N° d’ordre :

N° de série :
. dgnd) Al Jhagal) Ay il ) &y s s
/Léﬁ ﬂ% REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
S (alad) i) g Mad) agdal) 3135

S MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA
veint D6 oot RECHERCHE SCIENTIFIQUE
30 i dan agdd) daala
UNIVERSITE D’EL-OUEDECHAHID HAMMA LAKHDAR
Slal) g dumulal o el Al
FACULTE DES SCIENCES DE LA NATURE ET DE LA VIE

iy 5 A 1Y) Ly sl ) i
DEPARTEMENT DE BIOLOGIE CELLULAIRE ET MOLECULAIRE

MEMOIRE DE FIN D’ETUDE

En vue de I'obtention du diplome de Master Académique
Filiere : Biochimie
Spécialité : Biochimie Appliquée

THEME

Evaluation de ’effet gastroprotecteur

du grenadier (Punica granutum L)

sur l'ulcére induit par I'éthanol sur des rats Wistar

Promoteur : Présente par :
Mme TOUMI Ikram BAGHDADI Islame

Devant le jury

Dr. Guemouda Messouda Président Université d'Eloued
Mr. Bouali Noureddine Examinateur Université d'Eloued
Mr. Toumi lkram Encadreur Université d'Eloued

Année universitaire : 2019/2020



NOTE

Aux chers jury,

J'ai fait un gros effort dans la partie pratique, et les souris ont
eté abattues le 15 mars 2020, ce jour-1a, la quarantaine a
commencé et I'estomac et le foie et les reins ont été récuperés
pour des tests du stress oxydatif (MDA , glutathion et le catalase
) , les coupes histologiques et I’image j .

J'ai contacté des laboratoires privés et publics a lI'intérieur de la
Wilaya et a l'extérieur de la Wilaya , mais ils ont
malheureusement refusé de le faire en raison de I'existence des
conditions de la pandémie, Covid 19.

J'espere gue vous me comprenez et merci pour votre
géeneérosité .
% Les laboratoires contactés :Mordjane , Bayane , El majd, Ben Bordi ,Niha (Annaba)
,Messaid (Ouargla ) et les laboratoires des hopitaux .

MERCI

BAGHDADI Islame



ectieaces

Je dédie ce modeste travail,

A mes chers parents

A mon cher mari

A mes chers fréres et chéres saeurs

A la famille BAGHDADI et la famille AHMED SALAH

A tous mes amis et collegues de promotion

A tous ceux ou celles qui me sont chers, et qui ont participé
de pres ou de loin a la réalisation de ce travail et que jai
omis involontairement de les citer.

ISLAME



@Wd‘d

Remerciement et Louage au Seigneur des Mondes « & » [e tout
puissant, le tres miséricordieux qui nous a donné la santé, la force,
le courage et ['opportunité de mener ce travail a terme

Les plus vifs remerciements et la profonde gratitude vont bien
évidemment a Madame TOUMI IRram pour avoir accepté de nous
encadrer. Son dynamisme, sa Disponibilité, son aide et ses précieux
conseils, nos ont permis d avancer, Elle a suivi sans reldche et avec

beaucoup d’intérét le déroulement de ce travail.

Nous tenons a remercier les membres du jury, ...... Pour avoir
accepté de présider le jury et d évaluer notre travail.
On remercie vivement ...... pour avoir accepté d examiner notre
travail.
Nous ne pouvons oublier de remercier [ensemble des enseignants,

et des dirigeants de département de Biologie.

Tous ceux qui ont contribués de prés ou de loin pour la réalisation
de notre travail.

%Wﬂmdm.



Liste des abréviations

AA: acide arachidonic
AINS : anti-inflammatoires non stéroidiens

ADP: adenosine diphosphate

AMP: adenosine monophosphate

ATP: adenosine triphosphate

APG 11 :angiosperm Phylogeny Group. Il

CAT : catalase

COX-1: cyclooxygénase 1
COX-2: cyclooxygenase 2

Ca2+ : calcium

DPPH :diphenylpyryl-hydrazyl

ERO : espéces réactives de I’oxygene

ECL: enterochromaffin-like

flavonoides totaux :FVT

GPx : glutathion peroxydase

GSH : glutathion endogéne

GOT : transaminase flutanique oxaloacétique.
H+ : hydrogéne

H202: hydrogen peroxide
HCL: hydrochloric Acid
HCO3- : bicarbonate

IPP : inhibiteur de la pompe a proton
ALAT : alanine aminotransférase

ASAT : aspartate aminotransférase


https://fr.wikipedia.org/wiki/Angiosperm_Phylogeny_Group

LDH : lactate Déshydrogénase

MDH : Malate Déshydrogénase.

MDA: Determination of malondialdehyde
PH: hydrogen potential

PG-E2: prostaglandine E2

PEB : Poids de I’Extrait Brut (g) .

PMV :Poids de Matiére Végétale (g)
PPT : polyphénols totaux

R : Rendement .

SOD ; Isuperoxyde dismutase

SHNP : groupements sulfhydryliques non protéiniques
TGP : transaminase Glutamate pyruvate.

UG : ulcére gastrique



Liste des figures

N° TITRES Pages

01 Anatomie interne et externe de 1’estomac 05

02 Histologie de I’estomac 06

03 Sécrétion de la pepsine par les cellules principales 07

04 Mécanisme de la sécrétion du HCI par les cellules pariétales 09

05 Mécanisme intercellulaire de la stimulation de la sécrétion de 1’acide 10
gastrique

06 Représentation schématique de I’épithélium superficiel de la muqueuse | 11
gastrique et les cellules de mucus

07 Représentation schematique des deux mécanismes majeurs de 12
régénération et restitution épithéliales

08 Les facteurs protecteurs et agressifs de la mucus gastrique 14

09 Représentation de 1’ulcére gastroduodénal 15

10 Classification anatomo-pathologique des pertes de substance gastrique | 16

11 Mode d’action des AINS 18

12 Photographie de la grenade (Punica granatum L.) 28

13 Les plantes en macération 30

14 L’extrait aqueux dans 1’évaporateur rotatif 31

15 Protocole de préparation de 1’extrait aqueux 32

16 Forme libre et réduite de DPPH®° 35

17 Pourcentage d'inhibition et valeurs 1C50 de extrait aqueux de Punica 41
granatum .

18 Taux des ASAT et ALAT dans les trois lots. 43

19 Taux de creatinine et urée dans les trois lots. 43

20 Taux de glycémie dans les trois lots. 44

21 Photographie originale des estomacs des rats de lot traités par le 45
grenadier

22 Photographie originale des estomacs des rats de lot traités par le 45
Ranitidine.

23 Photographie originale des estomacs des rats de lot témoin ulcéreux 45
par I’éthanol (Témoin +).

24 Photographie originale des estomacs des rats de lot témoin traité par 46

1’eau physiologique seulement (Témoin -).




Liste des tableaux

N ° TITRES Pages
01 Essais phytochimiques d'extrait aqueux de Punica granatum 40
02 Taux de phénols et flavonoides dans 1’extrait aqueux de Punica 40
granatum .
03 Valeurs de quelques parametres biochimiques chez les rats des quatre | 42
lots.
04 Valeurs de référence de quelques parametres biochimiques chez lerat | 42




Sommaire

Sommaire

Dédicace

Remerciement

Abréviations

LiSte de fIgUIES ..ottt

Liste de tablEaUX ... .ouuineit e

L5313 ot L Te7 T ) s R

Premiere partie: Synthese bibliographique
Chapitre I : L eStOmac .........o.ooiiiiiiii e e e page 03
I 11051 - T PP page 04
N 21 1) 11 (<SP page 04
1.2-Histologie et physiologie gastriqUe .............c.oovviiiiiriiiiiieeeeeeeeae, page 05
1.3-Physiologie des sécrétions gastriques ...........c.ooeiiuiiiiiiiiiiiiiiiaieieaeannn page 06
1.4-Mécanisme de la SECTEtioN aCIde ........couuiiiiieii i, page 08
1.5-Régulation de la SECTEtion GaASIIIQUE .. ...uivnniiieeeneeite ettt eees cieaenes page 09
1.6-Mécanisme de défense de la barriére mMuqUEUSEe ............ccoeeviiiiiiiiiiniiinne, page 11
2-PatholO@Ies aStTIQUES .....eneitt ettt e et et et et e e page 13

2.1. Les pathologies liées au stress oXidant ...........ooooeviiiiiiiiiiiiiiiii e, page 13
2.2, Stress oxXydatif gastriqQUe .......c.oneinii i page 13
2.3, UICETE GASIIIQUE ...ttt ettt et et et et ettt e e et e e e e te e e page 14
B2 T8 TR B 1< i1 115 1 ) A PO page 14
2.3.2. PhysiopatholOgie .......couoiiii i page 15
2.3.3. Facteurs d’agression de la muqueuse gastrique ...........ooevvviiniiiiininneennannn. page 16
2.3.4. Les symptomes de ["ulcere gastrique ........ovvviiiiiiiiiiiiiiiei e, page 19

2.3.5 Mécanismes physiologiques de défense contre I’ulcere gastrique .................. page 19




Sommaire

2.3.6 Traitement de ’ulcere gastrique .........o.vviiiiiiii e, page 19
2.3.7 Intoxication Ethylique ..........c.ooiiiiiiii e page 20
2.3 8 RANIIAING ..ottt page 21
2.3.9 MOde A aCHION ...vietitt ettt e page 21
Chapitre 11 : La phytothérapie ..o e e, page 22
1. Médecine traditionnelle ..........oooviiiiiiiiiiii s pppee s page 23
2. Phytoth@rapie ... .ot page 23
3. les plantes MEAICINALES ........oieuiiii i page 23
3.1 Origine des plantes médicinales ..............ooiiiiiiiiiiiiii i page 23
.3.2 Utilisation traditionnelle des plantes médicinales .....................ocoiiiiiinnn. page 24
.3.3 Role des plantes médicinales en modern .............coooviiiiiiiiiiiiii i, page 25
.3.4 Danger des plantes médicinales .............ooiiiiiiiiiiiii i, page 25

Deuxieme Partie: Partie Pratique

Chapitre I: Matériels et MEthodes ...........oooiviiiiii et e page 27
AMaAteriel ... page 28
L1 Matériel Vegetal .......ooeieii i e page 28
O O 57 T4 =) - T [ page 28
1.1.1.1 Description DOtaniqUe ..........oeiniiiii e page 28
1.1.1.2 Classification bOtanique ............cooiriiriiitiitiit i i eeiteeeeeanans page 29
1.1.1.30rigine g€ographiqUe ...........couiuiitiitiitii i page 29
1.2 Matériel animal ...........ooiiiiiiiii e page 29
1.3 Matériel d’étude au [aboratoire ............coeviiiiiiiiiii i page 30
2 MEMOAES ... page 30
2.1 Préparation de I’eXtrait AQUEUX.........ovueintiiiiett ettt ettt ettt eeenneaneeaans page 30
2.2 Calcul du rendement de I’eXtrait ............oouiiuiiiiiiiiiii e page 31
2.3 Les analyses phytoChimiQUES ..........oooniiniiri e page 33
231 ALCALOTAES. ..ottt page 33

2.3. 2 FIaVONOTA@S ... ettt page 33

2.3 3 TerPenOTAES ..ot page 33




Sommaire

2.3 A4 PRENOLIC «.uee e page 33
2.3 5 TANNINS .. .ut ittt page 33
2.3.6. SapoNn0sides : TeSt A8 MOUSSE .......ouirintinterietiet et page 33

2.4 Les analyses quantitatives (Dosage des antioxydants) ...............c.cceeeviiinnann... page 34
.2.4.1 Dosage des polyphénols totaux (PPT) .........coooiiiiiiiiii i, page 34

.2.4.2 Dosage des flavonoides totaux (FVT) .......coooiiiiiiiiiiiiiiiieen page 34
.2.4.3 Test du DPPH (diphenylpyryl-hydrazyl) .........ccccooviiiiiiiiiiiiann, page 34

