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Introduction

Introduction

Malgré les progres réalisés en médecine au cours des derniéres décennies, notamment
la disponibilit¢ d’une gamme large de produits de santé, les traitements médicamenteux

actuels restent insuffisants face aux maladies.

L’émergence des maladies inflammatoires intestinales, ainsi que la résistance des
agents microbiens aux traitements actuels, soulignent I’urgence de la recherche de nouveaux
agents thérapeutiques. Le traitement de 1’inflammation est souvent basé sur I’apport des anti-
inflammatoires non stéroidiens (AINS), des glucocorticoides et des antibiotiques. Tous ces
médicaments, quelles que soient leurs voies d’administration exposent aux risques de toxicité
gastro-intestinale et a d’autres effets secondaires. Dans ce contexte, nous nous sommes posé
la question de I’intérét du traitement de I’inflammation par la phytothérapie, avec moins

d’agressivité et sans créer des effets secondaires.

L’intérét populaire pour la phytothérapie n’a jamais cessé d’évoluer, le régne végétal
constitue une source inépuisable de nouvelles molécules utilisables directement comme
principes actifs ou pouvant servir comme molécule guide pour le développement de nouveaux

agents thérapeutiques.

De par sa situation géographique et la diversité de son climat, 1’Algérie est un pays
riche en substances naturelles parmi les plus rares au monde, et une biodiversité de premiere
importance avec beaucoup de plantes d’intérét thérapeutique utilisées en traitement curatif et

préventif (Beloued, 1998).

C’est dans cette optique que s’inscrit la présente étude qui concerne une plante
médicinale locale, de la famille des Asteraceae, en 1’occurrence 1 ‘Anacyclus pyrethrum, une
plante vivace commune notamment dans le tell constantinois. La médecine traditionnelle
locale utilise les racines de cette espece médicinale, connue sous 1’appellation de « Guentess »
pour traiter diverses pathologies. Par ailleurs, les recherches bibliographiques sur les travaux

effectués sur cette plante ont montré que la chimie de I’espéce reste insuffisamment étudiée.

Le but de notre ¢tude est d’examiner les effets immunomodulateurs des
polysaccharides extraits a I’eau chaude a partir des racines d’Anacyclus pyrethrum sur
I’inflammation intestinale induite chez des modéles murins par 1’acide acétique, et sur les

cellules immunitaires impliquées dans la réaction inflammatoire.




Introduction

La présente étude s’articule autour de trois parties : la premiére partie a savoir une
recherche bibliographique comportant trois chapitres, dans lesquels nous évoquerons le
systtme immunitaire intestinal, les maladies inflammatoires de [I’intestin et leur
physiopathologie, 1’aspect botanique et phytochimique de la plante étudiée ainsi que le rdle
des polysaccharides seront également détaillés. Une seconde partie expérimentale nous
permettra de décrire le matériel et les différentes méthodes suivies dans notre étude. La
troisiéme partie est consacrée a la présentation des principaux résultats obtenus ainsi que leur

discussion.

Pour finir ce travail, nous citerons une conclusion générale et des perspectives. Nous

vous souhaitons une excellente lecture parsemée de découvertes au fil de s prochaines

pages.
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Revue bibliographique




Chapitre I



1. Organisation et structure de la muqueuse intestinale

1.1 Organisation

Situé aux interfaces épithéliales de I’organisme, le systtme immunitaire muqueux est la
premicre ligne de contact avec les antigenes.

L’¢épithélium intestinal humain représente une surface comprise entre 200 et 300m? de
muqueuse (Hao et Lee, 2004), et correspond ainsi a la plus grande surface du corps
constamment exposée a des substances environnementales, & des nutriments et aux micro-
organismes (Lotz et al., 2007). Ainsi, on considére que D’intestin est le premier organe
immunitaire de 1’organisme humain car 60% a 70% des cellules immunes sont présentes dans
la muqueuse intestinale.

L’intestin gréle est I’organe-clé de I’'immunité, puisqu’il doit sélectionner en quelque sorte les
bons des mauvais nutriments. Anatomiquement, d’une longueur de 4 a 5 m, il se compose de
trois segments : le duodénum, le jéjunum et I’iléon, auquel fait suite le gros intestin avec 1 a
1,5m de long, qui est composé de trois segments : le caecum, le colon et le rectum.

(Figure 01).
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Figure 01. Anatomie de I’appareil digestif (Moore et Daley, 2006)

La muqueuse intestinale endosse le long du tractus gastro-intestinal le role de barriere
immunologique, physiologique et physique: elle est structurée en trois niveaux de

protection (Mc Guckin et al., 2011).




1.1.1 Le mucus

C’est un hydrogel visqueux, situé dans la lumiére intestinale permettant la diffusion de
macromolécules et 1’absorption gastro-intestinale, mais il fournit également une barriére
physique efficace contre les micro-organismes, par ces caractéristiques physico-chimiques
tels que la force ionique et le pH, ainsi que la sécrétion de mucus, jouant un réle important

dans de nombreuses pathologies (Bergstorm et al., 2010).
1.1.2 L’épithélium

L’¢épithélium intestinal est une monocouche de cellules non hématopoiétiques
constituant une barriére physique et immunologique entre le milieu extérieur (le lumen) et le
milieu interne de [’organisme. Il est composé de villosités et de cryptes ainsi que de

composants cellulaires épithéliaux et endothéliaux. (Mc Dermott et Huffnagle, 2014).

Le degré de plasticité ¢levé de 1’épithélium intestinal (modification de la densité et de la
hauteur villositaire, de la profondeur des cryptes et de la vitesse de renouvellement épithélial)

lui permet de lutter contre les agents pathogenes.

a) Les villosités : ce type de structure est présent dans 1’intestin gréle mais pas dans le
colon. Elles présentent des expansions vers la lumicre avec un axe villositaire tapissé par
I’épithélium de surface. Cet épithélium est prismatique, simple et est constitué¢ des différents

types cellulaires. On y trouve principalement :

> Des entérocytes : elles représentent 80% des cellules de I’épithélium. Ces
cellules sont responsables de la fonction d’absorption de D’intestin. Elles
présentent ¢galement a leur coté apical des microvillosités afin d’augmenter les
capacités d’échanges. Leur pole apical, treés spécialisé, porte de 2000 a 3000
microvillosités tres serrées recouvertes de glycocalyx.

» Des cellules caliciformes (cellules 23 mucus ou Goblet cells) : ces cellules
sont spécialisées dans la production de mucus qu’elles relarguent dans la
lumiére intestinale.

» Les cellules entéro-endocrines : secrétant des neuromédiateurs, notamment la
sérotonine impliquée dans la motilité intestinale.

