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I ntroduction

I ntroduction

L’Homme depuis son existence sur terre a toujours essayé de trouver de quoi se nourrir
et se soigner et faire face aux difficultés de la vie, pour celail a utilisé tout ce qui éait a sa
disponibilité dans le but d’améiorer son mode de vie et pour lui les plantes étaient la premiere
source des remedes traditionnels. Aujourd hui, les plantes médicinades sont la cible de
plusieurs travaux pour évaluer leur effet néfaste et /ou protecteur ou thérapeutique avec
précision de la posologie.

Les propriétés médicinales de Fumaria sont connues depuis |’ antiquité, et elle a apparue
dans plusieurs écrits qui notaient son effet et son activité sur différents métabolismes de
I’organisme gréce a sa richesse aux métabolites secondaires tel que les acaoides
isoquinoleiques qui sont parmi les groupes les plus important en raison de leurs propriétés
biologiques telle que I’activité anti inflammatoire dans plusieurs cas de maladies
inflammatoires comme il est dga noté dans le cas des maadies inflammatoires intestinales
(MICI) qui sont des pathologies chroniques. Plusieurs médicaments sont utilisés dans le
traitement des MICI mais C'est juste dans le but de soulager le patient qui a souvent un effet
secondaire néfaste. Pour cela nous avons choisis les acaoides comme alternative

thérapeutique.

La présente étude consiste a évaluer la toxicité aigue de deux types de fractions dérivés
d’une plante médicinale locale du genre Fumaria, dans le but de donné les bases scientifiques
de I’ utilisation de ces deux fractions en médicine traditionnelle, et évaluer |’ activité anti-
inflammatoire intestinale de cette plante sur une colite expérimentalement induite par |’ acide
acétique sur un modele animal.

v
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|- Généralitésur lesfumeterres

L’Homme atoujours essayé d’ évoluer, il a utilisé depuis son existence des plantes afin
de se nourrir et se soigner au cours du temps il a su reconnaitre les plantes comestibles et les
plantes toxiques. De cet effet, I’'Homme a opté pour les utiliser pour prévenir ou soigner
diverses maladies. Lafumeterre est une plante dicotylédone de la famille des Fumariacées qui
englobe 40 especes (Fumaria bastardi, Fumaria capreolata, Fumaria officinalis ...etc) fleurit
depuis le mois d’avril jusgu'au milieu de I’ été et pousse dans les champs, les terrains vagues,
les décombres et sur les bords des chemins. Le nom de Fumeterre signifie fumée de terre qui
vient du suc de la plante qui fait pleurer les yeux, comme la fumée. Ce nom est attesté du
X1118™ siécle sous la forme fumus terrae (Leclercg, 2002 ; Benabdesselam et al. 2007).

Les fumeterres sont des plantes herbacées annuelles a tiges rameuses, grises a vertes
bleutées, elles sont un peu ameres et |égérement salées. Les feuilles sont de couleur gris-vert
alternées en rosettes ou caulinaires, parfois sub-opposees, généralement profondément
divisées, les fleurs sont petites roses blanches zygomorphes. Ces plantes sont reparties dans
I’ensemble des régions tempérées de |I'hémisphére nord, vingt-deux espéces du genre
Fumaria sont spécifiques a la région Ibero-Mauritanienne qui inclus I’ Algérie, le Maroc et
I’ Espagne (Goetz et al. 2009).

Les propriétés médicinales de ces plantes sont connues depuis I’ antiquité, en effet, la
fumeterre apparait dans les écrits de Gioscoride et Galien (I¥ et 119™ siécle) qui notaient déja

son activité sur la sécrétion biliaire, les fonctions hépatiques, et |e tube digestif (Coste, 1937).

I-1 Composition chimique et utilisation thérapeutique des fumeterres

Les fumeterres contiennent les sels minéraux (sel potassique), elles renferment des
hétérosides, des composés phénoliques tel que I'acide caféique, et contiennent aussi des
flavonoides qui ont une action spasmolytique et régulatrice du flux biliaire, et surtout ils sont
riches en acaloides qui sont a I'origine des propriétés antihistaminique, anti sérotonine et
anti-inflammatoire (Iwasa et al. 1999).

-2 Alcaloides

Les alcaloides sont une des classes des métabolites secondaires les plus importants des
plantes médicinales, représentent un ensemble de molécules d' origine naturelle, renfermant

Y
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du carbone, de |I" hydrogene et, plus spécialement, de |’ azote. Une fois isolés, les alcaloides se
présente le plus souvent sous |'aspect de cristaux, insolubles dans I'eau mais solubles dans les
solvants organiques, ils sont tres employés en médecine traditionnelle pour combattre un
certain nombre d’infections contre lesquelles ils réagissent en général a des doses tres faibles

(Krief, 2003 ; Munis, 2006).

| -3 Classification des alcaloides

En raison de la variété de leurs structures moléculaires, les alcal oides ne se constituent
pas d’ une catégorie définie de composés chimiques. Les alcaloides sont classés par certains
scientifiques selon leurs propriétés pharmacologiques ou encore selon leurs distributions
botaniques. D’autres classifications fondées sur la structure du cycle fondamental de la
molécule sont également possibles. En prenant en considération la structure et |’ origine
biosynthétique du composé, ¢a nous permettra de classer ces deux composés d’ une autre
maniére (tableau I) (Shakil, 1998).

-



Matériel et méthodes

Tableau | : Quelquestypes d’ acaloides et leur précurseur acide aminé (Muniz, 2006).

I-4 Alcaloides isoquinoléiques

Les alcaoides comportent un groupe trés important appelé alcal oides isoquinol éque.
Ces derniers sont issus de métabolisme des acides aminés aromatiques notamment la
phénylalanine et la tyrosine. lls sont caractérisés par un noyau isoquinoléique qui est
considéré comme élément structural de base. Cette classe regroupe de multiples molécules a
activité pharmacologique tres importante rencontrée dans plusieurs familles des plantes. Ils
sont utilisés dans des intéréts médicinaux tel « laberbérine » qui est utilisée dans le traitement

gastro-intestinal en cas de diarrhée (Bruneton, 1987).

Y
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- Maladiesinflammatoiresintestinales

Les maladies inflammatoires chroniques de I'intestin (MICI) décrites dans la premiére
partie du X X®™ siécle, sont devenues ces 40 derniéres années un probléme de santé publique
dans le monde occidental ou le risque cumulé durant lavie d avoir une MICI est de 0,5 a 1%.
Les MICI représentent un groupe de maladies idiopathiques caractérisées par des lésions
inflammatoires chroniques, dont les causes ne sont pas connues mais elles sont probablement
multifactorielles faisant intervenir des facteurs environnementaux (mode de vie, germe
intestinaux, virus), géenétiques et immunologiques (figure 1). La MICI est un terme qui fait
notamment référence a deux maadies de I'intestin: la maadie de Crohn (MC) et la
rectocolite hémorragique (RCH). Ces maadies partagent quelques caractéristiques, mais
difféerent de maniére considérable dans deux aspects : le segment du tube digestif touché et
I’ étendue de I’inflammation (Hugot, 2006 ; Nancy et al, 2008; Cortot et al., 2009).