2.5 Dosage des paramétres biochimique dusang ...............oooviiiiiiiiiiiiii i, page 36
.2.5.1 Dosage de I’aspartate aminotransférase (ASAT) .......ccooviiiiiiiiiiiiiinn.n. page 36
2.5.2 Dosage de I’alanine aminotransférase (ALAT) .......ocoviiiiiiiiiiiiiiiiiinn page 36
2.53D0sage dulurée .......oo.oiniiiii page 37
2.5.4 D08age de CreatiNINe .......vvutentintt ittt et et et et erte e eeaeaneeeenaann page 37
2.6 Etude de I’activité anti-ulCere ............oooeiiuiiiiiii e page 37
.2.6.1 Modéle d’ulcere induit par I’éthanol ... page 37
.2.6.2 Sacrifice des animaux, récupération de I’estomac, les reins et le foie ......... page 38
CHAPITRE I1: Résultats et DISCUSSION. .........c.iiiiiiii e page 39
U RESUILALS Lo e page 40
1.1 Les analyses qualitatifs (Les analyses phytochimiques) ................cceveninee ... page 40
.1.2 Les analyses quantitatives (Dosage des antioxydants) ................cooeviiviinnn. page 40
1.3 Dosage des paramétres biochimique dusang ..............ccooeviiiieiiiiiiniinnnn.n. page 42
.1.4 Etude de ’activité anti-ulCere ............cooeiiuiiiiiiii e page 44
1.5 Observation MaCTOSCOPIQUE ... vuuurennrteneteenteenntereneenneeenteenneeanneenneaenneees page 44

2 DASCUSSION ...ttt et ettt e e e et e e et e et et e ettt page 47
2.1 Caractéristiques phytochimiques du Punica granatum .......................ccceeeen. page 47
2.2 Dosage des paramétres biochimique dusang ...............ccvviiiiiiiiiiienann... page 48
L7073 To] 11 3103 page 50

Références bibliographiques
Annexes

Résumé




INTRODUCTION

Introduction

L'ulcére gastrique est I'un des désordres gastro-intestinaux les plus répandus, il touche
approximativement 10% de la population mondiale, particulierement les populations des pays
non industrialisés (Borelli et 1zzo., 2000). C’est une affection chronique, d’une étiologie
multifactorielle qui se produit en raison d’un déséquilibre entre les facteurs agresseurs et les
facteurs de défense (Lakshmi Srinivas et al., 2013). L’ulcére gastrique est une l1ésion de la
mugqueuse gastrique, caractérisée par une nécrose, une infiltration de neutrophiles, une réduction
du débit sanguin, induction de stress oxydatif, et la sécrétion de médiateurs inflammatoires
(Amirshahrokhi et Khalili, 2015). Ce désequilibre est souvent di soit a des facteurs exogénes qui
incluent I’infection par Helicobacter pylori, le stress, 1’alcool, I’ingestion des anti-
inflammatoires non stéroidiens (AINS), et le tabagisme, soit a des facteurs endogenes tels que
I’acide chlorhydrique, la pepsine, et les espéces réactives de I’oxygeéne (ERO) (Rozza et al.,
2012). Pour éliminer les EROs, la cellule gastrique a recours a plusieurs antioxydants
enzymatiques tels que la catalase (CAT), la superoxyde dismutase (SOD), la glutathion
peroxydase (GPx) et non enzymatiques tels que le glutathion endogene (GSH) et les
groupements sulfhydryliques non protéiniques (SHNP), mais la génération excessive de EROs
pendant ’ulceére augmente la peroxydation lipidique et épuise ces systémes antioxydants

(Boligon et al., 2014) .

Dans le tractus gastro-intestinal, 1'exposition a I'alcool peut nuire a la motilité de I'cesophage,
de l'estomac et des intestins, ainsi qu'a la capacité d'absorption intestinale. Il peut générer des
Iésions muqueuses et méme une cancérogenese (Bujanda,2009; Bode et Bode,1997) . L'éthanol
est un agent nocif associé a de multiples pathologies. Il est appliqué par voie orale chez les
animaux de laboratoire pour provoquer des lésions gastriques aigués et des ulcéres (Cadirci et
al,2007). Le mécanisme des dommages induits par I'éthanol est complexe et n'est pas
complétement compris. L'éthanol perturbe I'intégrité de la muqueuse gastrique en exfoliant les
cellules, ce qui augmente sa perméabilité et provoque parfois des saignements (Melchiorri et al
1997). L'extravasation de neutrophiles sur le site de la blessure augmente la concentration
d'espéces réactives de I'oxygene (ROS) et d'autres médiateurs de I'inflammation, provoquant des
dommages oxydatifs ayant des effets délétéres sur les cellules. Il a été démontré que le stress
oxydatif joue un réle dans les Iésions de la muqueuse gastrique induites par I'alcool (Pan et

al,2008; Arda-Pirincci et al,2006). 1l a été rapporté que divers produits botaniques possedent une
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activité antiulcéreuse, mais la littérature documentée est centrée principalement sur 1’action
pharmacologique chez les animaux de laboratoire. A I'exception de quelques composés
phytogéniques, les données cliniques disponibles pour appuyer l'utilisation des herbes en tant
qu'agents gastro-protecteurs sont limitées, de sorte que les données d'efficacité et de sécurité sont
limitées. Malgré cela, il existe plusieurs produits botaniques avec des applications thérapeutiques
potentielles en raison de leur haute efficacité et de leur faible toxicité. Enfin, il convient de noter
que les substances telles que les flavonoides, I'aescine, le gel d'aloés et beaucoup d'autres, qui
possédent une activité anti-ulcéreuse, revétent une importance thérapeutique particuliére, car la
plupart des médicaments anti-inflammatoires utilises en médecine moderne sont ulcérogenes
(Kokate et al,2007 ; Parmar et Parmar, 1998).

Le but de cette étude était d'évaluer I'activité antiulcérogéne possible de 1’extrait aqueux de
pinus , contre les ulcéres gastriques induits par I'éthanol chez la souris. Pour explorer les
mécanismes d'action possibles, nous avons examineé les enzymes de défense antioxydantes (la
catalase et la superoxyde dismutase), ainsi que le niveau de peroxydation lipidique (MDA) et les

modifications macroscopiques de la muqueuse gastrique.
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CHAPITRE 1 L’estomac

I-Estomac

1-Anatomie

L’estomac (Figure 1) est un segment dilaté du tractus gastro-intestinal (Delmas et al., 2008), en
forme de j majuscule, de 25 cm de long (haut) sur 12 cm de large, présentant une grande courbure
a gauche et une petite courbure a droite, du coté du foie (Lacour et Belon, 2015). Placé entre
I’cesophage abdominal et ’intestin gréle, il commence au cardia et se termine dans I’intestin par

le pylore (Drake et al, 2006). L’estomac est subdivisé en quatre régions internes :

e Le Cardia, qui entoure I’abouchement de 1’cesophage dans 1’estomac (Delmas et al.,
2008).

e Le fundus gastrique, qui est la région située au-dessus de I’orifice du cardia (Lacour et
Belon, 2015).

e Le corps de ’estomac, qui est la plus grande région et recouvre le reste de 1’estomac
(Lacour et Belon, 2015).

e La portion pylorique, constitue la portion distale de 1’estomac et divisé en antrum et

canal pylorique (Marieb et Hoehn, 2010).
Les éléments externes de 1’estomac sont :

e La grande courbure, qui est le lieu d’insertion du ligament gastrosplénique et du grand
omentum (Marieb et Hoehn, 2010)

e L’incisure cardiale, qui est I’angle supérieur créé par la pénétration de 1I’cesophage dans
I’estomac

e L’incisure angulaire, qui est inflexion dans la petite courbure (Drake et al., 2006).

e La petite courbure qui est le lieu d’insertion du petit omentum

Page 4



CHAPITRE 1| L’estomac

Grande courbure

Figure 1 : Anatomie interne et externe de 1’estomac (Adapté d’aprés Rouviére, 2002)

2-Histologie et physiologie gastrique

La paroi gastrique présente quatre couches fonctionnelles distinctes, représentées, de I’intérieur
vers I’extérieur, par : la muqueuse, la sous-muqueuse, la musculeuse et la séreuse (péritoine
viscéral) (Figure2a).

¢ La muqueuse : Une couche profonde, épaisse de 0,3 a 1mm, elle comporte un revétement
épithélial soutenu par un tissu conjonctif appelé chorion (Marieb etHoehn, 2010). Cette couche
possede quatre types cellulaires différents :

— Les cellules principales qui produisent le pepsinogeéne et la lipase gastrique (Stevens et Lowe,
2006).

— Les cellules pariétales (cellules bordantes) qui sécrétent de 1’acide chlorhydrique et le facteur
intrinseque (Tortora et Derrickson, 2010).

— Les cellules a mucus (cellules du collet), qui ont le réle de protection de la surface de
I’estomac contre 1’agressivité de 1’acide chlorhydrique (Lacour et Belon, 2015).

— Les cellules neuroendocrines gastriques (cellules «G»), qui sécréetent la gastrine sous la
stimulation du systéme parasympathique et des peptides gastriques (Heath et al., 2008).

e | a sous-muqueuse : est constituée d’un tissu conjonctif assez dense, riche en plasmocytes,
mastocytes, lymphocytes isolés et polynucléaires éosinophiles. Elle contient des vaisseaux
sanguins, des neurofibres et follicules lymphatiques (Marieb et Hoehn, 2010).

Page 5



CHAPITRE 1| L’estomac

e La musculeuse: Elle contribue au processus de brassage et de progression du bol alimentaire.
Elle comporte trois types de fibres musculaires lisses, longitudinales externes, circulaires
moyennes et obliques internes (Lacour et Belon, 2015) .

e La séreuse : Enfin, la tunique externe ou la séreuse, est formée de tissu conjonctif lache

recouvrant d’une seule couche de cellules aplaties et composant le péritoine viscéral (Marieb et
Hoehn, 2010).

Crypte de l'estomac , C‘”"ﬂ i mocus
,&/ 1 85 (sécrétent d: mucus)
si Celules 3 macus du
‘Q"' :’:':‘()skroton du

* le facteur intrinsique)

S . Cellules pariétales
v u ~ (séerétent be HO ot

.f C eliules prmcipales

stel __— D (mmm du

L pepsinogéne et de la
TN lipase gastrique)

Musculeuse — Crcviaire

. ; ‘7‘\\ @, Cellules G productrices
| 5 d'bormose ( sécretent
’..:.?.:’-.‘t: b h ‘l‘m)

(a) ()

Figure 2: Histologie de I’estomac. (a) coupe longitudinale de la tunique de la paroi de 1’estomac. (b)

schéma agrandi des types de cellules qui la compose (Marieb et Hoehn, 2010 ;Lacour et Belon, 2015).
3-Physiologie des sécrétions gastriques

Le principal réle de I'estomac est de transformer les aliments a I'état de chyme semi-liquide afin
de les rendre acceptables pour I'intestin. Parmi les multiples et différentes fonctions, motrice,
d’extrusion, d’absorption, sensorielle, endocrine et humorale, assurées par 1’estomac, la fonction
sécrétoire est un élément capital de la digestion (modification mécanique et chimique de la
nourriture) (Lacour et Belon, 2015).

L’estomac sécréte en moyenne 2 a 2,5 litres de suc gastrique par vingt-quatre heures chez les
jeunes sujets, avec 400 ml sécrétés pendant les 12 heures de repos nocturne. Le suc gastrique est

un liquide incolore, limpide et acide (pH compris entre 1,5 et 2,5) (Lacour et Belon,2015) , il est

Page 6



CHAPITRE 1 L’estomac

principalement constitué de substances minérales et organiques.

Les substances minérales :

- L’acide chlorhydrique (HCI): est sécrété par les cellules bourdantes. La production d’ions
H+ est assurée par la dégradation de I’acide carbonique H2CO3, formé a partir du CO2
intracellulaire et de I’eau grace a une enzyme 1’anhydrase carbonique

(Dadoune et al., 2000). 1l agit comme désinfectant contre les bactéries et les virus qui sont

absorbés avec la nourriture (Menche, 2006).