» Les cellules M (pour Microfold): cellules épithéliales distinctes des

entérocytes situées exclusivement au niveau de I’épithélium associé¢ aux




follicules qui surplombent le tissu lymphoide associé¢ aux muqueuses. Ces cellules sont
structurellement et fonctionnellement spécialisées dans le transport trans-épithélial
d’antigénes depuis la lumiére intestinale jusqu’aux cellules immunitaires appartenant a la
muqueuse. Les cellules M son polarisées (avec un pole apical et un pole basolatéral) et
forment des jonctions serrées avec les cellules adjacentes. Ces cellules sont caractérisées par
la présence d’un sous-domaine particulier au niveau du pole baso-latéral qui amplifie la
surface cellulaire et permet la formation d’une poche ou les lymphocytes intra-épithéliaux
pourront se fixer. Cette caractéristique des cellules M permet de raccourcir la distance a
parcourir pour les vésicules trans-épithéliales avant d’atteindre le pole basolatéral et la
présentation  des  antigénes  capturés au  systtme  immunitaire  sous-jacent

(Kraehenbuhl et Neutra, 2000).

b) Les cryptes : les glandes de Lieberkiihn, ou cryptes, sont invaginées en forme de doigts

vers la paroi musculaire. On y retrouveS5 types cellulaires :

» Les cellules caliciformes et les entérocytes : sont identiques a celles rencontrées dans
les villosités mais en quantité légérement inférieure.

» Les cellules dites « intermédiaires » : sont des cellules immatures encore capables de
se diviser et situées au fond des cryptes. Elles vont migrer le long des villosités, lors de leurs
différentiations.

» Les cellules neuroendocrines intestinales : elles sont responsables de plusieurs types
de sécrétions tels que celle de la sérotonine, de la sécrétine, de la substance P et de la
neurotensine. Ces cellules représentent 1% des cellules épithéliales de la muqueuse et
expriment des marqueurs de différenciation neuronale (protéines de la famille des
neurotrophines).

> Les cellules de Paneth : elles sont situées a la base des cryptes. Ces cellules sont
spécialisées dans la sécrétion de molécules antimicrobienne.

» Les cellules souches : localisées ¢galement au fond des cryptes et assurent le
renouvellement trés rapide de [’épithélium. Ces cellules souches peuvent se
différencier en chacune des especes cellulaires non hématopoiétiques de I’épithélium
intestinal et migrent vers I’axe crypto-villositaire. Lorsque 1’épithélium est détruit par
un pathogeéne ou plus généralement par une rupture de 1’homéostasie intestinale, les
cellules souches se multiplient pour remplacer les entérocytes endommagées et de ce

fait la longueur des cryptes augmente.




1.1.3. Les jonctions serrées

La fonction barriére des jonctions serrées se définit par la capacité des surfaces
recouvertes d'endothélium et d'épithélium a restreindre, de manicre différenciée, le passage de
l'eau, des ions et des solutés plus gros, en fonction de leur taille et de leur charge, via
l'infiltration paracellulaire. La présence de facteurs de stress ou I'exposition a de tels facteurs
menace l'intégrité des jonctions serrées, entrainant une augmentation de la conductance des
ions a travers la voie paracellulaire. Ce phénomene, souvent connu sous le terme de syndrome
de l'intestin perméable, permet surtout aux agents pathogenes, endotoxines et mycotoxines de
s'infiltrer dans I'ensemble de 1'organisme, en diminuant l'intégrité des jonctions serrées et en

augmentant ainsi leur passage dans la circulation générale.

1.2. Structure et fonction

Bien que la structure de la muqueuse varie en fonction des différents segments du
tractus gastro-intestinal, elle est principalement constituée de quatre couches successives

commengant par 1’épithélium qui a été détaillé¢ précédemment :

1.2. 1. La paroi musculaire (Muscularis mucosae)

Il s’agit d’une couche musculaire fine, permet des mouvements localisés de la
muqueuse intestinale et des villosités favorisant 1’absorption des nutriments grace a une
quantité variable de tissu ¢élastique et a deux minces plans de muscle lisse; un plan musculaire
circulaire interne que 1’on retrouve dans les villosités et d’un plan musculaire longitudinal

externe. C’est une couche musculaire lisse qui permet le nettoyage complet de la muqueuse

grice a ses petites contractions (Colarelli, 1984).

1.2.2. La sous-muqueuse

Le tissu conjonctif est trés dense, c’est le si¢ge intestinal de nombreux vaisseaux
sanguins et lymphatiques. Il est parcouru par un réseau de fibres sympathiques, le plexus de
Meissner, acteur de la motilit¢ digestive. C’est aussi le site des follicules lymphatiques
appartenant a la famille des GALT (tissu lymphoide associé¢ au tube digestif) tels que les
plaques de Peyer (PP) situées dans I’iléon (Colarelli, 1984).




1.2. 3. Le chorion ou lamina propria

La lamina propria (LP) de la muqueuse intestinale est un tissu conjonctif lache situé
sous I’épithélium, renfermant de nombreux vaisseaux sanguins et lymphatiques permettant de
nourrir les cellules épithéliales et de transporter les nutriments. La lamina propria contient
¢galement des cellules hématopoiétiques (lymphocytes, cellules présentatrices d’antigeéne),
libres ou contenues dans des nodules lymphatiques, fournissant une ligne de défense contre
les germes microbiens (et autres agents vecteurs de maladies) franchissant la barriére
épithéliale. Les nodules lymphatiques présents dans la LP peuvent former, aprés stimulation
antigénique des agrégats appelés plaques de Peyer(Figure 02). Ces follicules sont composés
d’un tissu conjonctif particulierement riche en lymphocytes T, B, en neutrophiles et

macrophages et en ¢osinophiles (Lee et al., 1988).
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Figure 02. Structure de la muqueuse intestinale (Abreu, 2010)
2. Le systéme lymphoide muqueux associé a I’intestin

(GALT- Gut Associated Lymphoid Tissue)

Les tissus lymphoides associés aux muqueuses (Mucosa-Associated Lymphoid Tissue,
MALT) forment une partie des organes lymphoides secondaires qui se situent de maniére
diffuse dans différents organes du corps, toujours sous I'épithélium de la muqueuse. Ces tissus

lymphoides sont histologiquement et fonctionnellement proches des follicules trouvés dans




les ganglions, le plus important (quantitativement) est le tissu lymphoide associé au tube
digestif (Gut-Associated Lymphoid Tissue [GALT]), situé¢ dans le chorion de l'intestin gréle,
il tient un role clé dans I’'immunité locale et générale.
C’est le plus gros tissu immunitaire, il contient, a lui seul, plus de lymphocytes et de cellules
productrices d’immunoglobulines que la moelle osseuse, la rate et les nceuds lymphatiques
réunis. La population de lymphocytes y est trés hétérogene (Elwood et Garden, 1999).

Le GALT est morphologiquement et fonctionnellement divisé en deux parties : le tissu

lymphoide organisé et le tissu lymphoide diffus (figure 03).
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Figure 03. Le systéme lymphoide associ¢ a I’intestin (Gagnon, 2007).

2.1. Le tissu lymphoide organisé

2.1.1. Les plaques de Peyer

Les plaques de Peyer sont distribuées chez la souris tout au long de I’intestin gréle.

Elles sont composées de trois ¢léments essentiels :

» Le FAE (Follicule Associated Epithelium): est infiltré par un grand nombre de

cellules B et T, de cellules dendritiques et de macrophages. Au centre du FAE, les




entérocytes se différencient en cellules M (Microfold), dépourvues de microvillosité a
leur pdle apical et trés invaginées a leur pdle basal. Les cellules B sont spécialisées
dans la production des anticorps contre les antigénes partagés par beaucoup d’espéces
bactériennes et ceci méme en ’absence de stimulation antigénique. Ils sont la source
d’anticorps dits « naturels » de types IgM sériques qui procurent une premicre barricre
de protection contre I’invasion de nombreux microorganismes.