Figure N°1: Les facteurs induisant les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin
(Rahmouni et al., 2016).
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[11- Inflammation

La réaction inflammatoire est un mécanisme de défense de |’ organisme en réponse ala
pénétration de microorganismes et a la présence de cellules anormales (cellules tumorales) ou
étrangeres (greffe), 1l Sagit d'un processus genéralement bénéfique et essentiel pour
I’organisme. Il permet la mise en place d’une réponse immunitaire, pour éiminer les corps
étrangers et réparer les tissus |€sés, cette réaction est caractérisée par des symptdémes pénibles
décrits comme rougeur, chaleur, douleur et gonflement. La réaction inflammatoire est
déclenchée par la libération des médiateurs chimiques des tissus et des cellules blessées

(figure2) (Henrotin et al., 2001, Kuby, 2003).

Figure N°2 : Composantes des réponses inflammatoires (Abadjian, 2012).




Matériel et méthodes

[11-1 Maladiedu Crohn

Lamaladie de Crohnest une maadie qui provoque uneinflammation et
uneirritation d'une partie de |'appareil digestif, aussi appelé appareil gastro-intestina (Gl),
qui peut atteindre n'importe quelle partie du tube digestif, de la cavité buccale jusqu'al’ anus,
mais la partie la plus couramment affectée est celle se situant a la partie extréme de I'intestin
gréle, a sa jonction avec le colon, que I’on appelle I'iléon. L’inflammation chronique de la
paroi intestinale conduit a la perte de la fonction physiologique de I'intestin (figure 3) (Mord,
2014 ; Siebold, 2015).

Figure N°3: Fonction de CARDI15 et |la barriére épithéliae intestinale (D’ apres
Nature Reviews Genetics 2005.Genetics of Crohn disease, an archetypa inflammatory barrier

disease).
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[11-2 Rectocolite hémorragique

La rectocolite hémorragique (RCH) est une maladie inflammatoire du rectum et du
gros intestin (colon), Elle se caractérise par des lésions continues le plus souvent
superficielles qui débutent dans le rectum et peuvent sétendre sur I'ensemble du colon sans
jamais atteindre d'autres segments du tube digestif. Elle se manifeste par une diarrhée
sanglante associ ée a des émissions rectal es glaire-hémorragiques et des douleurs abdominales,
fievre et perte de poids (Membled, 2006 ; Erpicum et al, 2013).

Des défauts au niveau de la barriére intestinale ont été rapportés chez les patients
atteints de MICI. Les facteurs environnementaux et génétiques contribuent a la perte des
meécanismes de contrdle de la flore intestinale comme la diminution de la sécrétion de mucus
et de peptides antimicrobiens par les cellules épithéliades. Cela engendre la mise en place
d’une dyshiose intestinale ¢ est-a-dire la diminution de la quantité de bactéries «protectrices»
qui se traduit également par I'inactivation de I'inhibition de la prolifération des bactéries
«déétéres». Par ailleurs, en impactant également les jonctions intercellulaires au niveau de
I’épithélium, ces facteurs provoquent I’augmentation de la perméabilité de la barriere
physique épithéliale. Ainsi, les bactéries pathogenes pourront étre en contact direct et de
maniére prolongée avec I’ épithélium intestinal et envahir la lamina propria (figure 4). Cette
perte de la fonction de barriére aura pour conséguence une activation excessive du systéme
immunitaire muqueux, puis |’apparition dune inflammation chronique pour aboutir
finalement a |’apparition des lésions observées chez les patients. D’un point de vue
mécanistique, cette activation excessive de la réponse immunitaire se traduit par une
augmentation du taux de cytokines pro-inflammatoires synthétisées par les cellules
épithéliales, les cellules mésenchymateuses et les macrophages comme IL-1p, IL-6 et IL-8 et
TGF-B ayant pour conséquence un déséquilibre concernant la balance des cytokines pro et

anti-inflammatoires, induisant ainsi |’ inflammation (Desreumaux 2004 ; Kokten et al. 2016).

-
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Figure N°4 : Représentation schématique d'une paroi intestinae (A : saine, B : atente de
MICI) (Kokten et al., 2016).
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[11-3 Prédisposition génétique des maladies inflammatoires chroniques de
I"intestin

La reconnaissance de composés bactériens par |es récepteurs va entrainer une réaction
en chaine, trés complexe, entrainant |’ activation de facteurs de transcription (NF-kB), qui
stimule I'expression de génes codant pour la synthése des cytokines inflammatoires. Le
contact permanent de I’ épithélium digestif et du contenu intra-luminal y compris bactérien
provoqgue des lors une stimulation continue du systeme immunitaire au sein de la muqueuse
digestive. Cela a donné lieu au concept « d'inflammation physiologique » de la muqueuse
digestive, mise en évidence dans de nombreux travaux (Watterlot, 2010).

L’ étiologie exacte des MICI reste inconnue. Cependant, il est hautement probable que
des facteurs dits d’environnement puissent chez des individus génétiquement susceptibles
provoquer une réponse anormale du systéme immunitaire au sein de la paroi intestinale et
induire de ce fait un déséquilibre de cette « inflammation physiologique », entrainant une
dérégulation de la réponse immunitaire, causée par des lésions intestinales. Les études
génétiques récentes ont pu identifier a ce jour au moins cing genes dits de prédisposition.
Celui qui semble jouer le role maeur est le gene NOD2 ou CARD-15, identifié sur le
chromosome 16. Son réle est néanmoins modéré puisqu’ on trouve une mutation chez 40 %
des patients atteints de |la maladie de Crohn et chez 20 % des sujets normaux (Lamoril, 2007 ;
Gossum, 2007).

Le récepteur cytoplasmique NOD2/CARD15 est impligué dans la reconnai ssance et la
liaison du composant du peptidoglycane des parois bactériennes. Ce récepteur est exprimeé par
les cellules immunitaires (macrophages, lymphocytes et CD) ainsi que par les cellules de
Paneth. Trois mutations de ce gene (figure 5) ont é&é décrites et au moins une de ces
mutations est retrouvée chez 10 a 50% des patients atteints de MC. Les mécanismes sous-
jacents a cette liaison entre NOD2/CARD15 et MC restent encore a élucider (Montbarbon,
2013).