- Les bicarbonates : sont secrétés par les cellules a mucus et restent confinés en majorité dans
la couche de mucus participant a la défense de la muqueuse gastrique contre 1’acidité. Elle est

stimulée par les prostaglandines qui ont un réle cytoprotecteur (Lacour et Belon, 2015).
-Substances organiques

- Le Pepsinogéne: est la forme inactive de la pepsine qui est activé par 1’acidité gastrique
(Lacour et Belon, 2015). Il est produit par les cellules principales (Figure 3) et sa libération dans
des conditions acides par exocytose provoque son clivage en pepsine, une enzyme protéolytique
(Pearson et Hutton, 1998).

Pepsinogen —’rP\Qpem

a HCI
‘”
s=t | &%
| ‘,’c. MUY cellules
= — = pariétales

Cellules
principales

Celliule
Entervcendocrine

Figure 3: Sécrétion de la pepsine par les cellules principales (Pearson et Hutton, 1998)

- Le mucus : le mucus est synthétisé par les cellules de surface de la muqueuse gastrique ainsi
que par les cellules annexes glandulaires. Son principal role est la protection de la muqueuse
contre 1’agression de 1’acide chlorhydrique et de la pepsine (Menche, 2006). La sécrétion de
mucus est stimulée, comme celle des bicarbonates,par les prostaglandines (Lacour et Belon,
2015).
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CHAPITRE 1 L’estomac

- Le facteur intrinseque, glycoprotéine captant la vitamine B12 dans la lumiére gastrique pour

étre ensuite absorbée au niveau de I’intestin gréle (Drouet et al., 1991) .

.- La lipase gastrique : est sécrétée par les cellules principales. Elle est active en milieu acide,
et hydrolyse les triglycérides en diglycérides et acides gras par coupure de liaisons ester externe
(Lacour et Belon, 2015).

4-Mécanisme de la sécrétion acide

La sécrétion de I’acide chlorhydrique (HCI) est assurée via L’ ATPase H+/K+ ou pompe a
protons. Cette derniére, constituée de deux sous unités a et § sous forme dimérique ou
tétramérique, est située au niveau de la membrane apicale des cellules pariétales (Silbernagl et
Despopoulos, 2001).

Le phénomeéne de sécrétion débute par 1’insertion des canalicules dans la membrane luminale
des cellules pariétales et I’ouverture des canaux Cl- et K+, I’augmentation de la concentration

locale de K+ active la H+/K+ ATPase qui permet la libération des protons.

Cette sécrétion est effectuée par des échanges entre ions (H+ cytoplasmiques contre K+ issus de
la lumiére gastrique). Cet échange s'accompagne de la libération d'un ion Cl- formant I'acide

chlorhydrique (HCI) qui sera déversé dans la lumiére gastrique (Kirkiacharion, 2010).

Les ions H+ sécrétés par les cellules pariétales proviennent de la dissociation du H2CO3 formé
a partir du CO2 et H20 sous I’action de I’anhydrase carbonique. Les ions bicarbonates (HCO3-)
sont éliminés dans le sang en échange d’ions CI- au pole basolatérale de la cellule (Figure 4)
(Marieb et Hoehn, 2010).

Au fur et a mesure que les ions H+ sont pompés vers le milieu extracellulaire, les ions HCO3-
s’accumulent a I’intérieur des cellules pariétales, puis seront éjectés dans le sang a travers la

membrane plasmique du pdle basal des cellules sanguines capillaires (Marieb et Hoehn,2010).

Il existe ainsi une importante variation du pH plasmatique en cours de digestion. L’arrét de la
sécrétion acide est lié au repli dans la cellule des canalicules sécrétoires (Silbernagl et

Despopoulos, 2001; Lacour et Belon, 2015) .
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Antiporteur f 1)
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Figure 4 : Mécanisme de la sécrétion du HCI par les cellules pariétales (Marieb et Hoehn,2010).

5-Régulation de la sécrétion gastrique

La sécrétion du suc gastrique est régie par des facteurs nerveux et hormonaux. La vue, I’odeur,
et le godt des aliments déclenchent des reflexes de la partie parasympathique du systeme
nerveux autonome, qui induisent 1’inhibition ou la stimulation de la sécrétion gastrique

(Chevallier, 2005; Marieb et Hoehn, 2010) .

0,

+« Les stimulants de la sécrétion gastrique

Les trois stimulants de la sécrétion acide des cellules pariétales sont:

¢ L’histamine : produit par les histaminocytes ou cellules entéro chromaffines-like (ECL)
(Figure 5) (Lacour et Belon, 2015). Elle stimule les cellules pariétales voisines par voie paracrine
via des récepteurs H2 couplés a I’adénylcyclase, qui transforme I’ATP en AMP cyclase, ce qui
augmente la sécrétion du HCI (Vallot et al., 1996).
e La gastrine : provient des cellules G de I’antre pylorique (Vander, 2001), sa sécréetion est
stimulée par la présence d’aliments dans la cavité gastrique et elle est inhibée par I’augmentation

de la concentration des ions H+ via la somatostatine (Beaugerie et al.,2014). Elle agit par voie
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endocrine sur les cellules pariétales et les histaminocytes en stimulant la libération d’histamine
(Lacour et Belon, 2015).

o L’acétylcholine : libéré par les neuro.nes post-ganglionnaires du systeme parasympathique, il
joue un rdle prépondérant dans la stimulation de la sécrétion d’acide, de gastrine et d’histamine.
L’acétylcholine stimule également la sécrétion de pepsinogene par les cellules principales via
I’augmentation de la concentration en Ca2+ (Figure 5) (Ader et al., 2006; Lacour et Belon,
2015).

HCI AA, peplides

Lumiére gastique

Parol
gastrique

........

Nerf vague (X)

Reflexes
Jﬁwhoﬂm& (pensée, golt, vue, odorat,

contact bouche, cesophage)

Distension gastrique

Figure 5: Mécanisme intercellulaire de la stimulation de la sécrétion de 1’acide gastrique
(Lacour et Belon, 2015).

0,

% Les inhibiteurs de la sécrétion gastrique :

Les principaux inhibiteurs de la sécrétion acide sont :

¢ La somatostatine : un puissant inhibiteur de la pepsine et de la gastrine. 1l est principalement
sécrété par les cellules D de I’antrum a la suite de I’augmentation de la concentration des ions
H+ dans la cavité gastrique (Pearson et Hutton, 1998;Rhoades et Tanner, 2005).

o La sécrétine : est une hormone digestive duodénale qui participe également a I’inhibition de la
sécrétion pariétale acide. Elle est libérée dans la circulation sanguine en réponse a I’arrivée de
nutriments dans le duodénum (Kierszenbaum, 2006).

¢ Les prostaglandines : produites par les cyclo-oxygénases, essentiellement les PGE2, elles

demeurent un facteur critique de ’homéostasie gastrique. La prostaglandine E2 inhibe la
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sécrétion acide, et la fluctuation de son taux au cours d’un traitement par 10 AINS est une
préoccupation majeure en ce qui concerne le maintien de I’intégrité de la muqueuse gastrique

(Salena et Hunt, 2005).

6. Mécanisme de défense de la barriere muqueuse

e e mucus : C’est un film continu qui assure une protection physique et chimique contre
I’acidité et les enzymes du suc gastrique ; la sécrétion de mucus est stimulée par les
prostaglandines (Lacour et Belon, 2015). (Figure 06):

v Role du mucus :

= il protége conter des agressions mécaniques par son effet lubrifiant.

= il protége conter 1’auto — digestion de I’estomac par la pepsine en inactivent celle qui est ou
contact de la couche qu’il forme a la surface de la muqueuse (mais il est sans effet sur celle qui
est dans la lumiere et est mélangée aux aliments).

= étant alcalin, il protége contre I’attaque acide en neutralisant HCI de sorte que i pH est neutre
ou contact de la muqueuse (mais il est sans effet sur HCI libre dans la lumiére) (Sherwood,
2015) .

H', H H H
Pepsinogéne
et HCI / s ‘ s s 2.0
Mucus - P f Gradiant
I " HCO, Mucus Mucus de pH
" ‘ ey ' 7.0
\(7 tat e tas

[
© .90 .0 0

Cellules a mucus

:.s,'.:'lr‘.:,',l.:.t.f,__t; ZRRE mw \ (Y] (1Y)

=
Cellules > X
epithéliales f’; 5 %\
5 ¢
6 Cellules parietales

1 U

Figure 06 : Représentation schématique de 1’épithélium superficiel de la muqueuse gastrique et

les cellules de mucus (Bado et Sobhani, 2011).

e Les prostaglandines: conservent 1’intégrité de la barriére muqueuse gastrique en stimulant la
sécrétion du mucus gastrique et de bicarbonates, freinant la sécrétion de HCL, elles permettent la
dilatation des vaisseaux de la muqueuse et favorisent un meilleur apport en oxygene pour les
cellules (Dine et al., 2008).
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e Le bicarbonate: il est sécrété par les cellules a mucus, participant a la défense de la muqueuse
gastrique contre 1’acidité gastrique, la sécrétion des bicarbonates est fortement stimulée par les

prostaglandines qui ont un réle cytoprotecteur (Bado et Sobhani, 2011).

+ Renouvellement tissulaire épithélial : Le maintien de I’intégrité tissulaire épithéliale est
assuré par deux processus Complémentaires (Figure 07) :

v" La régénération continue qui se fait via la prolifération et la différenciation des cellules
souches progénitrices. Ce processus est responsable de 1’auto-renouvellement de la muqueuse
épithéliale et dure tout au long de la vie adulte. La régénération tissulaire a partir des cellules
souches somatiques multipotentes est un mécanisme proéminant au niveau des mugqueuses
épithéliales (Alison et al., 2006; Blanpain et al., 2007).

v’ La réparation tissulaire (restitution) qui permet la restitution rapide des lésions
superficielles de la muqueuse. La ré-épithélialisation se fait par migration des cellules
avoisinantes vers le site de la lésion. Ce processus commence quelques minutes apres la lésion
(Silen et al., 1985; Hoffmann, 2005).

Réparation rapide des lésions
superficielles par migration
cellulaire {minutes /heures)

Restitution

Myofibroblaste sub-épithélial & y
[ T
Y Renouvellement continu via la
Stroma @ différenciation de cellules
souches (jours/mois)
o [l B Régeneration
Division asymétrique & "% Cellule amplifiant le transit
Division symetrique Niche des cellules souches somatiques
'* Membrane basale

Figure 07 : Représentation schématique des deux mécanismes majeurs de régénération et
restitution epithéliales (Silen et al., 1985; Hoffmann, 2005).
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| 1-Pathologies gastriques

Comme tout autre organe, 1’estomac est sujet a plusieurs pathologies, telles que les
gastrites, reflux bilieux duodéno-gastrique sans retentissement muqueux évident et ulcére

gastrique (Ibara et al., 1993). Notre étude s’intéresse a la maladie ulcéreuse gastroduodénale

1. Les pathologies liées au stress oxydant
Dans I’état actuel des connaissances, nous pouvons avancer les certitudes suivante concernant le
stress oxydant et les problémes de santé qui en découlent (Gil del Valle et al.,2013). L’oxydation
des lipides et celle de I’ADN via la formation de dérivés toxiques de I’oxygene sont
respectivement impliquées dans le développement de maladies cardiovasculaires et du cancer
(lesgards et al., 2002). Le rdle du stress oxydant dans la relation syndrome métabolique — diabéte
de type Il — maladies cardiovasculaires est de plus en plus établi (Kusano et Ferrari, 2008). Les
maladies dégénératives seraient imputables au stress oxydatif généré par les radicaux libres
(Lesgards et al., 2002). Par conséquent, il est de plus en plus évident que nos défenses naturelles
ne suffisent plus a combattre ces ennemis. Nous observons aujourd'hui un déséquilibre en faveur
des radicaux libres sur les defenses naturelles de I'organisme. Cette montée en faveur des
radicaux libres explique, en partie du moins, la recrudescence des cas d’ Arthrose et polyarthrite

rhumatoide (Henrotin et al., 2005) et de I’Inflammation (Zafrilla et al., 2002).
2.Stress oxydatif gastrique