Les plaques de Peyer ne possedent pas de systéme lymphatique afférent, les
déplacements cellulaires vers cet environnement lymphoépithélial s’effectuent par
voie sanguine via les veinules a endothélium épais (HEV — High Endotelial Venule)
Les follicules B : sont entourés par une zone riche en cellules T (TDA — Thymus
Dependant Area) dans laquelle les HEV servent de point d’entrée ou de sortie des
cellules circulantes.

Le dome subépithélial (SED) : est composé¢ de lymphocytes T et B en constante
interaction avec les cellules dendritiques. Cette région est un site privilégié¢ a la fois
pour ’initiation de réponses immunitaires adaptatives cellulaires (T) et humorales (B),
mais aussi pour le maintien de I’homéostasie intestinale et la tolérisation du systéme

immunitaire face a la flore intestinale endogéne.

2.1.2. Les ganglions mésentériques

Les ganglions mésentériques (MLN — Mesenteric Lymph Nodes) représentent a la fois les

plus grands ganglions lymphatiques de 1’organisme et un site unique d’interaction entre le

systéme immunitaire périphérique et le GALT. Ils sont constitués de trois régions principales :

Le cortex constitué¢ de follicules primaires et secondaires riches en lymphocytes B qui
peuvent évoluer en centres germinatifs (Lenoir, 2011).

Le paracortex est majoritairement composé de lymphocytes T pouvant maturer en
cellules T spécifiques lors de la présentation d’antigénes par des cellules dendritiques
provenant de la lamina propria (Lenoir, 2011).

La medulla est irriguée par de larges vaisseaux sanguins. Elle est constituée de
cellules présentatrices d’antigénes (macrophages, cellules dendritiques) ainsi que de
plasmocytes, cellules B activées ayant compléter la maturation d’affinit¢ de leurs

anticorps et leur commutation de classe.




2.2. Le tissu lymphoide diffus

Les compartiments de la lamina propria et intra-épithélial sont composés d’une
majorité de petits lymphocytes et plasmocytes ; on y trouve également, en petite quantité des
macrophages, des monocytes, et quelques polynucléaires (neutrophiles et éosinophiles)

(Roccabianca et al., 2000).

2.2.1. Le compartiment de la lamina propria

Chez I’homme, la plus grande partie du systéme immunitaire associ¢ a la muqueuse se
trouve dans la lamina propria (LP). On y retrouve un nombre important de populations
cellulaires différentes ; des lymphocytes B matures (CD19+), qui produisent des IgA, des
lymphocytes T principalement de type Th (CD4+) et plusieurs autres types cellulaires tels que
les macrophages, les cellules dendritiques et les mastocytes
(Lefrancois et Puddington, 2006), d’un certain nombre de cellules éosinophiles, des
basophiles et des neutrophiles. Ces cellules sont toujours en migration, en différentiation et en
renouvellement continuel. Tous les types classiques de cellules CD4+ Th sont retrouvées dans
la LP, incluant les cellules de type Thl qui dirigent la réponse médi¢e par les cellules
associées aux infections intracellulaires et la cytotoxicité, les celles du type Th2 qui sont
impliquées dans la production d'IgE, le contrdle des infections aux helminthes et les allergies.
Les cellules Th17, ainsi qu'une population importante de cellules T régulatrices exprimant le
Foxp3+ sont reconnues pour jouer un role important dans ['homéostasie intestinale

(Gambineri et al.,2003).

2.2.2. Le compartiment intra-épithélial

La plupart des lymphocytes intra-épithéliaux (IEL : intra-épithéliaux lymphocytes)
sont des lymphocytes T, mais la population différe de celle des lymphocytes de la LP, car elle
comporte une forte proportion de cellules Tyo (10a 40 %). Une fonction suggérée des IEL est

la surveillance des cellules mutées ou infectées par des virus.




3. La flore intestinale

A TDinstar de la barriére épithéliale, la flore bactérienne, sans étre une structure
immunitaire a proprement parlé, joue un réle important dans la protection de I’organisme.
Selon la définition d’Isolauri et al., (2002), la flore intestinale normale est une collection
complexe et en équilibre de microorganismes qui habitent normalement le tractus gastro-
intestinal, et remplissant un role dans la nutrition, la physiologie et le controle du systéme

immunitaire de 1’hote.

Un individu héberge 10"“bactéries dans son tractus digestif présentant 400 a 500
espéces et sous-espéces, alors qu’il ne contient que 107 cellules eucaryotes
(Grimoud, 2010).La grande majorité des bactéries intestinales (plus de 90%) sont des
anaérobies obligatoires (bifidobactéries, eubactéries, coques anaérobies et espéces du genre
Bacteroides) ou des espéces tolérant 1’oxygene telles que les lactobacilles. Des germes
acrobies telles que Escherichia coli et les entérocoques sont présents mais en un nombre
relativement faible (< 1%) (Lotz et al., 2007).

La flore bactérienne différe tant par son importance numérique que par le spectre d’especes
dans les différents segments du tube digestif, nous pouvons voir dans [’illustration

(figure 04) la répartition et la composition de la flore bactérienne intestinale.
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Figure 04. Répartition et composition de la flore bactérienne intestinale (Sartor, 2008)




3.1 La tolérance immunologique vis-a-vis de la flore intestinale

De récents résultats provenant d’études sur les souris ont mis en évidence un moyen
qui pourrait expliquer comment une tolérance immunitaire peut s’établir vis-a vis de la flore
bactérienne du tube digestif aprés la naissance. En effet, I’inhibition de la production d’une
petite molécule de signalisation (IRAK 1), dont la fonction est normalement 1’identification et
la défense contre les microorganismes intervient a cet effet (Chassin et al., 2010). Peu aprées
la naissance, une forte régulation a la baisse d’IRAK 1 a lieu dans les cellules de la muqueuse
intestinale. De plus, le GALT permet de freiner la réponse immunitaire contre les éléments
inoffensifs, et de promouvoir celle contre les ¢éléments pathogenes. Les CPAs (Cellules
présentatrices d’antigeénes), résidentes expriment un niveau bas en TLRs (Toll-Like receptor),
ce qui rend inerte les MAMPs (Microbe Associated Molecular Pattern) de la microflore
commensale intestinale qui pénétre normalement et en faible nombre a travers la muqueuse

intestinale (Martin et al., 2010).

3.2. Les fonctions protectrices du microbiote intestinal

3.2.1. Fonction de barriére

Les mécanismes de 1’effet de barriere sont de plusieurs ordres; Il existe une
compétition pour les nutriments et les sites d’adhérence épithéliaux entre les bactéries
pathogenes et les bactéries commensales qui sont plus adaptées a I’écosystéme intestinal. Par
ailleurs, le microbiote induit la production des peptides antimicrobiens par les cellules
épithéliales jouant un réle majeur dans la défense contre les agents pathogenes, d’autre part,
il stimule la production des IgA sécrétoires et renforce les jonctions serrées entre les cellules
¢épithéliales, il régule aussi la composition du mucus qui recouvre et protége la muqueuse
intestinale (Swidsinski et al., 2007).