Des travaux antérieurs suggerent que la réponse immunitaire aux agents pathogenes,
notamment bactériens, serait perturbée dans les MICI, méme de nombreux facteurs de risque
environnementaux (tabagisme, appendicite, etc.) peuvent également participer a ce

dysfonctionnement immunitaire (Matricon, 2010).

-
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Figure N° 5 : Représentation du Géne et protéine CARD15 localisé sur le chromosome 612
et les trois mutations qui ont été identifiées dansles MICI (Lamoril, et al. 2007).

[11-4 Dérégulation de laréponseimmunitaire

Les cellules de I'immunité innée telles que les phagocytes, reconnaissent les bactéries
gréce aux « Patterns Recognition Receptor » (PRR). Les PRR représentent |’ensemble des
récepteurs de surfaces Toll Like Receptor (TLR) ainsi que les récepteurs intracel lulaires «Nod
Like Receptor » (NOD). L’association d'un PRR avec un ligand bactérien spécifique va
induire I’ activation de la protéine MyD88. Cette derniére va alors recruter I'IL-1 receptor
associated kinase (IRAK) qui une fois autophosphorylé recrute le TNF receptor associated
factor 6 (TRAF6) qui active également un certain nombre de kinases dont le but éant de
phosphoryler I’inhibiteur de NF-xB (IkB). IxB va alors étre dégradé au sein du protéasome
dans le cytoplasme, permettant ainsi a NF-kB de transloquer dans le noyau et d’induire la
production de cytokines pro-inflammatoires telles que I'lIL-1, I'IL-6, I'lIL-8, ou encore le
TNF-a (figure 6), conduisant alors a 1’activation de la réponse immune innée et/ou adaptative

(Watterlot, 2010).
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Figure N°6 : Schéma représentant la cascade d’activation NF-xB via |’ activation du TLR-4
(Watterlot, 2010).

L’ affaiblissement des premieres défenses de la muqueuse contribue a la
perméabilisation de I’ épithélium intestinal. Ce qui conduit a |I’augmentation de I’interaction
de la flore commensale et le systéme immunitaire muqueux. L’exces de telles interactions
serait al’ origine d une perte de tolérance ala flore commensale, ce qui activerait les cellules
sentinelles de I'immunité innée : les cellules dendritiques (CD) de la muqueuse. Dans les
MICI, une activation excessive des cellules dendritiques est observée au niveau des sites
inflammatoires. 1l en résulte une tres forte différenciation des lymphocytes effecteurs de type
CD4+ et CD8+ et des autres cellules effectrices telles que les natural killer (NK et NKT) et
une abolition de la production de cellules T régulatrices (Trég). Le défaut de lymphocytes
Trég participe au développement d'une réponse immunitaire vis-avis des bactéries
commensales qui normalement sont tolérées par le systéme immunitaire muqueux. Cette
rupture de tolérance périphérique perpétue alors I’ inflammation (Boumgart et al. 2007 ; Smith
et al. 2009).

Les anomalies de la réponse immunitaire innée perturbent la reconnaissance des
antigenes et leur présentation aux cellules effectrices. Un déséquilibre entre le nombre de

lymphocytes T effecteurs (Th) et de lymphocytes T régulateurs (Trég) et observé lors d’une

)
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MICI. Dans la RCH, la muqueuse des patients est infiltrée majoritairement par des
lymphocytes Th2 atypiques, ce qui caractérise la production d’IL-5, d’IL-13 et de TGFp. un
défaut de la production des chimiokines ou un défaut de la régulation des voies de
transduction de leurs récepteurs pourrait contribuer a la perte d’intégrité épithéliale en

induisant la production locale de radicaux libres (Matricon, 2010).
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| Matériel et méthodes
-l Matérie
I-1-1 Matériel végétal

Sur la base de son utilisation en médecine traditionnelle, notre étude a éé réalise sur la
partie aérienne (fleurs, feuilles et tiges) d’une plante médicinale du genre Fumaria. Cette
derniére a été récoltée le matin dans la région rurae ; Imakhlef d' El-kseure (wilaya de
Begaia), durant la période de fructification et de floraison (Avril, 2016). Loin de la pollution et
ce pour écarter toute modification dans la composition chimique de cette espéce. Son
identification est effectuée, au Laboratoire de Biologie Végétale, de la Faculté SNV, de
I’Université A. Mira de Bejaia, et en utilisant la flore des plantes Algériennes (Quezel et
Santa, 1963).

[-1-1-1 Classification botanique des fumeterres

Régne : Plantae
Sous régne : Métaphyses
Embranchement : Cormophyte
Classe : Dicotylédones
Sous classe : Magnoliopsida
Ordre : Papaverales
Famille : Fumariaceae.
Genre : Fumaria (Preininc ,1986).
Figure N°7 : Photographie de Fumaria (Imakhlef d' El-kseure, Bgjaia, 2016).

[-2 Matérid animal

Afin d'évaluer la toxicité de |'extrait ethanolique et la fraction ammoniaque et
I’ activité anti-inflammatoire intestinale des alcaloides extraits a partir de la plante médicinale
du genre Fumaria, nous avons utilisé des souris femelles abinos de souche NMRI (Naval
Medical Research Institute) (figure7), d’un poids variant entre (27-32), obtenues aupres de

Faculté de Pharmacie de I’ Université de Constantine.
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Les souris ont été transférées a une animalerie et ont été réparties dans des cages de 6
souris soumises a des conditions de température ambiante de (23-26°C), et a un cycle de jour
et nuit de 12 heures d' éclairage/ d’ obscurité afin de respecter leur cycle biologique avec acces

libreal’aiment et al’ eau.

Figure N°8 : Photographie de souris albinos de souche NMRI (Animalerie de I’ université de
Bejaia, 2017).

I-3 Appareillages et réactifs

L’ appareillage et les réactifs utilisés pour les différentes extractions et les activités

biologiques sont rapportés en annexe.

[1- Méthodes
I1-1 Séchage et broyage

Les parties aériennes de la plante utilisées sont lavées et débarrassées de la poussiere,
du sable et autres particules (a I’ eau courante), découpées en petits morceaux, puis séchées a
I’éuve a 40°C pendant dix jours, pour obtenir une meilleure extraction. Les échantillons

sechés sont réduits en poudre grace a un broyeur électrique.
[1-2 Extraction des alcaloides

Dans cette partie du travail nous avons contribué a |’ extraction des alcal oides totaux de
la plante médicinale du genre Fumaria. Nous avons utiliseé la méthode d extraction par
« Soxhlet » (figure 9) pour extraire une quantité plus importante d’alcaloides a partir de la

poudre seche.

5,
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Figure N°9 : Montage d’ extraction (Soxlet).