Au cours du stress oxydatif gastrique, le déséquilibre des facteurs agressifs et protecteurs de
I’estomac joue un role essentiel dans I’hémorragie gastrique et la formation d’ulcére (Figure 08).
La surproduction des especes réactives de I’oxygene (ERO) a été considérée comme 1’un des
principaux facteurs pathogénes qui entraine directement des dommages oxydatifs, y compris la
peroxydation des lipides, I’oxydation des protéines et des 1€sions de I’ADN, qui peuvent

conduire & la mort cellulaire (Chai, 2011).
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Figure 08 : Les facteurs protecteurs et agressifs de la mucus gastrique (Costanzo, 2012).
3.Ulcére gastrique

3.1. Définition

Ulcére de I'estomac (également appelé ulcére gastrique UG), est une plaie ouverte, caractérisée
par une perte macroscopique de substance d'un épithélium cutané ou d'une mugueuse, atteignant
en profondeur la musculeuse d’une part, et d’autre part par une réaction inflammatoire profonde
et qui a pour particularité de ne pas avoir tendance a cicatriser spontanément, il est a différencier
des érosions et abrasions (muqueuse) et ulcérations (sous — muqueuse) qui sont plus
superficielles et n’atteignent donc pas la musculeuse et ne laissent pas de cicatrice en guérissant
I1 s’agit d’une affection chronique qui évalue par pouss¢, symptomatiques ou non, elle est aussi

récidivante (Zeitoun et al., (2014).
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Figure 09: Représentation de 1’ulcére gastroduodénal (Inspirée par Lacour et Belon, 2015)

3.2. Physiopathologie

La physiologie de la lésion de la muqueuse gastrique résulte d’un déséquilibre entre les
facteurs de protection et les facteurs agressifs. Différents agents nocifs sont impliqués dans la
pathogenése des 1ésions de la muqueuse gastrique, y compris la consommation de 1’alcool
(éthanol), I’acide chlorhydrique gastrique, les radicaux libres d’oxygenes, les antiinflammatoires
non stéroidiens (AINS), le stress et ’infection par Helicobacter pylori (Amirshahrokhi et Khalili,
2015).

L’ulcére se manifeste par des abrasions qui détruit la partie superficielle des cryptes et I’érosion
détruisant les cryptes et les glandes, ce sont des Iésions limitées a la muqueuse, et des ulcérations
qui atteignent la sous muqueuse; bien que l'ulcere ne soit pas une maladie mortelle, il peut mener
a des complications plus sérieuses comme Saignement gastrointestinale, perforations, sténose du
pylore, hémorragie ulcéreuse, douleurs abdominales aigue, inhibition de la respiration (Louvet,
2010), conduisant a 1ulcére chronique. Qui est induit par 1’exposition de la muqueuse altérée a
I'acide chlorhydrique et de la pepsine et/ou par la prédominance des anomalies de défense et de
réparation de la muqueuse (Oberdiac et Mineur, 2010) (Figure ci-dessus).
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Figure 10 : Classification anatomo-pathologique des pertes de substance gastrique
(Aziz etal., 2012).

3.4. Facteurs d’agression de la muqueuse gastrique

L’intégrité de la muqueuse gastrique est maintenue par un processus dynamique de la
prolifération et la mort cellulaire, parmi les différents facteurs impliqués dans les lésions de la
muqueuse gastrique, les dommages oxydatifs et I’apoptose provoquée par diverses ulcérogénes
(Rostami-Motamed et al., 2015).

La muqueuse gastrique est continuellement exposée a des facteurs d’agression. (Rozza et al.,
2013) :

e L’acide chlorhydrique (HCL) : Cet agent est considéré comme un facteur agressif important
dans I'estomac et est connu pour son induction de dommages gastriques lorsqu'il est introduit de
maniere exogene en quantité excessive dans I'estomac normal. Le HCI endogéne dénature les
protéines dans la membrane plasmique et catalyse les groupements polysaccharidiques des
protéoglycanes dans la couche de la muqueuse protectrice recouvrant la surface luminale de
I’estomac induisant la fragilité¢ de la muqueuse. Le HCI exogéne quant a lui provoque de graves
dommages nécrotiques par action nécrosante directe sur la muqueuse (Havsteen, 2002).

¢ Le Pepsinogenes : ¢’est un précurseur enzymatique inactif transformé par ’acidité gastrique
en une enzyme proteolytique active, la pepsine, cette derniere ne permet cependant pas une
décomposition compléte des protéines alimentaires mais laisse simplement subsister des

morceaux grossiers (Stevens et Lowe, 2006).
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e L.’alcool : L’alcool est un puissant agent ulcéroloqique, sa consommation excessive provoque
des lésions hémorragiques aigués, I'exfoliation de I'épithélium, infiltration de cellules
inflammatoires et des érosions gastriques (Chen et al., 2015; Jeon et al.,2015). En outre,
1’éthanol provoque des ulcéres gastriques par abaissement des facteurs de protection de la

muqueuse gastrique (Choi et al., 2009).

e Tabac : Le tabagisme est un facteur étiologique pour le développement d’UG, , les études ont
a plusieurs reprises prouve que l'utilisation de cigarette est associée au plus grand risque d'ulcere.
Spécifiquement, des données ont suggéré que le tabagisme ait un impact direct sur la formation,
la séverité, et la rechute d'ulcére puisque les cigarettes contiennent la nicotine, qui peut
augmenter le risque de développer un ulcere par entrainant I'estomac a augmenter sa production
d'acide gastrique et réduisant sa production du mucus, qui diminue la protection de la doublure
d'estomac contre l'acide (Goodwin et al., 2009).

¢ L’infection a Helicobacter pylori :

H. pylori est une bactérie a Gram négatif colonisant la muqueuse gastrique, se présente comme
bacille incurvé en forme de S (de Korwin et lehours, 2010). Cette bactérie est la principale cause
de la maladie ulcéreuse, elle résiste a I’acidité gastrique grace a la production d’uréase qui
hydrolyse I’urée du liquide gastrique en ammoniac €levant ainsi le pH autour du microbe
(Bigard, 1999). Ce pathogene induit une inflammation qui aboutie a la synthese des chimiokines
pro- inflammatoire (Beaugerie et al., 2014). Cette réaction inflammatoire va se traduire sur le
plan anatomopathologique par la survenue d’une gastrite chronique active définie par la présence
de polynucléaires et de monocytes. H. pylori va par ailleurs induire une augmentation de la
gastrinémie basale et stimulée (produite par les cellules G antrales) par baisse de la sécrétion de

somatostatine par les cellules D’ antrales (Bigard, 1999).

e les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) : Ils sont subdivisés en deux groupes, le
premier groupe inclut les acides carbonyliques, 1’ibuproféne, le naproxéne, et I’indométacine;
ces agents présentent un caractere acide et sont des inhibiteurs non sélectifs des COX. L’autre

groupe comporte les acides enol comme 1’azapropazone et le phénylbutazone (Sinha et al.,

2013).

La physiopathologie des lésions gastroduodénales induites par les anti-inflammatoires non
stéroidiens passent d’abord par une diminution du flux sanguin muqueux, conséquence de

I’inhibition de la cyclooxygénase qui pro duit des prostaglandines vasodilatatrices. Les lésions
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endothéliales accentuent la baisse du débit sanguin mugueux et favorisent le processus
inflammatoire dans la muqueuse digestive (Lamarque, 2004). Les AINS non selectifs inhibent
les deux iso-enzymes de la COX (COX-1 et COX-2). L’expression de COX-1 intervient au
niveau du tube digestif dans la synthése de mucus et I’accroissement du débit sanguin muqueux
qui permettent le maintien de I’intégrité de la muqueuse gastroduodénale face a des agents
érosifs (Takeuchi et al., 2002). Les inhibiteurs sélectifs de la COX-2 ont le but d’inhiber
sélectivement la production de prostaglandines au niveau du site inflammatoire (Figurell)
(Ferraz et al., 1997).

Phospholi ddes mem branaires | Cytokines
- l pro-inflammatoires
Acide arachidonique ’
1 ,.-'- §
v ,‘ v ¥
COX1 COX2
constitutive ‘ inductiie
Eicosanodes | Eicosanodes
estomac, inestin, reins, sitez inflammatoires
daquettes macrophages, syroviocytes
L= - . J

“ans S AINS
dassiques inhi bitewrs sélectfs

COX2

Figure 11 : Mode d’action des AINS (Lamarque, 2001).

¢ L’indométacine Un médicament anti-inflammatoire non stéroidien, fréquemment prescrit
pour réduire la fievre, la douleur, et I'inflammation et considéré comme étant I’ AINS le plus
agressif. En effet, I’'indométacine a la propriété d’inhiber la cyclooxygénase (COX-2) empéchant
ainsi la biosynthése des prostaglandines et par conséquent la sécrétion du mucus (Arun Ray et
al., 2002) ce qui induit des érosions au niveau gastrique. L’inflammation causée par ces érosions
contribue a aggraver 1’ulcere en activant les phagocytes et les leucotriénes qui produisent des
radicaux libres par I’action de la 5-lipooxygenase sur 1’acide arachidonique (Katzung, 2004). De
ce fait, la peroxydation lipidique produite par ces radicaux libres joue un rdle important dans

I’aggravation de I’ulcére induit par I’'indométacine (Naito et al., 1995). L’ indométacine peut
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aussi atténuer directement la surface de la barriere hydrophobique de la muqueuse gastrique due
a sa capacité de se lier a des phospholipides membranaires (Lamarque, 2004).

e Le stress : qui entraine une vagotonie conduisant a la diminution du flux sanguin de la

mugqueuse gastrique, et a I’augmentation de la sécrétion de pepsinogene et d’acide (Martins et

al., 2014)
3.5.Les symptomes de ’ulcére gastrique

Les ulceres gastriques peuvent causer une douleur rongeant ou semblable a une brilure

dans la région épigastrique. La douleur se manifeste souvent d’une a trois heures apres les repas
et disparait apres 1’ingestion de nourriture.

Les autres symptomes de 1’'ulcére comprennent le manque d’appétit, les éructations, les nausées,

et les vomissements (Elaine et Marieb, 2008).

Ces ulcéres peuvent entrainer de graves complications. Dans environ 20 % des cas, le sang
s’écoule des vaisseaux sanguins endommagés et se répands dans le tube digestif, causant une
hématémese (vomissement du sang) et un méléna (évacuation de sang noire par 1’anus) ce qui

provoque une animée si la perte est importante (Elaine et Marieb, 2008) .

3.6. Mécanismes physiologiques de défense contre ’ulcére gastrique

Les mécanismes qui participent a la protection de I’estomac sont (Silbernagl et Lang , 2012):
a) Le film muqueux: gélifié d’une épaisseur de 0,1 a 0,5 mm, il proteége la surface de
I’épithélium ;
b) Les ions de bicarbonate (HCO-3): sécrétés par 1’épithélium, ils diffusent dans le film de
mucus ou ils vont tamponner les ions H+ provenant de la lumiere de I’estomac ;
c) Les cellules épithéliales: elles peuvent empécher efficacement la pénétration des ions
H+ ou refouler vers I’extérieur ceux qui sont rentrés;
d) Le flux sanguin: La derniére ligne de défense est 1’irrigation sanguine de la muqueuse le sang
emporte rapidement les ions H+ ou fournit un apport d’ions HCO-3 et des substrats du

métabolisme énergétique .

3.7.Traitement de ’ulcére gastrique

La premiére étape de traitement consiste a eviter les substances irritantes comme le tabac,
I’alcool, I’ibuprofene et 1’aspirine et tous les anti-inflammatoires non stéroidiens. Les médecins
prescrivent souvent des médicaments antiacides pour neutraliser les acides de 1’estomac.