Les bactéries du microbiote produisent €¢galement des bactériocines aux propriétés
antibiotiques (Duerkop et al.,2009). A cela s’ajoute le péristaltisme intestinal qui correspond
a la contraction des muscles longitudinaux intestinaux sur un court segment intestinal, en
empéchant les germes de trouver un site de fixation.

D’autres études impliquent la flore commensale dans la réparation des 1ésions de la

mugqueuse intestinale (Lotz et al., 2007).




3.2.1. Fonctions immunitaires

La grande majorité des informations sur les fonctions immunitaires du microbiote
proviennent des études comparatives entre des souris axéniques (stériles, sans microbiote) et
leurs homologues ¢élevées classiquement en animalerie. Ces travaux ont démontré le role
essentiel joué¢ par le microbiote dans le développement et la maturation du systéme
immunitaire et donc sur ses fonctions. Des études démontrent une atrophie des organes
lymphoides secondaires chez les animaux élevés en conditions stériles et qui ne possédent de
ce fait pas de flore intestinale commensale (Rokoff ef al,, 2004).Une étude réalisée sur des
chats, rapportée par (Waly ef al., 2001), a montré que les cellules immunitaires retrouvées
dans I’intestin et dans les nceuds lymphatiques des chats axéniques sont beaucoup moins
nombreuses que chez des chats ¢élevées de maniere conventionnelle; il en est de méme pour
les lymphokines (IL-1, IL-6). De plus les immunoglobulines (IgA) sont les seuls anticorps
retrouvés dans la lumicre intestinale des chats axéniques alors que chez des chats normaux,
des IgM et des IgG sont également retrouvés. Cette flore aurait donc pour role d’activer le
systéme immunitaire.

La composition du microbiote joue un role majeur dans I’équilibre entre Th17 et Treg,

indispensable au maintien de ’homéostasie intestinale (Waly et al., 2001).

4. La réponse immunitaire au niveau intestinal

Malgré le contexte anti-inflammatoire et tolérogéne présent dans la muqueuse
intestinale, le systéme immunitaire assure une veille permanente afin de réagir face a
I’agression d’un microorganisme pathogene. Lorsqu’une breéche apparait dans la muqueuse
intestinale ou lors de la détection de la présence d’un microorganisme pathogéne au niveau
des cellules M, une réaction immunitaire va étre induite afin de renverser la balance

immunitaire et lutter contre 1’infection.

4.1. Les acteurs de la réponse immunitaire intestinale

4.1.1. Les récepteurs cellulaires

Les microorganismes et les bactéries résistants aux peptides antimicrobiens et a la
couche de mucine peuvent potentiellement atteindre les cellules épithéliales. Dans ce cas, ces

molécules du non soi communs aux micro-organismes appelées PAMP « Pathogen Associated




Molecular Pattern » d’origine trés diverse (bactéries, virus, parasites et champignons) et de
nature variée (protéines, sucres, acides nucléiques) vont interagir avec des récepteurs du soi
appelés PRR « Pattern Recognition Receptors ». L’interaction de ceux-ci avec ces récepteurs
va induire des réponses immunitaires innées et adaptatives qui élimineront les agents

pathogénes et conserveront la muqueuse et la microflore intestinale.

4.1.2. Les cellules effectrices

a. Les cellules présentatrices d’antigenes (CPA)

Elles peuvent étre des cellules dendritiques, des macrophages activés ou des
lymphocytes B activés, dont la fonction est la dégradation intracellulaire des antigénes et de
Leur présentation a la surface cellulaire sous forme de peptides associés aux molécules du
complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe I ou II.

Les CPA expriment des molécules de co-stimulation indispensables a [’activation des
lymphocytes ainsi que des récepteurs de reconnaissance de motifs antigéniques PRR incluant

les TLR et NLR.

b. Les entérocytes
Ce type de cellules épithéliales est le plus répandu au niveau de la muqueuse
intestinale et caractéris¢ par sa fonction d’absorption de nombreux nutriments. Elles sont
capables de phagocyter des antigénes alimentaires aprés dégradation cellulaire par voie
lysosomiale, et de les présenter en association avec des molécules du CMH II, fonctionnant

ainsi, comme des CPA (Yu et Perdue, 2001).

¢. Les lymphocytes
e Leslymphocytes T

Les lymphocytes T conventionnels (o f) comprennent :
Les lymphocytes T CD8+ exercant une activité cytotoxique envers le pathogene.
Les lymphocytes T CD4 + principalement situés dans la lamina propria mais aussi au niveau
des plaques de Peyer.

Les lymphocytes T non conventionnels comprennent notamment les lymphocytes T
intra-épithéliaux yd. Leur activation est non classique car elle se fait sans I’intermédiaire du
CMH. IlIs permettent d’¢largir les fonctions des lymphocytes T. Ainsi, les lymphocytes Tyo
représentent une faible proportion des cellules T dans la plupart des compartiments

lymphoides et sont plutot associés a 1'épithélium intestinal

(Meresse et Cerf-Bensussan, 2009).



e Leslymphocytes B

Les lymphocytes B intestinaux produisent 70 a 90% d’immunoglobulines de type A.
on les retrouve principalement au niveau de la lamina propria et au niveau des plaques de
Peyer. Ce sont les cellules les plus abondantes et les mieux caractérisées des populations

cellulaires de I’immunité adaptative dans la muqueuse intestinale (Duerkop et al., 2009).

d. Les neutrophiles

La fonction principale des polynucléaires neutrophiles (PNN) dans l'intestin est de tuer
les microbes luminaux qui envahissent la muqueuse par phagocytose, et également par le
recrutement des monocytes en libérant les chimioattractants tels que la cathepsine G et
I’azurocidine (Soehnlein et Lindbom, 2010). Les PNN peuvent également contribuer a une
réponse inflammatoire exacerbée par la libération des molécules pro-inflammatoires et du

contenu toxique de leurs granules d’azurophile comme 1’¢lastase (Williams et Parkos, 2007).

e. Les macrophages

On les trouve dans D’ensemble du tractus gastro-intestinal mais sont situés
principalement dans la lamina propria (Hume ez al., 1984).Une population discrete est
¢galement présente dans les couches musculaires lisses de la muqueuse, jouant un rdle
important dans la régulation de la motilité intestinale. Parmi les fonctions essentielles des
macrophages intestinaux ; il ya la clairance des cellules apoptotiques et le remodelage
tissulaire (Smith ef al., 2010), induction de la différenciation des cellules T régulatrices
FoxP3+ (Forkheadbox Protein 3) par la production d’IL-10 et de TNFo (Tumor Necrosis
Factor alpha), et la phagocytose (Weber et al., 2010).

f. Les cellules Natural killers (NK)

Les cellules NK sont présentes dans tous les tissus intestinaux (intestin gréle, gros
intestin et colon) dans les compartiments de la lamina propria et les compartiments intra-
¢épithéliaux, et en petite quantité dans les plaques de Peyer et les ganglions mésentériques

(Ivanova ef al., 2014) dont la principale fonction est la production de grandes quantités de




cytokines pro-inflammatoires IFNy (interféron gamma), qui aident a contréler de nombreux

agents pathogenes infectieux dans I’intestin.

4.2 L’immunité innée et adaptative au niveau intestinal

4.2.1.La réponse immunitaire innée

L’immunité innée est une premiere ligne de défense qui contrdle 1’agent indésirable et
contribue a son élimination. Parmi les puissants mécanismes développés par le systéme
immunitaire pour protéger la muqueuse intestinale, il y a la réaction inflammatoire qui fait

I’objet du prochain chapitre.