Le corps de I’ extracteur, contenant une cartouche remplie de la poudre, est fixé ala
partie supérieure, surmonté d’un réfrigérant. Le solvant est vaporisé puis condensé tout en
restant en contact avec le matériel végétal pour donner une solution qui est soutirée
périodiquement par I’amorcage d’un siphon. La solution collectée dans le ballon s enrichit de

plus en plus en soluté a chague cycle d’ extraction (Houghton et Raman, 1998).

Dans cette extraction nous avons opté pour I’ é&hanol comme solvant de départ, car les
solvants alcools (éthanol, méthanol) donnent de meilleurs taux d extraction d’alcaloides, La
méthode d’ extraction utilisée est solide-liquide, selon |e protocole préconisé par Souseck et al.
(1999) schematisé sur la (figure 10).

.
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30g de poudre végétale

.

Extraction al’ éhanol

(150ml)

.

Evaporation dans |’ étuve

.

Dissol ution dans 300ml

HCI (2%)

.

Délipidation par |’ éther

de pétrole

.

Récupération de la phase
agueuse par décantation

.

( N
Alcalinisation de laphase

agueuse par I’ammoniaque
\ J

.

Extraction par le chloroforme

.

Evaporation dans |’ étuve

.

Alcaloides totaux

Figure N°10 : Protocole d extraction des alcaloides totaux des parties aériennes de Fumaria

(Souseck et al., 1999).
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[11-3 Evaluation de toxicité aigué de I’extrait ethanolique et de la fraction

ammoniaque de Fumaria

L’ évaluation de la toxicité aigué de |’extrait ethanolique de la plante médicinale
utilisée a éé réalisée suivant la recommandation de I’OECD (Organisation of Economic
Cooperation and Developpement). Quatre lots de 6 souris femelles de poids homogenes ont
recu par gavage la fraction ethanolique (figure 11) a différentes doses de 50, 250, 500 et
4000mg/kg. Trois lots de 6 souris ont recu par gavage la fraction ammoniaque a des doses de
250, 500 et 4000mg/kg.

Apres |I’administration de I’ extrait ethanolique et la fraction ammoniaque, les souris
ont été observées pendant 4 heures pour tout changement de comportement et de mortalité en
établissant une fiche d'observation. Le suivi des souris a éé fait pendant 7 jours
comparativement a un ot témoin non traité. Nous avons noté ainsi la mortalité et toutes les

maodifications comportementales et |es variations du poids des animaux.

Figure N°11 : Présentation des lots et la méthode du gavage (Animalerie de I’ université de
Bejaia, 2017).

[1-4 Etude de |'activité anti-inflammatoire intestinale des alcaloides de

Fumaria

L’ éude expé&rimentale de I’ activité anti-inflammatoire intestinale des alcaloides a été
réalisée selon la méthode de Wang et ses collaborateurs (2008), qui consiste a provoquer une
colite via I’administration de 100ul d’acide acétique (AA) a 5% par voie rectale (figure 12).

Les souris ont été ensuite maintenues dans une position verticale pendant 20s pour limiter

s
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I'expulsion de lasolution d’ AA. Cette éude permet de comparer laréduction de la colite apres

administration de différentes doses de |’ extrait ou la molécule a tester.

Pour cette éude 30 souris femelles pesant 30+ 3g ont été utilisées, scindées en 5 lots
de six souris chacun. Un lot témoin sain, quatre lots ont été privés de nourriture pendant 12
heures avant |’administration de I'AA a 5% par voie rectale afin de provoquer une
inflammation colique. Aprés 2 heures, un lot de référence traité par gavage avec un anti-
inflammatoire utilisé en thérapeutique (Dexamethasone) a une dose de 2,5mg/kg, deux lots
d essai ont regu une administration de 1ml de |’ extrait alcaloidique par voie orade a des doses
de 50 et 100mg/kg pendant 7 jours.

Figure N°12 : Induction des colites chez les souris par |'acide acétique a 5% par voie rectale.

L'indice d'activité de la maadie (DAI) a été enregistré quotidiennement en observant le
changement du poids corporel et la consistance des selles. Chaque observation a été réalisée
selon laméthode de Cooper et a. (1921).

Apres traitement pendant 7 jours, les souris ont été sacrifiées par dislocation cervicale
apres anesthésie. Les colons ont été recupérés et libérés du tissu adipeux adhérent, rincés
doucement avec une solution saline, peses, mesures et coupés longitudinalement afin de
récupérer la partie distale et la conserver dans une solution de formol a 10% qui est utilisée
pour une observation macroscopique et |I'éude histologique. La longueur du cdlon a été
mesurée en cm entre la jonction iléo-caecale et |e rectum proximal et son poids a é&é mesuré

en mg, le rapport P/L (poids / longueur) a été calculé pour chague souris en comparant la

=
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réduction de I’inflammation chez les souris traitées par rapport aux témoins non traités par
I’AA.

Des sections de 1 cm ont été prises du colon au niveau de la partie distale afin de
réaliser |'étude histologique, les colons ont éé nettoyés et coupés longitudinalement et

conservés dans une solution de formol a 10%.

[11- Etude histologique
C'est la derniére étape dans notre travail, ou €elle consiste a éudier I’ histologie de ces
tissus a un niveau microscopique et permet de comprendre leur fonctionnement normal ou

pathologique, dans laquelle on fait passer nos échantillons par plusieurs étapes.

I11-1 Etape de déshydratation

Premiérement, nous avons mis les échantillons dans des histo-cassettes, de maniere a
pouvoir avoir une observation en deux positions longitudinale et transversale. puis les
remettre dans du formol a 10% en attendant de les faire passer a la déshydratation par un
automate de déshydratation (figure 13) qui contient 12 bains, les huit premiers contiennent de
I’alcool a concentrations croissantes pour une durée de 45min dans chague bain, ensuite, dans
deux bains de xylene ou autre dérivé du benzene pendant 30min, et en dernier, dans deux
bains de paraffine fondue durant 1h30.

Figure N°13 : Photographie du dépbt de I’ échantillon dans des histo-casette et de |’ automate a
déshydratation.

=,
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[11-2 Etape d’ enrobage

Cette étape consiste a enrober les échantillons de paraffine a I’aide d'une station
d’ enrobage (figure 14), qui contient trois compartiments un pour faire fondre la paraffine
pour quelle puisse passer dans le robinet, et deux petits compartiments contiennent de la
paraffine fondue ou plonger les histo-cassettes et les moules. Une fois I’ histo-cassette est
bien plongée dans la paraffine, |I'échantillon est déposé dans un moule qui contient une
couche mince de paraffine, puis on remet |la cassette et on la couvre de paraffine, ensuite on
lalaisse refroidir pour la déposer sur une plaque refroidissante afin de la démouler.