> Les antiacides
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Ces molécules neutralisent les protons par son pouvoir tampon, protégeant la muqueuse
gastrique, soit par pouvoir couvrant, soit par modification du mucus gastrique contre 1’action de
HCI (Gimenz et al., 2000).

> Les anti-sécrétoires

Les inhibiteurs de la pompe a protons agissent directement en bloquant le systéme de transport
impliqué dans la sécrétion des ions H+ par les cellules pariétales. En diminuant la sécrétion
acide, ces médicaments, s’ils sont efficaces, sont susceptibles d’induire une hypergastrinémie
secondaire (Scoazec, 2011).

» Les pansements gastriques

Les pansements gastriques sont des préparations médicamenteuses administrées par voie orale
afin de protéger la muqueuse gastrique 1ésée ou risquant de 1’étre. Elle sert de rempart entre la
muqueuse lésée et les sucs digestifs (dont I’acide chlorhydrique), elles agissent par effet
mécanique en formant un gel venant tapisser la surface du contenue de 1’estomac (Lechat et al.,
1982).

» Eradication de Helicobacter pylori
L’éradication de H. pylori par une trithérapie adaptée constitue désormais le traitement de choix
de la maladie ulcéreuse. Bien que H. pylori soit sensible, in vitro, a de nombreux antibiotiques,
son élimination reste difficile, probablement du fait de sa localisation au sein du mucus gastrique
acide, ce qui réduit I’activité locale des antibiotiques. Au début des années 1990, plusieurs essais
cliniques italiens et frangais ont montré qu’un taux d’éradication de plus de 85 % pouvait étre
obtenu avec une trithérapie de sept a dix jours associant deux antibiotiques et un anti-sécrétoire.
Les antibiotiques utilisés étaient la clarithromycine, I’amoxicilline et les nitro-imidazolés. L’anti-
sécrétoire utilise était un IPP, I’oméprazole (Bommelaer et Stef, 2009). Il est systématique en

postopératoire ou apres confirmation de 1’infection par une sérologie (Zeitoun et al., 2014) .
3.8.Intoxication éthylique

L’intoxication éthylique peut aussi provoquer une inflammation de la muqueuse de
I’estomac appelée gastrite, celle-ci jouant normalement un réle protecteur de ce dernier. Elle se
manifeste par des bralures, des nausées, des vomissements (parfois sanglants) et/ou des douleurs
épigastriques. Dans le cas de consommations abusives et régulieres, la gastrite aigue devient
chronique, asymptomatique la plupart du temps et peu réversible.

Les intoxications a l'alcool présentent aussi un effet au niveau intestinal, modifiant la

motricité et I’absorption de nutriments. Une diarrhée survient chez 10 a 50 % des alcooliques.
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Les effets de I'alcool sur l'intestin sont en général modérés et peuvent disparaitre rapidement, soit

de 2 a 6 semaines apres un sevrage, avec l'aide d'apports nutritionnels et vitaminiques.

3.9.Ranitidine
Ranitidine hydrochlorideis N-{2-[[[5-[(dimethylamino) methyl]-2furanyl]methyl]thio] ethyl}-

N-methyl-2-nitro-1,1-ethenediamine (Figurel10), histamine H 2 antagoniste des récepteurs avec
une structure furanring qui augmente sa puissance pour inhiber la sécrétion d'acide gastrique

induite par divers stimuli. (NighatShafi et al,2013).
Mode d’action

Les antagonistes des récepteurs H2 présentent une inhibition compétitive au niveau du récepteur
H2 des cellules pariétales, et supprime la sécrétion d'acide basale et stimulée par les repas. Les
antagonistes des récepteurs H2 inhibent I'acide production par compétition réversible avec
I'nistamine pour la liaison aux récepteurs H2 sur le membrane basolatérale des cellules pariétales
(Rakesh Pahwa et al.2016).
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CHAPITRE 1l La phytothérapie

1.Médecine traditionnelle

Selon I’OMS la médecine traditionnelle est I’ensemble des connaissances et pratiques
explicables ou non utilisées pour diagnostiquer, prévenir ou éliminer un déséquilibre, physique,
mental, ou social en se fondant exclusivement sur des connaissances acquises ou transmises de
générations en génération, oralement ou par écrit. Les gens complétent souvent les soins qu’ils
recoivent dans les cliniques et les hdpitaux par un traitement propose par un guérisseur
traditionnel . En fait, d’apreés les estimations, la médecine traditionnelle assume 80% a 90% des
soins de santé en Afrique (Jarald et al., 2008). La médecine traditionnelle se rapporte aux
pratiques et approches utilisant, séparément ou de fagon combinée, des médicaments d’origine

végétale, animale et minérale, des thérapies spirituelles (Singh et al., 2012)
2. Phytothérapie

Le mot "phytothérapie"” se compose étymologiquement de deux racines grecques : phuton qui
signifie "plante" et thérapie qui signifie "traitement™ (Gayet, 2013). La phytothérapie est une
thérapie médicale qui utilise les plantes pour élaborer des remedes destinés a améliorer le bien-
étre général et & soigner. Nombreuse plantes contiennent des principes actifs qui peuvent avoir
les mémes propriétés que des médicaments de synthése. Au contraire de 1’allopathie qui utilise
des principes actifs purs pour produire des médicaments, la phytothérapie utilise la plante ou ses
extraits. Les plantes médicinales sont faciles a utiliser, seraient potentiellement efficaces et peu
colteuses. Le mode de préparation et d’administration sont des facteurs déterminants dans un

traitement (Hamza, 2011)
3. les plantes médicinales

La définition d'une plante médicinale est tres simple. En fait il s'agit d'une plante qui est utilisée
pour prévenir, soigner ou soulager divers maux. Les plantes médicinales sont des drogues
végétales dont au moins une partie possede des propriétés médicamenteuses (Farnsworth et al,
1986). Environ 35 000 especes de plantes sont employées par le monde a des fins médicinales,
ce qui constitue le plus large éventail de biodiversité utilisé par les étres humains. Les plantes
médicinales continuent de répondre a un besoin important malgré I'influence croissante du

systéme sanitaire moderne (Elgaj et al, 2007).

3.1. Origine des plantes médicinales
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.Les plantes spontanées

Ce sont des plantes difficiles ou impossibles de les cultiver. Elles représentent encore, d'apres
certaines firmes importatrices, 60a70%des drogues du marché Européen. Quant a la valeur
médicinale des plantes spontanées, elle se montre inégale puis qu’elle varie suivant 1’origine, le

terrain et les conditions de croissance (Bezanger-Beauquesne et al., 1975 )
. Les plantes cultivées

La culture des plantes évite ces inconvénients .Elle assure une matiére premiéere en quantité
suffisante, homogeéne au double point de vue aspect et composition chimique. Elle peut étre
intensifiée ou non suivant les besoins médicinaux. Naturellement, la culture doit s'effectuer dans
les meilleures conditions possibles et tenir compte, entre autres, des races chimiques (Bezanger-

Beauquesne et al., 1975).
3.2.Utilisation traditionnelle des plantes médicinales

Depuis 150 ans, les plantes médicinales ont fourni a la pharmacie des médicaments trés
efficaces. Aujourd'hui, de nombreux travaux menés dans le domaine de I'ethnopharmacologie,
nous montrent que les plantes utilisées en médecine traditionnelle et qui ont éte testées sont
souvent d'une part, des plantes efficaces dans les modéles pharmacologiques et d'autre part
seraient quasiment dépourvues de toxicité (Gurib-Fakimm, 2006). Un certain nombre de plantes
médicinales est encore utilisé de nos jours sous forme de décoction, infusions, macération et
cataplasmes. Mais la plupart d'entre elles ont été délaissées au profit de produits
pharmaceutiques de synthése. Cependant, les connaissances actuelles permettent d'analyser ces

plantes et souvent l'activité préconisée par nos ancétres (Bourrel, 1993).

. Décoction Apres avoir laissé tremper 24h a température ambiante, on porte a
¢ébullition et on laisse frémir 1’eau pendant environ 30 min. Laisser reposer 12 heures la
préparation et filtrer ensuite (Delwiche, 2008).

. Infusion Mise en contact de la plante avec de 1’eau bouillante pendant plusieurs
minutes (Beloued, 2009). Elle se pratique pour les feuilles, les fleurs, les petites
graines...etc. En créole, on entend souvent les termes de « féfusé » ou « met’ afugé »
(Julie, 2011).

. Macération Consiste a faire tremper les plantes dans de 1’eau froide pendant plusieurs
heures. Pour ce qui est des quantités, il faut prévoir une cuillere a café de plantes pour

une tasse d’eau, une cuillerée a soupe pour un bol, et trois cuillerées a soupe pour un litre.
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Les plantes peuvent également macérer dans ’alcool, dans la glycérine, ou dans un autre
solvant (Anne et Nogaret, 2003).

. Cataplasmes Préparation de plante en pate pouvant étre appliquée sur la peau dans
un but thérapeutique. On peut également utiliser des bandes ou des compresses imbibées

de préparation a base de plantes sur la peau (Julie, 2011).

L'ethnopharmacologie et I’ethnobotanique ont pour finalité la compréhension des pratiques et
des représentations relatives a la santé, a la maladie, et la description, I'évaluation thérapeutique
des plantes utilisées dans les pharmacopées traditionnelles. L usage empirique des différentes
préparations traditionnelles plantes est donc extrémement important pour une sélection efficace
de plantes puisque la plupart des métabolites secondaires de plantes employées en médecine
moderne ont été découverts par I’intermédiaire d’investigations ethnobotaniques (Gurib-

Fakimm, 2006)
3.4. Role des plantes médicinales en moderne

Les plantes médicinales n‘ont pas pour vocation premiére a soigner mais bien a renforcer et
fortifier I'organisme, elles sont donc trés efficaces en prévention. Cependant en synergie elles
pourraient étre le reméde de bien des maux, en stimulant le systtme immunitaire et en apportant
aussi beaucoup de vitamines et minéraux nécessaires au bon fonctionnement de notre organisme
(Boukef, 1986).

3.5. Danger des plantes médicinales

Les plantes médicinales ont parfois des effets indésirables indéniables. Les effets secondaires
et indésirables de chaque plantes sont clairement identifiés et mis en avant. Cependant, chaque
organisme est différent et si vous soupconnez des effets indésirables dont une plante en est la
cause, alors arrétez le traitement. A vous de trouver les plantes qui vous correspondent le mieux
(Iserin, 2001).Certaines plantes pourraient étre toxiques a forte dose, mais pour cela il faudrait

boire plus de 45 tasses par jour (cela ne nous viendrait méme pas a I’idée) (Ozenda, 1991).
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1. Matériel

1.1.Matériel végetal

La plante utilisée dans ce travail est Punica granatum L. qui a été achetée du marché local ,
I’échantillon ont été finement broyées pour obtenir une poudre fine conformément .La poudre de
la grenade est conservée a la température ambiante dans de contenant hermétique a 1’abri de la

lumiére vive jusqu’a le début de I’expérimentation .

1.1.1 .Lagrenade

1.1.1.1. Description botanique

La grenade est le fruit d'un arbuste appelé grenadier, de nom latin Punica granatum L.
appartenant a la famille des punicacées (Espiard, 2002). Il s’agit d’une baie ronde, cor-tiquée,
c’est-a-dire a épicarpe cutines et dur, de la taille d’'une pomme ou d’une orange, de 2 a 12 cm de
diamétre.Elle est surmontée des restes du calice, formant une couronne dentée, qui la rend
facilement identifiable. Son péricarpe, coriace et épais, est non comestible. Il forme une écorce
dure appelée Malicorium,de couleurblanc jaunatre, ou jaune foncé marbré de rouge ou encore
violet trés foncé et d’un beau jaune a I’intérieur du fruit avec une saveur ameére et astringente
renferme de nombreuses graines contenues dans des loges, séparées par des cloisons ténues et
membraneuses. Toutes ces graines possedent un mésocarpe charnuet gélatineux, acidulé et sucre,
représentant la partie comestible du fruit (Elodie,2009),photographie de la grenade illustrée dans
la figure 13.