Ce composant immunitaire peut neutraliser les microorganismes grace a la phagocytose,
I’action de molécules comme les peptides antimicrobiens et le complexe de lyse du
complément ou par la production de facteurs antiviraux. Les monocytes/macrophages, les
cellules dendritiques, les cellules NK, et les polynucléaires neutrophiles sont les premicres
cellules sollicitées en cas d’agression de la muqueuse intestinale. Leur liaison aux récepteurs
TLR des bactéries conduit a la syntheése de différentes interleukines (IL-8, IL-1 et IL-6) ainsi
que le facteur nécrosant TNFa. Ceci entraine le recrutement des PNN vers le site de
I’inflammation, puis active les lymphocytes B et T meneurs de la réponse immunitaire
acquise. L’immunité innée se compose également de facteurs solubles constitutifs qui sont
notamment les surfactants, les facteurs d’activation des plaquettes (PAF), les protéines du
complément et les défensines, mais aussi les cytokines (Colarelli, 2010).L’immunité innée
comprend également I’effet de barriere dii aux cellules de 1’épithélium intestinal ainsi que les

NK et les lymphocytes T yd (Figure 05).
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Figure 05. Apercu général sur I’immunité de la muqueuse intestinale
(Perez-Lopez et al., 2016)
4.2.2. La réponse immunitaire adaptative

a. L’intégration de I’antigéne

Lavoie principale d’intégration de I’antigéne passe par les cellules M situées en
surface des plaques de Peyer. La membrane apicale des cellules M favorise 1’adhésion et
I’intégration des antigénes luminaux par endocytose ou phagocytose.

La seconde voie d’intégration des antigénes implique directement les entérocytes. Cependant,
ceux-ci sont moins accessibles que les cellules M du fait de la présence du glycocalyx.

Il semblerait qu’ils soient également capables de présenter ’antigéne aux cellules T
(Hershberg et al.,2000). L’intégration des antigénes luminaux peut également se faire par un
mécanisme paracellulaire, via le passage des dendrites des cellules dendritiques entre les
entérocytes pour échantillonner les antigénes luminaux d’espéces bactériennes non invasives
(Corthésy et al.,2007).

Une fois intégré, I’antigéne luminal est transporté jusqu’aux CPA localisées sous le dome

sub-¢pithélial des plaques de Peyer; qui internalisent 1’antigéne et le convertissent en




peptide antigénique exprimé a la surface des cellules associé¢ au CMH de classe II afin d’étre

reconnu par les récepteurs des cellules T (TCR).
b. L’immunité cellulaire

Les antigeénes luminaux endocytés par les cellules M sont rapidement pris en charge
par les CDs présentes dans la zone subépithéliale du dome des plaques de Peyer. Ainsi
activées, ces CPA qui expriment a leurs surfaces les CMH 11, les molécules de co-stimulation
CD80 et CD 86 ainsi que la molécule d’adressage CCR7, vont migrer vers la zone T
interfolliculaire des structures lymphoides pour activer les lymphocytes T naifs. Les
lymphocytes TCD4+ rejoignent le chorion de la muqueuse intestinale ou elles s’établissent en
tant que cellules effectrices ou mémoires, leurs spécialisation fonctionnelle conduit a leurs
différenciation en lignées Th « T helper » présentant des profils de sécrétion de cytokines
distincts. Chacune de ces lignées Th est définie et contrdlée par un unique facteur de
transcription qui régule la production des cytokines. Ces lignées sont réunies dans le tableau

01.

Tableau 01.Caractéristiques des principales polarisations des lymphocytes T CD4+
(Lavacé-lapalum, 2013).

Treg
Polarisation/caractéristiques Th17 (Tr1/ Th3)

IL-12 TGF-B, TGF-B,
Induite par IFNy IL-4 IL-6, IL10
IL-23
T-Bet GATA 3 RORyt FOXP3+
associés FOXP3-
INF-y IL-10
Principales cytokines TNF-a IL-4 IL-17 TGF- B
sécrétées IL-2,1,6,12, IL-5 IL-21, 22 IL-10
18 IL-6 IL 26
IL-13

| o e RS | L ESRTEAY T Macrophages  Lymphocytes  Neutrophiles THI1/TH17
B

Les profils de sécrétion de cytokines des cellules TCD4+ montrent une forte capacité a
sécréter de I'IFN vy et de I’IL-17. L’orientation préférentielle vers les profils Thl et Th17
respectivement refléte la mise en place d’une inflammation physiologique. Ces réponses sont
régulées par les populations de LTCD4+ régulatrices (T reg) capables d’inhiber 1’activation
des cellules Thl et Thl7, notamment via la sécrétion d’IL-10 et de TGFp




(Gueking et al., 2011). Par ailleurs, ’orientation des LTCD4+ vers un profil particulier de
sécrétion est dépendant des cytokines présentes dans le milieu environnant, elle dépend
¢galement des CD, il est décrit que les CD dépourvues de capacités migratoires qui captent
I’antigéne dans la lumiére intestinale, contribuent a une orientation Th17 pro-inflammatoire
(Atarshi et al., 2008). Au contraire, les CD sensibilisées par les cytokines ou les métabolites

des cellules épithéliales orienteraient les réponses vers un profil régulateur (Rescigno, 2011).

c¢. L’immunité humorale

Certaines cytokines comme 1I’IL-4, I’IL-5 ou le TGF-P induisent la synthése d’IgA par
les lymphocytes B folliculaires dans les plaques de Peyer (Figure 05). L’IgA principalement
synthétisée dans la lamina propria est I’immunoglobuline la plus abondante dans la muqueuse
intestinale (80-90%), et joue un rdle important dans la premicre ligne de défense contre les
toxines et les pathogenes, ainsi que dans le maintien de [’homéostasie intestinale
(Fagarasan et Honjo, 2004). Les IgA aident a la capture des bactéries dans la couche de
mucus ou sont impliqués dans I’élimination des bactéries en facilitant la phagocytose par le
mécanisme d’opsonisation. L’IgM est également présente a la surface de I’intestin mais en
plus faible proportion (6-18%) que I’'IgA en raison d’un nombre plus faible de cellules
productrices, ainsi que d’un transport dans la lumicere moins efficace. L’IgG est I’isotype
mineur de la muqueuse intestinale. Malgré le fait qu’il n’y ait pas de transporteur actif de

I’IgG, une voie paracellulaire lui permet de gagner la lumicre intestinale (Lenoir, 2011).




Chapitre II



1. Généralité sur I’inflammation

L’inflammation est la réponse de I’organisme face a une agression, qui est un processus
essentiel et bénéfique, dont le but est d’¢liminer les agents pathogenes et de réparer au plus
vite les 1ésions tissulaires. Elle est définie par les signes cardinaux « rubor et tumor cum
calore et dolore, », rougeur et gonflement avec chaleur et douleur, et une altération de la

fonction de I’organe touché (Russo-Marie, 1998).