Figure N°14: Photographies de la station a enrobage et de la plaque refroidissante.
I11-3 Etape de coupe par microtome

Une fois I’ échantillon est démoulé, premiérement il passe a un dégrossissement de 20u
avec un microtome afin d’ enlever tout exces de paraffine, puis réaliser des coupes fines a
03y, et déposer I échantillon sur des lames, ensuite a I’ étalement dans de I’ eau chaude pour
éliminer les froissements de la paraffine (figure 15) et déposer les lames sur une plaque
chauffante & 67°C, pour faire fondre la paraffine, et enfin les mettre dans I’ éuve a une
température de 70°C pendant une nuit toujours dans |e but de déparaffinage.




Matériel et méthodes

Figure N°15: Photographies du microtome et de la plague chauffante.
[11-4 Etapes de coloration et montage

Apres I’incubation dans I’ étuve, nous avons récupéré les lames, elles ont été plongées
dans le xyléne pendant 30min pour bien déparaffiner les échantillons, ensuite ces derniéres
passent aux étapes de coloration (figure 16) commencant par |” hydratation ou on les plongent
a nouveau 10min dans un bain d'acool suivi de 10 min dans I’ eau, puis durant 3min dans
I’hématoxyline suivi d’un ringage puis dans I’éosine pendant 1min et enfin un dernier

rincage.

Figure N°16 : Photographies du protocole de coloration et du montage

Pour finir nous avons mis nos lames dans des différents bacs qui contiennent I’ alcool
pour éiminer I’exces du colorant, ensuite dans un bac a alcool / xyléne comme milieu
intermédiaire, puis dans du xylene afin de faciliter I’éaement de I'eukitt et enfin on
couvre I’ échantillon de lalamelle qui contient I’ eukitt pour la fixer. On laisse sécher et on

passe al’ observation sous microscope optique.

&
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|- Résultats et discussion

I-1 Collecte et séchage

La collecte et le sechage du matériel végétal ont été réalisés de fagon a pouvoir
récupérer le maximum d'acaloides. Le temps choisi pour la collecte du matériel végétal
influence les actions biologiques des extraits des plantes, car la teneur en métabolites
secondaires chez les végétaux n'est pas stable dans le temps. Nous avons collecté la partie a

étudier en printemps, saison durant laquelle le pic en alcaloides est atteint (Suau et al., 2002).

|-2 Taux d’extraction des alcaloides totaux

L’ extraction des alcaloides totaux de cette plante médicinale du genre Fumaria par la
méthode liquide - liquide, en utilisant le Soxhlet, nous a permis d obtenir un extrait d’une
couleur verdatre, cette espece semble étre plus riche en acaloides car elle renferme 1,17%
d’alcaloides a partir de la poudre séche. Le rendement est calculé en fonction de la matiere
végétale seche (poudre initiale) de la partie aérienne de la plante. Cette espéce semble étre
plus riche en acaloides en comparaison avec d autres especes du méme genre ; En effet on
observe chez F. fella un taux de 0,67%, dans le cas de F. sepium et F. agaria des rendements
allant respectivement jusqu'a 0,88% et 0,83%. Geénéralement, la teneur en métabolites
secondaires dépend de plusieurs facteurs tels que I’ espece, I’ origing, le stade de croissance,

les influences environnemental es et |e patrimoine génétique (Bruneton, 1999).

|-3 Etude delatoxicité aigué del’ extrait éthanolique et de la fraction ammoniaque

Les plantes médicinales ou plus exactement les métabolites secondaires bioactives
dérivées des plantes médicinales comme ils possedent un effet pharmacol ogique peuvent aussi
avoir un effet toxique, pour cela I'éude de leurs propriétés pharmacologiques et
toxicologiques est une étape primordiale pour mieux éucider |’ efficacité et les risques de

leurs utilisations.

Nous avons évalué la toxicité de I’extrait ethanolique, et la fraction ammoniaque a
différentes doses 50, 250, 500 et 4000 mg /kg sur des souris ahinos traitées par voie orale
dans les conditions de la toxicité aigué, n'ont montré aucun signe de toxicité pendant la
période de I’ éude tel que la diminution du poids ou la mortalité ou encore de changement

dans I’ apport journalier d’aliments et d’ eaux des différents lots traités en comparaison avec le

>,



Résultats et discussion

lot témoin, non plus de changement physique tel que la fraisant de lafourrure, les yeux qui se
ferment ni de changement de comportement, or que il y’'avais une évolution normale (figure
17) du poids corporel des souris traitées avec la fraction ethanolique, ammoniague et du lot

témoain.
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Figure N°17: Evolution du poids corporel des lots de souris traité avec la fraction

ethanolique.

Une évolution normale du poids corporel a été remarquée chez les trois lots (50, 500, et
4000 mg/kg) avec une légére diminution du poids a partir du 5™ jour chez les souris du 2°™
lot traitées avec la dose de 250 mg/kg, mais €elle est non significative. Nous n’ avons observé
aucune mortalité ni changement de comportement au cours des 24h, 48h et les 7 jours
d’ observations, cela signifie que I’ extrait testé n’a aucun effet néfaste sur la croissance des
souris et laDL 50 est supérieure a4000mg/kg.

Tableau |l : Taux de|étalité des différentes doses de I’ extrait ethanolique.

Dose (mg/Kg) Mortalité Latence de mortalité
0 mg/Kg 0/6 0

50mg/Kg 0/6 0

250 mg/Kg 0/6 0

500mg /kg 0/6 0
4000mg/kg 0/6 0
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D’apres les résultats obtenus apres le suivie du poids corporel et lalétalité (tableau 1)
des lots traités avec I’ extrait ethanolique, cela signifie que I’ extrait ethanolique de la plante
médicinale du genre Fumaria n’a aucune toxicité aigué lorsgu’ elle est administrée par voie
orale, et selon I'OCDE la fraction ethanoliqgue de Fumaria est considérée comme non

toxique et quelaDL50 de cet extrait et supérieure a4000mg/kg.

Nous avons procédé au méme protocole pour évaluer la toxicité aigué de la fraction
ammoniaque de Fumaria, et les mémes parametres ont été suivis dans les mémes conditions.
Les souris des lots traitées avec la fraction ammoniaque par voie orale a 250 et 500mg /kg
n'ont paseu de comportements anormaux ou de perte de poids ni de mortalité tout au long de
la période d’observation en comparant avec le lot témoin (tableau I11). Les variations du
poids corporel des lots traités avec la fraction ammoniaque sont présentés dans la figure 18.
Les souris du lot 3 qui ont recu une dose de 4000mg/kg qui était tres toxique a conduit a la

mort immediate de cing souris sur six.

mT
W 250mg/kg
500mg/kg

poids (g)

Figure N°18: Evolution du poids corporel des souris traitées avec la fraction
ammoniaque.