Figure 12 : Photographie de la grenade (Punicagranatum L.)(Anonyme 1, 2016)
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1.1.1.2. Classification botanique

Le grenadier, Punica granatum, a été décrit par Linné et introduit dans sa classification en 1753.
Telle est cette classification (Spichiger et al., 2004 in Wald, 2009):

- Regne : Plantae

- Division : Magnoliophyta
- Classe : Magnoliopsida

- Ordre : Myrtales

- Famille : Punicaceae

- Genre : Punica

- Espére : P. granatum

Cette classification a été révisée en 2003, donnant naissance a la classification phylogénétique

APGII, qui comporte 457 familles réparties dans 45 ordres.
1.1.1.3. Origine géographique

La grenade (Punica granatum L.), en latins Pomus et Granatus, ce qui signifie une téte de série
ou de pomme granulaire, originaire de I’Iran a I’Himalaya dans le nord de I’Inde, ou elle a été
cultivée depuis des milliers d’années. Il y a plus de 1000 cultivars de Punica granatum, qui sont
passés de I’Iran, a I’est en Chine et en Inde et a I’ouest par la région Méditerranéenne, sur le sud-

ouest americain, la Californie et le Mexique (Levin, 1994 ; Lansky et Newman,2007).

La grenade est globalement cultivée dans de nombreuses régions géographiques, en répondant
aux besoins nutritionnels et médicinales des populations des différents pays comme I’Iran,
I’Inde, I’Egypte, la chine, la Tunisie, la Syrie, le Liban, la Turquie, la Gréce, Chypre, 1’Italie, la
France, I’Espagne, le chili, le Portugal, les Etats-Unis, Oman et plus recemment en Afrique du
Sud (Al-Said et al., 2009;Holland et al.,2009 ; Fawoleet al.,2011).

1.2.Matériel animal

Notre étude a été réalisé sur vingt (20) rats males de type Wistar Albinos ,provenant de

I’institut Pasteur d’Alger , d’un poids entre 185 et 243 g au début d’expérience .Les animaux

Page 29



CHAPITRE | Matériels et méthodes

sont élevés a I’animalerie de la faculté de sciences de la nature et de la vie, a I’'université Echahid

Hamma Lakhdar .

Les rats sont soumis pendant un mois a une période d’adaptation ou ils ont un acces libre a

I’eau et 1’aliment sous aux conditions de I’animalerie.

Les rats ont été séparés dans des cages aleatoirement .1ls sont divisés en 3 lots ( cing rats par
cage : n =5) . Les cages sont munies d’un porte étiquette ou sont mentionnés le nom du lot , avec

la date de début de traitement .
1. 3. Matériel d’étude au laboratoire

Les matériels et réactifs utilisés dans les différents tests sont présentés dans I’annexe 1.
2 .Méthodes

2.1. Préparation de I’extrait aqueux

La plante étudiée(10g) est mis a macérer a 1’obscurité et a température ambiante dans 1’ecau
distillée 100 ml pendant 24 heures.Aprés la macération ,I’extrait aqueux est récupéré par
filtration sur papier Wattman .Ensuite 1’extrait a été évaporé a 56 C° a I’aide d’un évaporateur
rotatif (Blichi Rotavapor R-200) jusqu’a I’obtention d’un résidu sec .Puis séché al’étuve a une
température ne dépasse pas 55C° . Enfin ce résidu sec été conservé a une température de +4C°
(Matkowski et Piotrowcka ,2006) .

Figure 13: La plante en macération .
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Figure 14 : L’ extrait aqueux dans I’évaporateur rotatif.
2.2. Calcul du rendement de I’extrait

Le rendement de la plante en extrait est le rapport entre le poids de I'extrait et le poids de la
plante a traiter (Harborne, 1998) ,Le rendement de 1’extrait brut aqueux macéré isolé a été

quantifié selon la formule :
R% = PEB /PMVx100
R : Rendement .
PEB : Poids de I’Extrait Brut (g) .

PMV :Poids de Matiere Végétale (g) .
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Figure 15 : Protocole de préparation de 1’extrait aqueux.
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2.3. Les analyses phytochimiques

2.3.1 .Alcaloides

Iml d’extrait végétal aqueux et hédroéthanolique sont additionné d’une goutte de HCI
concentré, la solution obtenue est ajoutée 2 goutte de réactif de Drajendorf. L’apparition d’un
précipité ou d’une coloration brun-rougeatre indique la présence d’alcaloides (Bagre et al.,

2007)
2.3.2 Flavonoides

A5 ml d’extrait, sont ajoutés 2 a 3 gouttes d’HCI concentré et quelques coupeaux de tournures
de magnésium. La présence de flavonoides est indiquée par I'apparition d'une couleur rouge,

orange ou rose (Athamena ,2009 ; Benzahi, 2001).
2.3.3. Terpénoides

A 5 mL d’extrait on ajoute 2 mL de chloroforme puis on ajoute 1 a 2 mL de l'acide sulfurique
concentré, la présence des terpeénoides est révélée par I’apparition de deux phases et une couleur

marron en interphase (Chebrouk ,2009).
2.3.4. Phenolic

A P’extrait de 5 ml ,quelques gouttes de solution naturelles 5 % de chlorure ferrique . Un
colorant vert foncé indique la présence de composés phénolique (Ayetree Rai

Basumatary .2016) .
2.3.5. Tannins

Les tanins sont mis en évidence a partir de 0.5 ml d’extrait placé dans un tube en présence de
quelques gouttes de FeCl3 (1% préparé au méthanol). Apres 1’agitation de I’extrait, la couleur
vire au bleu noir en présence de tanins galliques et au brun verdatre en présence de tanins
catéchiques (Karumi et al., 2004; Rizk, 1982).

2.3.6. Saponosides : Test de mousse

Al ml d’extrait est ajouté¢ 2 mL d’eau chaude, apres agitation (2 min) l'apparition d'une

mousse persistante plus de 5 min, indique la présence de saponosides (Makhloufi, 2013)
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2.4. Les analyses quantitatives (Dosage des antioxydants)

2.4.1. Dosage des polyphénols totaux (PPT)

Les polyphénols ont été déterminés par spectrophotométrie selon la méthode de
FolinCioclateu (Singleton et al., 1999);Ce reactif de Folin-Ciocalteu est constitué par un
mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et phosphomolibdique (H3PMo012040), il
est réduit par les phénols en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe (W8023) et de
molybdéne(Mo8023).

La teneur en composés phénolique totaux des échantillons étudiés est déterminée selon la
méthode décrite par Kechar et Hallel (2016). Un volume de 250ul d’extrait est additionné a
750pl de réactif de Folin-Ciocalteu (dilue dix fois), auquel un volume de 750pl de carbonate de
sodium (60g/1) est ajouté apres cinq minutes. L’ensemble est incubé a I’abri de la lumiere
pendant 90mn, 1’absorbance est mesurée a 725nm. La concentration en composee phénoliques
des extraits, exprimée en mg équivalent d’acide gallique (E.A.G)/100g d’échantillon, est
déterminée en se référant a la courbe d’étalonnage obtenue dans les mémes conditions en

utilisant I’acide gallique (Annexe ;;;).
2.4.2. Dosage des flavonoides totaux (FVT)

Les flavonoides possédent un groupement hydroxyle (OH) libre, en position 5 qui est
susceptible de donner un complexe coloré avec le chlorure d’aluminium. Les flavonoides
forment des complexes jaunatres par chélation des métaux (fer et aluminium). Ceci traduit le fait
que le métal (Al) perd deux électrons pour s’unir a deux atomes d'oxygene de la molécule

phénolique agissant comme donneur d’¢lectrons (Zhishen et al, 1999).

La teneur en flavonoides des échantillons étudiés est évaluée selon la méthode décrite par
(Miguel et al. 2016) modifie par (EI-Haskoury et al. 2017).

Pour 750p1 d’extrait sont ajoutées 750ul de chlorure d’aluminium (2%) apres une heure
d’incubation a température ambiante 1’absorbance est mesurée a 420nm. La teneur en
flavonoide, exprimée en mg d’équivalent de quercétine (EQ)/100g de 1’échantillon, est
déterminée en se référant a une courbe d’étalonnage réalisée dans les mémes conditions

expéerimentales avec de la quercétine (Annexe ;;).
2.4.3. Test du DPPH (diphenylpyryl-hydrazyl)

Le test de DPPH est couramment utilisé pour I'évaluation des capacités d plantes médicinales

a piégeage des radicaux libres en raison de leur simplicité, stabilité, précision et reproductibilité
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(figure 10) (Rubio-Moraga et al., 2013). En présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPH
(2.2 diphenyl 1 picryl hydrazyl) de couleur violette se réduit en 2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazine
de couleur jaune (Boudjelal, 2012).

1,1-diphényl 2- picrylhydrazyl (violet) 1,1-diphényl 2- picrylhydrazyne (jaune)
NO, NO
| l
] [

ON I NO, HOR e OLN e NO
N NH
) )

T [T 0 L

=~ DPPH ~ DPPHH

Figure 16 : Forme libre et réduite de DPPH® (Pereira Nunes et al., 2012).

L'activité de piégeage radicalaire des extraits contre les radicaux DPPH a été mesurée en
utilisant la méthode de Brand-Williams, Cuvelie et Berset (1995), modifiée Iégérement comme
suit: une aliquote (500ul) d'une solution méthanolique contenant différentes quantités ont été
ajoutés a 1000ul d'une solution méthanol quotidienne DPPH préparée (0,1mM). Le mélange a
été agité doucement et on laisse reposer a la température ambiante dans I'obscurité pendant
15min. Ensuite, I'absorbance a été lue a 515nm. 1,1-diphényl 2- picrylhydrazyl (violet) 1,1-
diphényl 2- picrylhydrazyne (jaune)

Pour tracer la courbe d’étalonnage en prenant I’acide ascorbique comme un standard a
différentes concentrations (0.001- 0.03mg/ml), dont I’absorbance a été mesuré dans les mémes
conditions que les échantillons, le test est répété 3fois. Les résultats sont exprimés en tant
qu’activité anti-radicalaire ou ’inhibition des radicaux libres en pourcentages (I %) en utilisant

la formule suivante :
I %DPPH radical scavenging = [(A0-A1)/A0]*100

Ou:

I %: Pourcentage d'inhibition

AQ: est I'absorbance du controle.

Al: est I'absorbance de I'échantillon (Morabbi et Jame, 2014)
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2.5. Dosage des parametres biochimique du sang

2.5.1. Dosage de I’aspartate aminotransférase (ASAT)

Dans notre étude, 1’aspartate aminotransférase ont été déterminés suivant une méthode
cinétique par un autoanalyseur de type (BIOLIS24j) en utilisant le Kit de réactif de I’aspartate
aminotransférase (Murray,1984).L’ ASAT initialement appelée oxalo acétate-transaminase
(GOT) catalyse le transfert d’un groupe aminé d’aspartate vers 1’a-cétoglutarate pour donner du

glutamate et I’oxaloacetate .

L’oxaloacetate est réduit au malate par malate déshydrogénase (MDH) :
ASAT

Aspartate + o-CEIOQIUANAlE  m————— Glutamate + Oxaloacetate
MDH

Oxaloacetate+ NADH+H — V] alate + NAD+

Le taux de diminution de NADH ,mesurée photométriqguement . Elle est proportionnelle avec
la concentration de ASAT catalyse dans 1’échantillon ,la lecture se fait par spectrophotométrie a

une longueur d’onde A = 340 nm.

GOT : transaminase flutanique oxaloacétique.

MDH : Malate Déshydrogénase.

2.5.2. Dosage de I’alanine aminotransférase (ALAT)

Le dosage de I’activité de 1’alanine transférase (ALAT ou TGP) , est selon une méthode
développée par Wrobleski et la Due ,et optimisée par Henry et Bergmeyer (conforme aux

recommandations de I’IFCC ).Le schéma réactionnel est le suivant :
ALAT
L-Alanine + 2-Oxoglutarate = e Pyryvate + L-Glutamate
LDH

Pyruvate + NADH+H == |-Lactate + NAD+
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La diminution de 1’absorbance due a la conversion du NADH en NAD+ et proportionnelle a
I’activité ALAT dans le spécimen , est mesurée a 340 nm . L’absence de PSP contribue a une
forte amélioration de la stabilité du réactif reconstitué ( Bergmeyer et al ., 1978) .