Parfois I’inflammation peut étre néfaste du fait de 1’agressivité de 1’agent pathogéne, de
sa persistance, du si¢ge de 'inflammation, par anomalies des régulations du processus
inflammatoire, ou par anomalies quantitatives ou qualitatives des cellules intervenant dans
I’inflammation. Le processus inflammatoire comprend des phénomeénes locaux au niveau des
tissus conjonctifs vascularisés, et des phénomeénes généralisés en atteignant la circulation
sanguine. Les causes de I’inflammation sont multiples : les contaminations par les micro-
organismes (bactéries, virus, parasites), les Iésions dues aux agents physiques (traumatisme,
chaleur, froid, irradiations) et chimiques (toxines, venins), les nécroses dues a un défaut de

vascularisation, et les déréglements immunitaires (allergies, maladies auto-immunes).

2. Les types d’inflammation

2.1. L’inflammation aigué

L’inflammation est dite « aigué », quand elle aboutit a 1’élimination immédiate de
I’agent déclenchant (dans quelques jours a quelques semaines maximum), elle est caractérisée
par des phénomeénes vasculo-exudatifs intenses et un important infiltrat de cellules
inflammatoires au niveau du site 1ésionnel. L’inflammation aigué guérit spontanément ou
avec traitement, sa résolution est dans la majorité des cas spontanée et ne laisse que trés peu

de séquelles tissulaires (Peltier, 1998).
2.2.L’inflammation chronique

C’est une inflammation n’ayant aucune tendance a la guérison spontanée et qui évolue
en persistant ou en s’aggravant pendant plusieurs mois ou plusieurs années. Dans beaucoup de
cas, la cause est liée a I’incapacité de 1’organisme a éliminer la substance déclenchante

(Peltier, 1998).




3. Les médiateurs Chimiques de I’inflammation

Des cytokines et d’autres molécules sont trés fortement impliquées dans le
déroulement et la régulation des processus inflammatoires et permettent la communication
entre les cellules. Elles sont respectivement regroupées ainsi que leur role dans les tableaux

02 et 03.

Tableau 02. Cytokines impliquées dans le déroulement de la phase aigué de
I’inflammation (Bessout, 2012).

Cytokine Réle dans ’inflammation Cellules productrices

9oy iea | Active les macrophages et les NK. Natural Killers,

Inhibe laréplication virale lymphocytes T activés

Augmentation del'expression des molécules Macrophages ,monocytes,

|y ENETTE  d'adhésion pro-thrombotique, stimulation de la  cellulesdendritiques
TNF a synthése d’IL-1, 8 et6

o i stimule la prolifération, 1'activation et la Lymphocytes T activés

|y ENRTTEY | différenciation lymphocytaire.

Oriente la réponseT vers un phénotype Th2

Stimule la sécrétion des protéines de la phase Macrophages et

e ETIENE  Aigué, la prolifération et la différenciation lymphocytes activés

deslymphocytes B.

Recrutement des polynucléaires neutrophiles et Macrophages, cellules

| d it stimulation de leur dégranulation ¢épithéliales, cellules

endothéliales
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Tableau 03. Médiateurs inflammatoires d’origine cellulaire (Bessout, 2012).

Amines

Médiateurs

lipidiques

Enzymes et
métabolites
des polynucléaires et
des macrophages

Monoxyde d’azote

Facteurs de

croissance

-Sérotonine
-Histamine

-Métabolites de I’acide
arachidonique
-Facteur d’agrégation
Plaquettaire

-Enzymes lisosomales
-Radicaux libres dérivés de
I’oxygene

Monoxyde d’azote

-PDGF
-EGF
-FGF

-TGFB

Exemple de molécules Role dans ’inflammation

-Participent au déclenchement de la
réaction inflammatoire.

-Sont parmi les premiers
médiateurs libérés lors de la phase
vasculo-exsudative

-Effets variables en fonction du
médiateur.

Vasoconstriction, vasodilatation,
chimiotactisme. Certains sont
impliqués dans les processus de la
douleur.

-Microbicidie.

-Fort effet pro-inflammatoire lors
du relargage dans le milieu

-Vasodilatation
-Diminution de 1’agrégation
plaquettaire

-Régulation du recrutement
leucocytaire

-Microbicidie

-Limité a la phase de régénération.
-Prolifération des fibroblastes et
des cellules endothéliales
-Régénération épithéliale
-Fibrogenése cicatricielle

4. Les maladies inflammatoires chroniques de ’intestin (MICI)

Le terme de maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI) est une appellation

générale désignant un ensemble de 1ésions inflammatoires chroniques atteignant le tractus

digestif (principalement 1’intestin), caractérisées cliniquement par des signes digestifs, et

histologiquement par une infiltration de la lamina propria par des lymphocytes, des

plasmocytes, des ¢€osinophiles ou plus rarement, des macrophages ou des neutrophiles

(Guilford, 1996b).




En médecine humaine, le terme MICI regroupe deux pathologies : la maladie de Crohn
(MC) également appelée entérite granulomateuse ou entérite régionale, et la recto-colite
hémorragique (RCH) également appelée colite ulcérative (Modigliani, 1993). Ces maladies
partagent quelques caractéristiques, mais difféerent de maniére considérable dans deux

aspects : le segment du tube digestif touché, et I’étendue de I’inflammation (Figure 06).

Inflamrmatory Bowael Dizeasa (IBLC)

Uceratwve

Figure 06. Localisation des atteintes intestinales dans la MC et la RCH.

(Adela-Emilia, 2008)

Une troisiéme entité peut €tre ajoutée, «la colite indéterminée » présentant les
caractéristiques d’une colite idiopathique pour laquelle I’ensemble des examens réalisés ne
permet pas de trancher entre MC et RCH. Les causes des MICI sont encore mal connues,
I’hypothese étiologique actuelle décrit ces pathologies comme une anomalie de la réponse
immunitaire de I’intestin vis-a-vis de certains composants de la flore bactérienne, déclenchée
ou aggravée par des facteurs environnementaux (mode de vie, agents infectieux), survenant
chez des individus génétiquement prédisposés (Peyrin-Biroulet et al., 2010). Le risque de

contracter la maladie est de 1,6% dans la MC et de 5,2% dans la RCH (Sidler etz al., 2007).
4.1 La maladie de Crohn

La maladie de Crohn est caractérisée par des 1ésions pouvant atteindre la totalité du
tube digestif, principalement la région iléo-colique (Colarelli, 1984). Ces Iésions se

manifestent sous forme d’ulcération accompagnée d’un processus inflammatoire qui s’étend




atoutes les couches de la paroi intestinale (inflammation transmurale) : muqueuse, musculeuse
et méme quelquefois la séreuse, et entraine un épaississement parié€tal, ce processus est
souvent discontinu (des segments d’intestin normaux entrecoupent des segments atteints).
L’examen histologique révele un épaississement nodulaire de la sous-muqueuse, une
hyperplasie des follicules lymphoides, et plus tard une fibrose de la sous-muqueuse. On
observe dans 40% des cas un granulome tuberculoide non caséifiant caractéristique de la

pathologie.

Les symptomes de la MC sont: manifestations digestives avec des diarrhées
chroniques, plus ou moins glairo-sanglantes selon la sévérité et la localisation des I1ésions et
des douleurs, parfois associés a des ténesmes et des proctalgies, avec altération de 1’état
général (asthénie, amaigrissement et fiévre). Les complications intestinales de la MC
comprennent : les sténoses et obstructions intestinales, les fistules et abces, les hémorragies
digestives et la cancérisation. Les cancers du colon sont trois fois plus fréquents chez les

patients atteints de MC par rapport a la population générale (Bernstein, 2001).