Tableau |11: Taux deléalité des différentes doses administré de I’ extrait ammoniague.

Dose (mg/Kg) Mortalité Latence de mortalité
0 mgKg 0/6 0
250 mg/Kg 0/6 0
500 mg/Kg 0/6 0
4000mg /kg 5/6 1
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Le suivi de lavariation de la masse corporelle des souris des trois | ots traités avec 250, 500
et 4000mg/kg et le lot témoin ainsi que le taux de Iétalité au cours de I'expérience de la
toxicité aigué par I’ extrait ammoniaque de la plante médicinale locale Fumaria a démontré
une légéere augmentation du poids a partir du 1% jour du gavage et puis une stabilisation tout
au long des 7 jours de la période d évaluation, ce qui signifie que il n'ya pas eu d effet
toxique apporté par les deux doses 250 et 500mg/kg. Or la mort des cing souris du lot 3
traités avec la dose de 4000 mg/kg a révélé une toxicité aigué de la fraction ammoniague de la
plante médicinale locale Fumaria et sa DL50 est inferieure a 4000mg/kg.

|-4 Evaluation de |’ activité anti-inflammatoir e des alcaloides de Fumaria

Cette étude a été réalisée pour évaluer I effet anti-inflammatoire des acaloides d’'une
plante médicinale du genre Fumaria contre la colite induite chez des souris abinos.
L’ administration rectale d’ acide acétique a 5% est |'un des modéles de colite expérimentale
(colites chimio-induites). Ce modéle permet le développement rapide d une inflammation
majoritairement confinée au niveau du colon distal.

Les souris qui ont été utilisées dans cette étude, ont développé une inflammation
colique suite a I’administration de I’acide acétique, caractérisee par une perte de poids
corporel (figurel9), sang dans les feces, diarrhées, ulcérations ains les atteintes
macroscopiques observés lors de la récupération des colons (figure 20). et ladiminution dela
longueur de ce dernier et une augmentation du poids, en comparaison avec les souris du lots
témoins non colique, lot médicament et celles des lots traitées avec |’ extrait alcaloidique (50
et 100mg/kg).

&
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Figure N°19 : Photographie des colons récupérés des témoins colique et non colique, A:

témoin colique, B: témoin non colique.
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FigureN°20 : Evolution du poids corporel des souris traitées par I'acide acétique, les

alcaloides et |e dexamethasone.

Pour évaluer les effets bénéfiques des alcaloides sur la colite induite par I'acide acétique
chez la souris, nous avons surveillé les changements du poids corporel et histologique des
zones enflammeées des colons des souris des différents lots expérimentaux. Aprés sacrifice, les
colons on été récupérés, pesés et mesurés pour calculer le rapport Poids/ Longueur (P/L), car
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il est considéré comme indicateur de |’ étendue de I’ inflammation colique (Sotnikova, 2013) et

les résultats obtenus sont présentés dans | e tableau suivant :

Tableau 1V : Moyenne du poids et longueur des colons des souris.

Lot L ongueur (cm) Poids (mg) P/L

Témoin 8,9 428,16 48,17
Acide acétique 8,24 535,62 66,41
M édicament 931 382,93 41,92
Alcaloides50mg/kg 8,69 470,91 54,19
Alcaloide 100mg/kg 8,78 462,55 52,40

Les résultats obtenus avec le groupe de souris malades (Colite) traitées par |'acide
acétique révéle la présence d’ une inflammation aigué a cause de la relation inverse qu'il y'a
entre lalongueur et |e poids du colon par rapport au lot témoin. Cela est di al’ envahissement
du site de I'inflammation par des cellules et médiateurs tels que les cytokines pro-
inflammatoires IL-1, IL-6, IL-8, et TNFa, ce qui a augmenté la masse corporelle du colon
ainsi sadiminution qui est due aux nécroses, lésions et cedémes. De ce fait, le rapport poids/
longueur (figure 21) est plus éevé dans le groupe colique témoin par rapport au groupe non

colique.
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Figure N°21 : Effet anti-inflammatoire des acaloides totaux de Fumaria (50 et 100mg/kg)
sur la variation du rapport P/L dans le modele de colite induite par I’ acide acétique (5%). *:
significative. ** : représente des différences tres significatives par rapport au témoin. Ns: non

significative. AA : Acide Acétique, Alc : Alcaloides, Dexa: Dexamethasone.
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Le traitement des souris coliques avec les doses 50 et 100mg/kg de Fumaria a provoquée
une diminution du rapport P/L proche a celui obtenu avec le lot traité par le médicament de
référence, ce qui nous a permis de noter son effet anti-inflammatoire qui a réduit I’ état
clinique et les dégats macroscopiques induits par I'acide acétique. Mais les résultats du
rapport P/L et les observations macroscopiques (figure 22), révélent un effet meilleur de la
dose 100mg/kg. Ce qui nous permet de suggérer que les alcaloides de cette plante médicinale
Fumaria possedent des propriétés anti-inflammatoires intestinales et que la dose de 100mg/kg
était mellleure et plus efficace que celle de 50mg/kg et elle a montré une réduction
significative du DAI, en tout une améioration de I’ état clinique des souris.

A B C D

Figure N°22 : Photographies des colons récupérés des quatre lots au laboratoire
d’ expérimentation animale de la faculté SNV de I’Université A-Mira de Begaia. A : lot
témoin, B : lot médicament, C : lot 50mg /kg, D: lot 100mg/kg, M: colon enflammé ouvert et

nettoyé, S: colon sain ouvert et nettoyé.
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L'effet anti-inflammatoire intestinal des alcaloides de la plante médicinale du genre
Fumaria a éé confirmé aprés I'évaluation histologique des échantillons coliques, car cette
étude favorise la récupération de I'histol ogie colique.

[-5 Etude histologique
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Figure N°23 : Les observations histologiques dérivées de I’ évaluation de I’ histopathologie
des colons récupérés des différents lots traités G * 20 (réalisé au laboratoire de médecine de
I’Université de Bgjaia, 2017).

-



Résultats et discussion

Notre étude réalisée sur des souris NMRI abinos a abouti a des résultats intéressants et
a démontré des effets bénéfiques des acaoides de Fumaria sur la colite induite
expérimentalement par |'acide acétique, chez les souris substitut par I’ augmentation du rapport
P/L et la diminution des lésions tissulaires observées dans I’ éude histologiques des colons
des souris traitées.