TGP : transaminase Glutamate pyruvate.
LDH : lactate Déshydrogénase.
2.5.3. Dosage du l’urée

Le dosage d’urée sérique se fait selon la méthode de Berthelot modifiée. L urée est dosée en

cinétique selon la réaction suivante :
Uréase
Urée + H2O =y ?2NH3 +CO2

Les ions ammonium, en présence de salicylate et d’hypochlorite de sodium réagissent en
formant un composé de couleur verte (Dicarboxylindophenol) dont I’intensité est proportionnelle

a la concentration en urée (Mac Key & Rackeyll, 1927)
2.5.4. Dosage de créatinine

La créatinine a été déterminée suivant une méthode cinétique colorimétrique sans
déprotéinisation. La créatinine forme en milieu alcalin un complexe coloré avec 1’acide picrique.
La vitesse de formation de ce complexe est proportionnelle a la concentration de créatinine
(Larsen, 1972)

2.6. Etude de Pactivité anti-ulcere

2.6.1 .Modéle d’ulcére induit par I’éthanol

Les rat sont divisés en 4 lots chaque lot se compose de cing animaux. Tous Les animaux ont

recu un traitement pendant 15 jours.

Lot 1 : lot traité par extrait de Punica granatum L 100 mg / Kg de poids corporel
Lot 2: lot témoin regoit I’ecau physiologique .

Lot 3: lot traité par Ranitidine (20 mg/Kg) .

Aprés un traitement de 15 jours , les ulceres gastriques ont été induits chez les souris par

administration de 0.5 mL/100g d'éthanol a 97% v / v p.o. Les animaux étaient a jeun pendant 24
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h avant ’administration de I’éthanol. Administration de 1’éthanol (90 % v/v) ensuite le sacrifice

a été réalisé 15 minutes aprés (Gasmi ,2019).
2.6 .2.Sacrifice des animaux, récupération de I’estomac, les reins et le foie

Aprées 15 minutes d’administration d’éthanol ,ces animaux ont été sacrifiés sous anesthésie
Iégere par chloroforme (94 %) par inhalation ,des échantillons de sang ont été prélevés pendant
I’abattage des animaux dans des tubes EDTA pour I’FNS et des tubes secs .Le sérum a été
obtenu par centrifugation pendant 10 min au 3000 tour / min et utilisé pour les analyses
biochimiques .Le suc gastrique a été recueilli dans chaque estomac pour mesurer les volumes
,PH , acidité totale ,pepsine et de ’activité Catalase ( CAT) . L’estomac, le foie et les reins sont

soigneusement récupérés, rincés par 1’eau physiologique saline 0 .9 %, ensuite pesés.

Ces organes sont conservés au froid pour la préparation de I’homogénat pour le dosage des

parametres du stress oxydatif .Quelque estomac de chaque lot sont fixés dans le formol (10 %).
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1. Résultats

1.1. Les analyses qualitatifs (Les analyses phytochimiques)

Les résultats d'essais phytochimiques montrent que I'extrait aqueux de Punica granatum
riche en différents composés chimiques importants tels que les flavonoides, les phénols,
saponoside, tanins et terpénoides mais notre extrait végétal est verse

des alcaloides (tableau 01).

Tableau 01: Essais phytochimiques d'extrait aqueux de Punica granatum .

Composés | Alcaloides | Flavonoides | Terpénoides | Phenolic | Tannins | Saponosides

Extrait - + + + + +
aqueux de

Punica
granatum

(+) : Présent (-) : Absent
1.2. Les analyses quantitatives (Dosage des antioxydants)

.Concentration totale en phénols et flavonoides

Tableau 02 : Taux de phénols et flavonoides dans 1’extrait aqueux de Punica granatum .

Composés Polyphénols totaux Flavonoides totaux

((mg de GAE / g d'extrait) | (mg QE / g d'extrait)
Extrait aqueux de Punica | 33,5 £ 33,7 3,25+£9,90
granatum

.Test du DPPH (diphenylpyryl-hydrazyl)
Figure( 17) est apparue l'activité antioxydante de Punica granatum , les résultats montrent que
le pourcentage d'inhibition des radicaux libres augmente avec l'augmentation de I'extrait
concentration, et les valeurs de CI50 dans le dosage de I'activité de piégeage des radicaux DPPH

des extraits aqueux de Punica granatum est IC50 = 34,92 pug / ml .

Page 40



CHAPITRE Il Résultats et Discussion

100 -
90 .
80 A y = 1,6663x- 8,0774

R?=0,8782

70 A
60 A
50 A
40 A
30 -
20 -

inhibition percentage %

0 10 20 30 40 50 60
conc.(pg/mi)

Figure 17 : Pourcentage d'inhibition et valeurs IC50 de extrait aqueux de Punica granatum .
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A cause des circonstances du Covid- 19 ¢a nous a empéche de réaliser et les analyses du stress
oxydatif et les coups histologiques.

Apreés le recueillit du sang des rats aprés leur sacrifice on a réalisé les analyses suivants dans
ces tableaux.

1.3. Dosage des parametres biochimique du sang

Tableau 03 : Valeurs de quelques parametres biochimiques chez les rats des quatre lots.

Les lots ASAT ALAT CREATININE | UREE GLYCEMIE
(UI/1) (UL/ 1) (mg/1) (/1) (g/1)
1 65.12 - 12.06 0.74 0.69
69.93 - 10.38 0.60 0.24
549.2 1262 5.25 0.53 0.26
425.2 699.4 3.51 0.25 0.55
88 485.2 4 0.42 0.40
2 T+:270.56 |- 12.4 0.77 0.84
T-:9084 |- 3.15 0.41 0.68
T-:3959 |- 6.58 0.44 1.31
3 34.99 - 11.404 0.62 1.26
295 - 8.47 0.54 1.06
42.34 566.4 8.14 0.91 1.51
3.810 - 8.22 0.27 1.16
94.11 - 7.8 0.55 0.95

Tableau 04: Valeurs de référence de quelques parameétres biochimiques chez le rat
(Andreu.,2005)

Parameétres Valeurs usuelles
Creéatinine (mg/dl) 0,5-1,5

Urée (mg/dl) 6-23

ALAT (UI/) 20-90

Comme le montre la (Figure 18). les résultats des activités des enzymes transaminases sont
apparus des augmentations significative des activités ALAT dans les lots traités par le grenadier
et lots traités par Ranitidine par rapport au témoin . Alors que I’ASAT est augmenté que chez les

animaux ulcereux par rapport au groupe traité par le grenadier et le Ranitidine .

Page 42



CHAPITRE Il Résultats et Discussion

1400

1200
< 1000
=)
= 800
= W ASAT
< 600
: B ALAT
< 400
<

200 I I
0

LOT1 LOT 2 LOT 3

Figure 18 : Taux des ASAT et ALAT dans les trois lots.
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Figure 19 : Taux de créatinine et urée dans les trois lots.
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La figure 20 montre que le taux de glycémie est augmenté chez les rats traités par le

Ranitidine alors que chez les rats traités par le grenadier est diminué.
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Figure 20 : Taux de glycémie dans les trois lots.

1.4. Etude de Pactivité anti-ulcére

Notre étude est basée sur la mise en évidence de 1’activité gastro-protectrice de 1’extrait aqueux
de la plante médicinale grenadier contre I’agent ulcérogene. Plusieurs tests in vivo ont été
effectués en utilisant agent ulcérogene 1’éthanol. L’activité anti-ulcérogéne des extraits a été
comparé a un médicament connus, utilisé, comme molécules de référence le Ranitidine. Dans le
but d’évaluer 1’effet gastro-protecteur des extraits bruts dans les trois tests, trois paramétres ont
été examineés : une analyse macroscopique qui ne s’intéressera qu’aux lésions externes
observables, une estimation de pourcentages d’ulcération et le dosage des antioxydants ( qui été

empéché a cause du Covid-19) .

1.4.1. Observation macroscopique

Les résultats de 1’observation microscopique des estomacs des lots de souris normale et de lots

de souris ulcéreux par I’indométacine sont illustres dans les figures suivantes :
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e a—

v

Figure 23 : Photographie originale des estomacs des rats de lot témoin ulcéreux par 1’éthanol
(Témoin +).
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Figure 24 : Photographie originale des estomacs des rats de lot témoin traité par I’ecau
physiologique seulement (Témoin -).

L’observation microscopique montre 1’apparition des 1ésions gastriques au niveau de la partie
mucosale de I’estomac, chez les souris ayant recu le Ranitidine, qui se manifeste par des
ulcérations, rougeurs, hémorragies, érosions. Par contre aucune des Iésions décrites
précédemment apparaissent chez les souris normales soit ceux qui ont regu 1’éthanol (témoin +)

OuU ceux qui n’ont pas recu (témoin -).

Les estomacs des groupes des souris ulcéreux traités par la grenade, ont exhibé une protection et
une nette réduction des Iésions gastriques vis-a-vis des dommages induits par 1’éthanol par

rapport au lot traité par le Ranitidine.

Les indices ulcéreux et le pourcentage de gastroprotection ont été déterminés en mesurant zone
de lésion ulcéreuse indiquée qu'aucune lésion macroscopique dans le lot traité par le grenadier,
mais au contraire le lot traité par le ranitidine montre un peu de lésions dans I'estomac.le reste de

I'expérience le témoin + et le témoin - montre aucune Iésion de I'estomac.

Page 46



CHAPITRE Il Résultats et Discussion

2.Discussion

L'Objectif de notre étude est la détermination des caractéristiques des composées Punica
granatum et a évalué leur propriété de protection associée aux effet protecteur contre lI'ulcere
gastrique induit par 1’éthanol chez le rat par rapport a la propriété de la ranitidine en tant que

médicaments protecteurs d'ulcére gastrique.
2.1. Caractéristiques phytochimiques du Punica granatum

Les résultats des essais phytochimiques (tableau 01) contiennent cet extrait aqueux de Punica
granatum riche avec différents seconds métaboliques importants (flavonoides, phénols,
saponoside, tanins et terpénoides) mais coulé d'alcaloides métabolites végétaux secondaires et
possedent des propriétés biologiques comme une activité antioxydante , effet antimicrobien,
modulation des enzymes de désintoxication, stimulation du systéme immunitaire, diminution de
I'agrégation plaguettaire et modulation de I'normone métabolisme (Mamta Saxena et al., 2012).
selon (Michael Wink, 2015) .Terpénes présentent des activités cytotoxiques contre un large
éventail d'organismes, allant des bactéries et les champignons aux insectes et aux vertébrés et ont
été largement utilisés en phytothérapie contre les infections, dans certains cas, les stéroides, les
triterpenes et les saponines structurellement ressemblent aux hormones anti-inflammatoires

endogenes, par exemple les glucocorticoides.

L'activité anti-oxydante résulte de Punica granatum il semblede la richesse de notre plante en
polyphénols et flavonoides (Tableau 02), et la présence de tanins dans leurs composés (tableau
01). Les extraits végétaux, tels que les flavonoides et les composés phénoliques, ont suscité

I'intérét du public pour leur potentiel a agir comme antioxydants.

Les antioxydants naturels peuvent renforcer la défense antioxydante endogene des ROS ravage
et restaure 1’équilibre optimal en neutralisant les espéces réactives (Jiao-Kun Li et coll. 2015).
L'activité antioxydante des flavonoides dépend de I'arrangement des groupes fonctionnels sur la
structure nucléaire. La configuration, la substitution et nombre total de groupes hydroxyle
influence considérablement les mécanismes de activité antioxydante telle que I'élimination des
radicaux (ShashankKumar, 2013). Les tanins sont un antioxydant phénolique largement répandu,
présent dans diverses écorces, feuilles, fruits et légumes, les composés phénoligues sont connus
pour présenter une activité antioxydante en raison de leur propriété redox gréace a laquelle ils
peuvent piéger les radicaux oxygene et donner de I'nydrogéne pour neutraliser les espéces

réactives de lI'oxygéne (Debosree Ghosh, 2015).Tanins condenseés, qui résultent de la
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condensation de monomeres de flavan-3-ol unités, il a été rapporté pour étre utilise dans le
traitement des ulcéres gastriques, de la diarrhée, inflammations .1l a été démontré que les
flavanes-3-ols se comportent comme des antioxydants via plusieurs mécanismes dont le piégeage
des radicaux libres, chélation des métaux de transition, ainsi que la mediation et I'inhibition des

enzymes.

