaux.

120

Proprietes gastroprotectrices de certaines plantes médicinales et leurs

Plante Composé(s) actif(s) | Effets gastroprotecteurs Mécanismes d'action
médicinale principal (aux) principaux
Nigella sativa Thymoquinone Antioxydant, anti- | Sécrétion d’acide, 1
inflammatoire, mucus gastrique,
antisecrétoire neutralisation des radicaux
libres
Glycyrrhiza Glycyrrhizine Anti-inflammatoire, Régénération de
glabra cicatrisant I”épithélium, stimulation du
mucus, protection contre
I’acidité
Matricaria Flavonoides, tanins, | Antioxydant, | Inflammation, | spasmes,
chamomilla COMPOSés spasmolytique protection de la mugueuse
phénaliques
Punica granatum | Tanins Astringent, antioxydant Protection contre les lésions

induites par I’éthanol,
réduction du stress oxydatif

Olea europaea

Oleuropéine,
hydroxytyrosol

Anti-inflammatoire,
antioxydant, protecteur de
la muqueuse

| Inflammation, protection
des tissus gastriques,
stabilisation de la barriere
mucosale

Helianthemum
lippii

Flavonoides, tanins,
terpénoides

Antioxydant,
antisecrétoire, cicatrisant

| Sécrétion acide, T mucus
protecteur




Résume :

L’ulcére gastrique est caractérisé par des lésions de la muqueuse de I’estomac provoquée par un
déséquilibre entre facteurs agressifs (acide, pepsine, AINS, H. pylori) et défensifs (mucus,
bicarbonate). Les traitements classiques présentent des limites, d’ou I’intérét pour les alternatives
naturelles comme les plantes médicinales riches en polyphénols. Ce travail a évalué, in vitro, 1’effet
anti-ulcére de D’extrait hydro-éthanolique des feuilles de Clematis flammula, plante traditionnelle
utilisée contre les douleurs gastriques. Une digestion gastro-intestinale simulée (méthode INFOGEST)
a permis d’analyser les modifications en teneurs de polyphénols, flavonoides et sucres et leur activité
antioxydante par le test DPPH dans chacune des phases digestives. Les résultats montrent une activité
antioxydante accrue aprés digestion, avec une activité antioxydante élevée, notamment en phase
intestinale. Ces effets, combinés a une action modulatrice du pH, suggerent un potentiel
gastroprotecteur significatif. Clematis flammula pourrait ainsi représenter une alternative naturelle
prometteuse aux traitements anti-ulcéreux.

Mots clés : Clematis flammula, ulcere gastrique, gastroprotecteur, activité antioxydante

Abstract:

Gastric ulcer is characterized by lesions of the stomach lining caused by an imbalance between
aggressive (acid, pepsin, NSAIDs, H. pylori) and defensive factors (mucus, bicarbonate).
Conventional treatments have limitations; hence the growing interest in natural alternatives such as
medicinal plants rich in polyphenols. This study evaluated in vitro the anti-ulcer effect of the leaves
hydro-ethanolic extract of Clematis flammula, a traditional plant used to relieve gastric pain. A
simulated gastrointestinal digestion (INFOGEST method) was used to analyze the variations of
polyphenols, flavonoids and sugar levels and their antioxidant activity using the DPPH assay in each
phase of the digestive process. The results show an upgraded antioxidant activity after digestion,
particularly in the intestinal phase. These effects, combined with pH modulation, suggest a significant
gastroprotective potential. Clematis flammula may thus represent a promising natural alternative to
conventional anti- ulcer therapies.

Keywords: Clematis flammula, gastric ulcer, gastroprotective, antioxidant activity
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