La MC est caractérisée par une réponse inappropriée contre les antigénes luminaux du
tube digestif, a I’origine d’une augmentation de la perméabilité de I’épithélium intestinale si
bien que les jonctions serrées ne le sont plus, elle est également responsable d’un déséquilibre
de la balance effecteur/régulateur avec augmentation des lymphocytes T et des cytokines pro-
inflammatoires : I[FNy, IL-2, IL-6, IL-12 ; IL-23, IL-18, TNFa. D’un autre coté, les cellules

régulatrices anti-inflammatoires sont diminuées (Di Maria, 2012).

Cette pathologie est incurable médicalement ou chirurgicalement et nécessitant des approches
thérapeutiques notamment des immunosuppresseurs et des corticoides permettant d’induire et
de maintenir la rémission clinique, d’améliorer la qualité¢ de vie, de minimiser les toxicités a

court).et a long terme des traitements ainsi que les complications (Lichtenstein et al., 2004).
4.2 La recto-colite hémorragique (RCH)

La recto-colite hémorragique est caractérisée par une inflammation chronique évolutive,
touchant exclusivement le rectum et le colon, elle débute toujours a 1’anus, et progresse vers
le haut, elle ne s’étend généralement pas plus loin de 20 cm. Cette inflammation est restreinte

a la muqueuse et la sous-muqueuse.

On distingue trois types de RCH :




- Les RCH distales (60 %) atteignant le rectum (rectite), ou le rectum et le sigmoide

(recto-sigmoidite).

- Les RCH pancoliques (15 %) atteignant le rectum et la totalit¢ du cdlon.

- Les formes intermédiaires (25 %) entre les formes précédentes (Colarelli, 1984).

La RCH se caractérise par des phases aigu€s entrecoupées de périodes de rémission.
Contrairement a la MC, la RCH s’étend de maniére continue sans intervalle de muqueuse
saine. Les symptomes sont : douleurs abdominales et diarrhée muco-sanglantes, rectorragie,
ténesme et parfois constipation, une diarrhée sanglante en cas d’atteinte de la totalit¢ du
colon, avec des symptomes systémiques (ficvre et amaigrissement). La complication la plus
redoutable de la RCH est la survenue d’un mégacdlon toxique, elle comprend également une
surinfection et une perforation de la paroi intestinale, des hémorragies massives nécessitant
des transfusions sanguines. La survenue d’un cancer colique est généralement précédée d’une

dysplasie sévere.

Le traitement médical de la RCH repose sur les dérivés de 1’acide 5-aminosalicylique,
les corticoides, les immunosuppresseurs tels que: 1’azathioprine et le méthotrexate et
I’immunothérapie dont I’infliximab ; un anticorps monoclonal anti-TNF qui est le seul a avoir

I’autorisation de mise sur marché.
5. Physiopathologie des MICI

Des défauts au niveau de la barriére intestinale ont été rapportés chez les patients
atteints de MICI (Khor et al., 2011). Les facteurs environnementaux et génétiques
contribuent a la perte des mécanismes de contrdle de la flore intestinale comme la diminution
de la sécrétion de mucus et de peptides antimicrobiens parles cellules ¢épithéliales
(Khor et al., 2011). Cela engendre la mise en place d’une dysbiose intestinale, c’est-a-dire la
diminution de la quantit¢ de bactéries « protectrices » qui se traduit également par
I’inactivation de [I’inhibition de la prolifération des bactéries « déléteres »
(Manichanh ez al., 2006). Par ailleurs, en impactant également les jonctions intercellulaires
au niveau de 1’épithélium, ces facteurs provoquent 1’augmentation de la perméabilité de la
barriére physique épithéliale. Ainsi, les bactéries pathogeénes pourront étre en contact direct et
de maniere prolongée avec 1’épithélium intestinal et envahir la lamina propria, qui aura pour
conséquence une activation excessive du systétme immunitaire muqueux, puis 1’apparition

d’une inflammation chronique pour aboutir finalement a 1’apparition des lésions observées




chez les patients (Marcon et al., 2013). D’un point de vue mécanistique, cette activation
excessive de la réponse immunitaire se traduit par une augmentation du taux de cytokines pro-
inflammatoires. Les cellules épithéliales, les cellules mésenchymateuses et les macrophages
vont synthétiser des cytokines pro-inflammatoires comme IL-18, IL-6 et IL-8 au lieu de TGF-
B et de PGE2 (prostaglandine E-2) induisant la maturation des cellules dendritiques.

Apres migration vers les ganglions lymphatiques mésentériques, les cellules dendritiques
matures synthétiseront un fort taux d’IL-12 pro-inflammatoire au lieu de I’IL-10 et la
différenciation des LT CD4+naifs en lymphocytes T effecteurs LThl, LTh2 et LThl7
(Mowat, 2003).Finalement, ces LT effecteurs vont amplifier I’inflammation en secrétant a
leur tour des cytokines pro-inflammatoires comme : IFN-y, TGF-B, IL-4 et IL-17
(Mowat, 2003). En effet, les LTh1 permettent 1I’expansion de la réponse cellulaire en activant
les LT cytotoxiques CD8+ et les macrophages qui vont permettre 1’¢limination des bactéries
pathogenes. Les LTh2 permettent la mise en place d’une réponse immunitaire humorale qui
active les LB sécrétant des IgA et IgG pour combattre I’infection. Quant aux LTh17, ils sont
impliqués a la fois dans le recrutement massif des cellules de 'immunité innée comme les
neutrophiles responsables des lésions intestinales, mais également dans I’amplification de

I’inflammation (Galvez, 2014) (Figure07).
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Figure 07. Les cytokines impliquées dans la pathogénése des maladies

inflammatoires de ’intestin. (Markus, 2014).
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1. Phytothérapie et plantes médicinales

Jusqu'a I’aube du XIXe siécle, les médecins se limitaient, pratiquement, de puiser dans
les plantes médicinales pour soulager les maux de leurs contemporains. C'est alors
que les chimistes ont réussi a isoler les principes actifs de certaines plantes importantes, tels
que : la morphine, codéine, la quinine, I'aspirine, 1’atropine. Qui sont utilisés comme matieres

de sant¢ et de soins primaires.

Le mot phytothérapie se compose étymologiquement de deux racines grecques :
« Photon » et « therapia », qui signifient respectivement « plante » et « traitement »; soigner
avec des plantes (Mansour, 2015). D’aprés I’OMS (2000), la phytothérapie est la somme des
connaissances, compétences et pratiques qui reposent sur les théories, croyances et
expériences propres a une culture et qui sont utilisées pour maintenir les étres humains en
bonne santé ainsi que pour prévenir, diagnostiquer, traiter et guérir des maladies physiques ou
mentales. Elle est reliée a une expérience pratique et a des observations faites de génération

en génération, et transmise de fagon orale ou écrite.