Ces proprietés sont dues a la présence des groupes hydroxyle phénoliques sur I’anneau B dans
les catéchines non alliées (EC et EGC) et sur les anneaux B et D du catéchines galloylées (ECG
et EGCG) (Luis R. Silva et al., 2014). Selon (Hanadealawaf.2017) étudient les composés Flavan-
3-ol a été isolé pour la premiére fois des eécorces de Punica granatum .Coumarine (connu sous le

nom de 1,2-benzopyrone).

L'activité antioxydante des composés phénoliques était corrélée a leurs structures. Relation
structure-activité de nombreux composes phénoliques (par ex.flavonoides, acides phénoliques,
coumarines, tanins, etc.) ont été étudiés. En général, gratuit piégeur de radicaux et activité
antioxydante de ces classes de composés principalement dépend du nombre et de la position des
groupes hydroxyle donneurs d'hydrogéne sur le noyau aromatique des molécules phénoliques (|.
Kostova et al., 2011) .11 a été constaté que L'efficacité antioxydante des coumarines a été
déterminée par le nombre et la position des groupe hydroxyle dans leur cycle benzénique. Il est
évident que les meilleurs charognards de DPPH sont des coumarines qui ont un groupe

hydroxyle en position 6 ou 8 dans leur structure.
2.2. Dosage des parametres biochimique du sang

Les paramétres biochimiques de la fonction hépatique et rénale illustrées dans les graphes
correspondants, qui est apparu une diminution significative du taux d’ASAT, une augmentation
du taux d’ALAT, une augmentation trés élevée du taux de créatinine et diminution sur le taux de
I’urée. Diminution du niveau d'urée peut également survenir D une insuffisance hépatique
sévere. Alors que dans le groupe Punica granatum, les résultats de la fonction biochimique du
foie et des reins apparaissait une augmentation significative des taux de ALAT et d’urée, I’effet

de protection du reins de Punica granatum .

En ce qui concerne la glycémie, les résultats semblent une augmentation trés élevé du groupe
Ranitidine par rapport au groupe témoin et groupe du grenadier. Dans I'extrait aqueux du groupe
Punica granatum montrent une diminution significative du glycémie a jeun par rapport au
groupe Ranitidine et au témoin, les flavonoides de toutes les sous-classes se sont averés avoir

des propriétés antidiabétiques en augmentant la secrétion d'insuline via la régénération des
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cellules B pancréatiques, 1’amélioration de I'absorption du glucose médiée par l'insuline par les
cellules cibles, inhibition de I'aldose réductase (Katarzyna Matgorzata Brodowska, 2017)
augmentant I'absorption de Ca2 +. Les flavonoides dotés d'une puissante activité antioxydante se
sont révélés efficaces gestion du diabéte. L'activité antidiabétique des flavonoides dépend du
produit chimique critére (double liaison C-2-C-3 et groupe cétonique en position C-4 sur le cycle
B) qui est fondamentale pour la bioactivité des composes polyphénols. Ces phytomédicaments
jouent un role important dans le maintien de la glycémie, de I'absorption du glucose, de I'insuline
fonctions sécrétoires et immuno-modulatrices (Saritha Marella, 2017). donc probablement le
activité hypoglécémique des écorces de Punica granatum en raison de leur contenu en composés

flavonoides .
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Conclusion

L’histoire de I’humanité nous a appris que les plantes médicinales ont toujours joué un réle
vital contre diverses maladies. Diverses plantes et extraits de plantes ont une activité
antiulcéreuse significative dans des modéles animaux. Ils peuvent présenter une alternative trés

intéressante aux médicaments de références.

L'estomac est la troisieme étape importante du systeme digestif, tout dysfonctionnement
perturbe sa fonction entraine un manque d'absorption des aliments dans l'intestin. Un de ces

problemes majeurs est 1’ulcére.

Notre intérét est porté sur 1’ulcére gastrique, une maladie grave et tres répandue qui peut avoir
des conséquences grave sur la santé de 1’individu. L’objectif de notre travail a été d’inspecter
I’activité anti-ulcéreuse et d'évaluer I’effet gastroprotecteur des écorces d'extrait aqueux de

Punica granatum contre I'ulcére induit par 1’éthanol .

Le grenadier est une plante médicinale largement utilisée dans la médecine traditionnelle en

Algérie pour leurs diverses vertus thérapeutiques.

L'analyse phytochimique montre la richesse de I'extrait aqueux de 1’écorce de Punica granatum
de composés secondaires métaboliques tels que : polyphénols, flavonoides, tanins,
saponines, stéroides et alcaloides.

L'étude in vitro d'extrait aqueux de Punica granatum est apparue comme une activité

importante de leurs écorces contre les troubles induits par le stress oxydatif.

L'analyse hématologique a conclu que des rats traités par extrait aqueux de 1’écorces de Punica

granatum peuvent avoir un impact positif sur le systeme hématopoiétique.
Quant aux parametres biochimiques, I'extrait aqueux d'écorces de Punica granatum montre le
capacité a se protéger de l'insuffisance rénale.

L'extrait aqueux d'écorces de Punica granatum donne des résultats remarquables dans la

protection de I'estomac contre les ulcéres, au niveau macroscopique .

Les résultats obtenus lors de cette étude sont encourageants, et ne constituent que le début d’une
longue et fleurissante recherche. Ils ont permis de valoriser cette plante en tant que plantes anti-
ulcéreuse qui a démontré leur efficacité a une faible dose en tant que stimulatrice des défenses

gastriques pour prévenir les dommages sur I’estomac que peut causer I’éthanol , cependant, ce
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travail devrait étre compléter dans le futur par des études qui concernent les points suivants :

» La composition chimique et la mise en évidence des molécules bioactives contenues dans les
extraits de cette plante.

» Etudier I’efficacité de cet extrait sur les autres paramétres du stress oxydatif comme la GST .
» Essayer de comprendre le mécanisme d’action exacte de ces composés bioactifs par des études
plus pousses.

Pour les études futures, nous espérons que les études se concentreront d’avantage sur la détection
de tous les composés de I'écorce de Punica granatum en particulier celles efficaces qui donnent
ce résultat étonnant a plus de les tester dans cette pathologie, et pourquoi pas travailler sur

I'extraction de et médicament puissant grace a ces Composés
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Annexes

> Annexe 1l :

Produits chimiques
Eau physiologique (NaCl 0,9%), acide chlorohydrique (HCI) , de réactif de Drajendorf,

I'acide sulfurique , de chlorure ferrique , réactif de Folin-Ciocalteu , carbonate de sodium

(60g/1), le chlorure d’aluminium.

> Annexe 2 : Courbes d’étalonnages utilisées pour le dosage des

antioxydants.
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Figure 1 : Courbe d’étalonnage pour le dosage des polyphénols totaux en utilisant I’acide

gallique.
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Figure 2 : Courbe d’étalonnage pour le dosage des flavonoides en utilisant la quercétine.
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Résume

Cette enquéte visait a étudier I'effet de I'extrait aqueux de I'écorce de Punica granatum

pour la prévention de l'ulcere gastrique induit par I'éthanol qui provoque des lésions de la

muqueuse gastrique chez le rat. Vingt ratsmales albinos Wistar, pesant entre( 185et 243 g)

ont été divisés en 3 groupes de 5 animaux chacun (n =5) ; Lot 1 : lot traité par extrait de Punica
granatum L 100 mg / Kg de poids corporel , Lot 2: lot témoin recoit 1’eau physiologique, Lot 3:
lot traité par Ranitidine (20 mg/ Kg) .

L'ulcére de I'estomac était induite par une administration orale unique 0.5 mL/100g d'éthanol
a97% v / v). Divers parametres comme, le volume de suc gastrique, I'acidité totale, I'indice
d'ulcére, le pourcentage de protection, I'activité de la pepsine, les marqueurs hématologiques,
biochimiques et antioxydants ont été estimés. Les coupes histologiques de I'estomac ont été
observés. Les résultats de I'analyse qualitative ont révélé que I'extrait aqueux présentent une
richesse en, phénols, flavonoides, terpénoides, saponines et pauvres en alcaloides. La teneur
totale en phénol et flavonoides est la plus élevée . Les valeurs IC50 de la plante étaient de 34,92
ug / ml. L'altération observée dans paramétres hématologiques et certains parametres
biochimiques chez le rat ulcere et ont montré restauration en extrait aqueux de I'écorce de P.

granatum.

Mots clés: Punica granatum, Ranitidine , ulcére gastrique, estomac, stress oxydatif, phénol,

rats .



Abstract

This investigation aimed to study the effect of the aqueous extract of the bark of Punica
granatum for the prevention of ethanol-induced gastric ulcer which causes damage to the gastric
mucosa in rats. Twenty Wistar albino rats weighing between (185 and 243 g) were divided into 3
groups of 5 animals each (n = 5); Lot 1: lot treated with extract of Punica granatum L 100 mg /
kg of body weight, Lot 2: control lot receives physiological water, Lot 3: lot treated with
Ranitidine (20 mg / Kg).

The stomach ulcer was induced by a single oral administration of 0.5 mL / 100g of 97% v /v
ethanol). Various parameters such as the volume of gastric juice, total acidity, ulcer index,
percentage protection, pepsin activity, hematological, biochemical and antioxidant markers were
estimated. Histological sections of the stomach were observed. The results of the qualitative
analysis revealed that the aqueous extract is rich in, phenols, flavonoids, terpenoids, saponins
and poor in alkaloids. The total content of phenol and flavonoids is the highest. The plant 1C50
values were 34.92 ug / ml. The alteration observed in hematological parameters and some
biochemical parameters in the rat ulcerated and showed restoration in aqueous extract of the bark

of P. granatum.

Key words: Punica granatum, Ranitidine, gastric ulcer, stomach, oxidative stress, phenol, rats.
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Résume

Cette enquéte visait a étudier I'effet de I'extrait aqueux de I'écorce de Punica granatum
pour la prévention de l'ulcere gastrique induit par I'éthanol qui provoque des lésions de la
muqueuse gastrique chez le rat. Vingt ratsmales albinos Wistar, pesant entre( 185et 243 g)
ont été divisés en 3 groupes de 5 animaux chacun (n =5) ; Lot 1 : lot traité par extrait de Punica
granatum L 100 mg / Kg de poids corporel , Lot 2: lot t¢émoin recgoit 1’eau physiologique, Lot 3:
lot traité par Ranitidine (20 mg/Kg) .

L'ulcére de I'estomac était induite par une administration orale unique 0.5 mL/100g d'éthanol

a 97% v / v). Divers parametres comme, le volume de suc gastrique, lI'acidité totale, I'indice
d'ulcere, le pourcentage de protection, I'activité de la pepsine, les marqueurs hématologiques,
biochimiques et antioxydants ont été estimés. Les coupes histologiques de I'estomac ont été
observés. Les resultats de I'analyse qualitative ont révélé que I'extrait aqueux présentent une
richesse en, phénols, flavonoides, terpénoides, saponines et pauvres en alcaloides. La teneur
totale en phénol et flavonoides est la plus élevée . Les valeurs IC50 de la plante étaient de 34,92
ug / ml. L'altération observée dans parameétres hématologiques et certains parametres
biochimiques chez le rat ulcere et ont montré restauration en extrait aqueux de I'écorce de P.
granatum.

Mots clés: Punica granatum, Ranitidine , ulcére gastrique, estomac, stress oxydatif, phénol,
rats .