L’ évaluation morphologique de la forme des colons a montré que |'acide acétique
provoque une acidification intracellulaire massive entrainant une lésion des cellules
épithéliales et une réponse inflammatoire induisant des dommages graves aux mugueuses et
une l'infiltration cellulaire, ce qui signifie que ce dernier provoque une inflammation aigué
jointe a des Iésions épithélidles et des hémorragies et la libération des médiateurs pro-
inflammatoires. La forme protonée de I'acide acétique libére des protons dans I'espace
intracellulaire en provoquant une acidification intracellulaire massive entrainant un dommage
épithéliale immense (Otari, 2012 ; Somani, 2014).

La réponse inflammatoire a été classée en fonction de I'étendue de la destruction de la
muqueuse normale: I'architecture, la présence et le degré de I'infiltration cellulaire,
I’ épaississement et |a présence ou |’ absence des cryptes. L’ analyse histologique des tissus de
la partie distale des colons a montré que les tissus coliques des souris non coliques (lot sain)
présentaient une muqueuse et une sous-muqueuse intacte. Les souris du témoin colique a
montré un cedéme sous-muqueux, une perte de crypte, une destruction de |'architecture
épithéliale, une infiltration des neutrophiles dans la muqueuse et sous-muqueuse. Les souris
traitées avec les deux doses (50 et 100mg/kg) et le dexamethasone (2.5mg/kg) ont présenté
une amélioration modérée de la réponse inflammatoire avec une légere perte des cryptes, un
cedeme sous-mugueux et une infiltration de neutrophiles dans la muqueuse. Les souris traitées
avec la dose 100mg/kg ont montré une diminution des dégéts de cette inflammation colique et
une récupération remarquable de la muqueuse. Ce résultat suggére que la dose de 100mg/kg
des acaoides de Fumaria aun effet anti-inflammatoire meilleur que la dose de 50mg/kg qui

est proche de celui assuré par le médicament de référence (dexamethasone).

Dans notre éude, les caractéristiqgues d une inflammation tel que la rougeur, le
gonflement, la douleur et la chaleur ont été suspectées chez les souris traitées avec de I’ acide
acétique, qui sont les principaux événements d'une réaction inflammatoire qui décrivent la
vasodilatation, |’augmentation de la perméabilité capillaire et la migration des macrophages

au siteinfecté atravers laparoi endothéliale, par e phénomene de diapédese, afin de stimuler
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la production des médiateurs pro-inflammatoires ( IL-1, IL-6, IL-8, et TNFa). Ce qui explique
les observations des dégéts macroscopique et microscopique engendrés par |’ acide acétique
sur les colons des souris traitées et |’augmentation du rapport P/L. Cela résulte du stress
oxydatif qui pourrait étre le facteur majeur des lésions tissulaires et de la fibrose associée a
une réaction inflammatoire pathologique, ce qui caractérise ce genre de maladies intestinales,
avec des niveaux élevés en oxyde nitrique (NO) et en espéces réactives de I’ oxygene (ERO)
pendant la colite ulcéreuse. Ce qui augmente la formation de peroxynitrite qui favorise
I'oxydation des lipides, des protéines et de I'ADN. L’augmentation de la capacité de
peroxydation lipidique due au changement dans |’ état d’ oxydation, ce qui conduit al’érosion
de la muqueuse, la distorsion et |a perte des cryptes ainsi qu’ une diminution de la capacité de
défense antioxydante du systeme immunitaire (Sotnikova, 2013 ; Vinod Prabhu et

Guruvayoorappan, 2014 ; Krishnan et al. 2014 ; Bounihi, 2016).

Le marqueur de peroxydation lipidique, |la malondialdéhyde (MDA) qui joue un role clé
dans les dommages aux tissus. Une éude antérieure avait montré qu'une augmentation
significative de MDA a eu lieu dans les tissus coliques enflammés des souris traitées avec de
I'acide acétique. Les enzymes super-oxyde dismutases (SOD) et catalase (CAT) présentes
dans les cellules gastriques sont impliquées dans les mécanismes antioxydants défensifs des
cellules qui possedent un réle antioxydant qui intervient dans |’ @imination des radicaux libres
(Crespo et al., 2008; Wang et al., 2008; Krishnan et al., 2014).

Parmi les étapes de la Réponse inflammatoire complexe dans le processus de MICI,
l'activation de NF-kB conduit a des dimeres NF-kB (p65 Et p50) qui se déplacent vers le
noyau pour favoriser la transcription des médiateurs et enzymes pro-inflammatoires (TNF-a,
IL-6 et COX-2), ce qui entraine une série de réponses en cascade inflammatoire. Le PPAR-y,
un membre de la superfamille des récepteurs des hormones nucléaires, pourrait inhiber
l'activation de NF-kB a travers plusieurs mécanismes et ensuite réprimer la transcription de
cytokines pro-inflammatoires (Kelly et al., 2004 ; De Vry et al., 2007 ; Takedatsu et al.,
2009).

L'activation du PPAR-y pourrait potentiellement réduire la sévérit¢ des MICI en
inhibant |” expression excessive de la réponse immunitaire et inflammatoire, car il joue un role
de répresseur du facteur de transcription des médiateurs pro-inflammatoires, le NF-kB. Des
études cumulatives ont montré que la surproduction de médiateurs inflammatoires libérés par
les leucocytes effecteurs détermine la gravité de la maladie et jouent un réle clé dans le

%
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maintien de I'homéostasie de I'organisme et le défi pathogene dont ils subissent certaines
modifications biochimiques et morphologiques pour exercer leurs fonctions. Ainsi que la
liaison des LPS au récepteurs de surface 4 (TLR4) des monocytes et des macrophages
déclenchant la surexpression et ensuite la sécrétion d'une variété de produits inflammatoires, y
compris TNF-a, cyclooxygénase (COX-2) et IL-6 ainsi que des quantités ¢levées de nitrate
oxyde (NO), qui contribuent ala pathophysiologie de conditions inflammatoires (Pinna et al.,
2004; Dubuquoy et al., 2006; Hume, 2008; Bosani et al., 2009 ; Desreumaux €t al., 2009) .

L’interleukine 6 (IL-6) est une cytokine qui joue un réle central dans la régulation
immunitaire et dans I'inflammation. La surproduction d'IL-6 a été trouvée dans de nombreux
types de colites, dans lesquelle elle exerce son effet pro-inflammatoire en grande partie par
I'activation des signaux transducteurs et en tant qu’activateur de la transcription. Les
macrophages activés par I'IL-6 et les cellules épithéliales du cdlon sécrétent des cytokines
inflammatoires, y compris le TNF-a et I’IL-10, qui contribuent au développement de la colite

(Suzuki et al. 2001 ; Sanchez et al. 2008).

L’ effet thérapeutique des al caloides de Fumaria est associé a une réduction significative
de l'expression de TNF-a et d’IL-6 par rapport au témoin colique (Modele DNBS), ce qui
présente la plus grande efficacité a des doses de 50 et 100 mg / kg. (Bribi et al., 2016).

La présente éude a montré que les alcaloides de Fumaria ont un effet anti-
inflammatoire intestinal significatif dans un modéle de colite expérimentale chez la souris, qui
ressemble a la RCH humaine. Cette activité pourrait étre associée a une modulation de la
réponse immunitaire intestinale puisque I'AF a pu inhiber I'expression et/ou la libération de
différents médiateurs pro-inflammatoires tels que TNF a, IL-6, ainsi que ’amélioration de
I'intégrité de la barriere épithéliale. Cela peut étre confirmé par I’ &ude menée par Bribi et ses
collaborateurs en 2015, qui a démontré que les acaloides totaux de Fumaria possédent une
activité anti-nociceptive contre la nociception associée a une inflammation chimiquement
induite qui peut étre liée a larichesse de cette plante en alcaloides isoquinoleiques tel que la
protopine, le métabolite secondaire le plus actif sur le plan pharmacologique (Rathi et al.,
2008 ; Bribi et al., 2015).

Les acaloides de Fumaria (AF) inhiberait la production et la libération du NO vu
gu’ elle a un impact sur I'expression de I'oxyde nitrique synthase inducible ('iINOS) stimulée

par les LPS qui est en corrélation avec la production de NO, dont la AF a réduit
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I’augmentation de I'expression des enzymes (iINOS et COX-2) et produit une inhibition
significative de la réaction de congestion induite par |'acide acétique par rapport au groupe
témoin. Tout cela affirme I’ effet anti-inflammatoire des alcaloides de Fumaria. (Xaus et al.
2000 ; Bribi et al. 2015).




Conclusion

Conclusion

Les plantes médicinales et leurs dérivés en métabolites secondaires, occupent de plus en
plus une place de choix en thérapeutique et constituent de véritables usines chimiques dont il
faut tirer le maximum de profit pour I’ extraction et la purification de nouvelles molécules

pour le traitement de diverses maladies chroniquestelles que les MICI.

Le présent travail a porté sur |’ évaluation de latoxicité aigué et |’ étude de I’ activité anti-
inflammatoire intestinadle des extraits de Fumaria. Pour I’ obtention des différents extraits,
nous avons réalise une extraction éthanolique par Soxlhet de la plante médicinale Fumaria.
suivie d'un protocole d'extraction des alcaloides de Fumaria. Nous avons étudié la toxicité
aigué de ces deux extraits, d' un cbté I’ extrait ethanolique a prouvé la non toxicité méme a de
fortes doses avec une DL 50 supérieure 4000mg/k, de I’ autre coté, lafraction ammoniague a

dévoilé satoxicité a une dose de 4000mg /kg.

L’ évaluation de I’ activité anti-inflammatoire des alcaloides de Fumaria administrés par
voie orale amontre que cette plante possede des effets bénéfiques sur la colite expérimentale
induite par I'acide acétique et un pouvoir pharmacologique en atténuant les caractéristiques
morphologiques et histologiques de l'ulcération colite a une dose de 100mg/kg
comparativement a celui assuré par le médicament de référence, le Dexamethasone, ce qui

soutient son usage traditionnel pour le soulagement de diverses affections inflammatoires.

Les résultats obtenus lors de cette étude sont intéressants, mais des études
complémentaires sont nécessaires pour comprendre les mécanismes moléculaires et cellulaires
de ces effets pour mieux comprendre le mécanisme d'action de ces alcaloides dont |’ usage de
la plante native reste jusque-la traditionnel et les utiliser en médicine moderne par la
détermination des mécanismes dinteraction entre ces molécules et les cellules cibles apres

I’ évaluation de la toxicité sub-chronique de ces mol écules.

-
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|.3.Appareillages et r éactifs

Pour la mise au point d’ une méthode de recherche dans le but d’ éudier latoxicité aigué et
I activité anti-inflammatoire de Fumaria, le matériel et les réactifs suivants ont été utilisés

e Une balance analytique de précision
e Agitateur magnétique

e Ftuve

e pH metre

e Soxlhet

e Seringue d'insuline et seringue de 5ml et 2,5ml
e Micropipette de 1000ul

e Ampoule a décanter

e Bécherset entonnoirs en verre

e Spatule méallique

o Cages

e Sonde de gavage

e Ciseau et Pince

e Histo cassettes

e Automate de déshydratation

e Station d enrobage

e Plaguerefroidissante

e Plague chauffante

e Microtome

e Lamesetlamelles

e Ethanol 496%

e Acide chlorhydrique (HCI) a 37%
e Ether de pétrole

e Ammoniague

e Chloroforme

e Formol

e Acide acétique a100%

e Eau physiologique

e FEaudistillée

e Xyléne

o Paraffine

e Alcool

e Heématoxyline
e Eosine

e Eukitt.



Résumeé

Les fumeterres sont des plantes médicinales traditionnelles trés utilisées pour traiter de
nombreuses maladies. Ce travail a éé consacré a |’ extraction des alcaloides totaux et a la
détermination de toxicité aigué de I'extrait ethanolique et de la fraction ammoniacale de
Fumaria et I'investigation de I’ activité anti-inflammatoire de ses alcaloides sur un modéle de
colite induite par |’ acide acétique (5%) chez des souris albinos NMRI. L’ éude de la toxicité
aigué a montré que I’ extrait ethanolique de Fumaria est pratiguement non toxique avec une
DL50 supérieure a 4000mg/kg et que la fraction ammoniague est toxique a une dose de
4000mg/kg. L’ étude de I’ activité anti-inflammatoire a monté que les deux doses utilisées des
alcaloides de Fumaia ont inhibé de maniere significative I’ inflammation induite.

Motsclés

Fumeterres, alcal oides, toxicité aigue, anti-inflammatoire, acide acétique.

Summary

The Fumaria are traditional medicinal plants that are widely used to treat many diseases. This
work was devoted to the extraction of the total akaloids and to the determination of acute
toxicity of the ethanol extract and the ammoniac fraction of Fumaria and the anti-
inflammatory activity of the alkaloids on amodel of colitis induced by the acetic acid (5%) in
NMRI albino mice. The acute toxicity study showed that the ethanolic extract of Fumaria was
practically non-toxic with a DL50 greater than 4000mg/kg and that the ammonia fraction is
toxic at a dose of 4000mg / kg. The study of anti-inflammatory activity showed that the two
doses used of Fumaia alkaloids inhibited significantly the induced inflammation.

Key words

Fumaria, alkaloids, acute toxicity, anti-inflammatory, acetic acid.
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