Une plante est dite médicinale lorsqu'elle posséde en moins une partie ayant des
proprié¢tés médicamenteuses préventives ou curatives a 1'égard des maladies
(Chabrier, 2010). Leur action provient de leurs composés chimiques (métabolites primaires

ou secondaires) ou de la synergie entre les différents composés présents.
2. La médecine traditionnelle en Algérie

En Algérie, les plantes médicinales et les remeédes n’ont jamais été totalement
abandonnés et les gens n’ont jamais cessé de faire appel a la médecine traditionnelle, ce qui a
conduit a maintenir une tradition thérapeutique vivante malgré le développement
spectaculaire de la médecine moderne. En 1942, Fourment et Roques ont publi¢ un livre de
200 especes végétales d’intérét médicinal et aromatique, la plus part d’entre elles sont du
Nord d’Algérie, et 6 especes sont localisées au Sahara. L’ Algérie bénéficie d’un climat trés
diversifié, les plantes poussent en abondance dans les régions coOtiéres, montagneuses et
¢galement sahariennes. Ces plantes constituent des remedes naturels potentiels qui peuvent
étre utilisés en traitement curatif et préventif (Beloued, 1998). L’industrie pharmaceutique en

général, mais également des médecins et des chimistes cherchent & mieux connaitre le
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patrimoine de ces especes spontanées, et a étudier leurs modes d'utilisation, leurs indications
dans diverses pathologies ainsi que leurs principes actifs (Ould el hadj et al., 2003). Ces

enquétes ethnobotaniques soulignent I’importance qu’occupe ce patrimoine végétal.

3. Présentation de la plante étudiée : Anacyclus pyrethrym
3.1. Description botanique

Anacyclus pyrethrum est une plante vivace pluriannuelle, de 20 a 30 cm de haut,
caractérisée par des racines longues, €paisses, a peu pres a la taille du petit doigt, fibreuses,
rudes, brunes a I’extérieur et blanches a I’intérieur (Lloyd et Lloyd., 1911), Les tiges sont
nombreuses, couchées sur le sol avant de remonter en érection, pouvant étre simple ou peu
rameuses. Les feuilles verte-grisatres de I’Anacyclus. P sont finement découpées, délicates et
pubescentes, elles apparaissent dans la période Janvier-Décembre, alors que le stade de
floraison s’étend du mois de Mai jusqu'a Septembre (Selles, 2012).11 n’y a aucun risque de
confusion avec les autres especes vu qu’elle est la seule plante a avoir une fleur avec un ceeur
jaune et des pétales blancs a revers rougeatre rayé de blanc (Figure 08). Le golt est acre,
I’odeur est 1égere et la plantation peut se faire en automne, avec un rendement meilleur en fin

d'avril.

Figure 08. Anacyclus pyrethrum

3.2. Nomenclature et taxonomie

Nom frangais : Pyrethre d’ Afrique, la salivaire, 1’ceil de bouc, ou Pariétaire d’Espagne.

Nom scientifique : Anacyclus Pyrethrum.

Nom arabe:Oud AL Attass (le bois sternutatoire), Aquir Karha (racine des berbéres).

Dénomination locale: Iguendas, Gentas, tigentas, tigentast, Tigenthast, igentas, gentus

(berbere).
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La taxonomie est décrite dans le tableau 04

Tableau 04. Taxonomie d’Anacyclus pyrethrum (Annalakshmi et al., 2012).

Division ANGIOSPERMAE
Classe Dicotyledoneae
Sous classe Asteridae
Ordre Asterales
Famille Asteraceae
Sous famille Asteroideae
Genre Anthemideae
Espece Anacyclus pyrethrum (L.) Link.

La plante étudiée et les
polysaccharides végétaux

3.3. Ecologie et répartition géographique de la plante

Anacyclus pyrethrum est une plante treés répondue en Afrique du Nord et dans certains
pays méditerranéens, notamment au Proche-Orient et au Moyen-Orient, les hauts plateaux et
les montagnes du Tell, a des altitudes comprises entre 1000 et 2500 metres (Harald, 1978).
C’est une espece endémique de 1’ Algérie et du Maroc qui furent de tout temps les fournisseurs
traditionnels, elle a été cultivée a 1'échelle expérimentale dans les régions de I'Himalaya a
partir de semences importées de 1’Algérie (Bellakhdar, 1998). Elle se développe dans les
bioclimats ; semi-aride, subhumide et humide, a variantes tempérées, fraiches, froides a
extrémement froides.

Le pyrethre d’Afrique semble mieux s’adapter dans des sols sableux, rocailleux, bien drainés
et peu profonds, dans des espaces libres non ombragés. Il colonise volontiers les champs et les
terrains a ’abandon, aime les terres ensoleillées et incultes, en particulier les steppes

rocheuses seches.

3.4. Etude phytochimique de la plante Anacyclus.

Le genre Anacyclus a fait I’objet de quelques investigations chimiques, signalant la
présence de nombreux types de métabolites secondaires, Le tableau 05 rassemble les

différents métabolites secondaires isolés de I’espeéce Anacyclus pyrethrum.
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Tableau 05.Quelques données photochimiques sur Anacyclus pyrethrum.

Espéce Partie Molécules extraites Référence
étudiée
Deux flavonoides :
Feuilles Flavonol5-glucoside. (Harald,1978)
Diosmetin7-glucoside.
(Chaaib, 2004)
Une alkamide : la Pellitorine. (le
principale constituent présent
dans A4 pyrethrum)
Des amides : des amides (Harald, 1978)
monosubstituées contenant o
Bdienneunsaturation.
Des (Sukumaran et
Racines polyacétylénes: ArtemisiaKétone, | Kuttan,
triyneTriene. 1995)
Anacyclus
pyrethrum Divers:acide linolique, (Harald, 1978)

Dehydromatricar ester.

Des polysaccharides

(Bendjeddou et al.,
2003)

Des alcaloides, des composés des

tanins, et des coumarines

(Elazzouziet al., 2014)

Huiles essentielles

(selles, 2012)

3.5. Usage thérapeutique

L’utilisation d’Anacyclus pyrethrum, plus particuliérement la partie racinaireest décrite

dans les pharmacopées de nombreux pays du monde.

En Algérie, I’'infusion des racines du pyrethre d’Afrique est recommandée en bain de

bouche contre les maux de dents et les problémes liés a la sécrétion salivaire comme

sialagogue (Boulos, 1983). Le décocté des racines est également cité en friction locale en cas
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de paralysie des membres (Boulos, 1983). Les racines sont également utilisées sous forme de
créme a base de graisses animales pour traiter la goutte et la sciatique (Boulos, 1983). Un
mélange de racines et de lait, additionné de miel est proposé comme aphrodisiaque, contre
I’infertilit¢ féminine (Boulos, 1983). On reconnait aux racines du pyrethre des propriétés
antiparasitaires et antibiotiques (Baba Aissa, 1999).On I’emploie aussi dans le traitement des
maladies du foie. La population rurale de I’ouest Algérien (région de Tlemcen) et certains
herboristes suggerent que cette plante peut étre utile pour le diabete (Selles, 2012).

Peu d’études d’évaluation expérimentale ont été effectuées sur les racines d’Anacyclus
pyrethrum ; on signale une activité immunostimulante de la fraction riche en polysaccharides
(Bendjeddou et al.,2003). La Pellitorine, composé connu des racines s’est montré douer
d’activités anesthésique locale, antibactérienne, larvicide, ainsi que insecticide
(Chaaib, 2004). Les racines contiennent également l'anacycline qui est considérée comme un

tonique du systéme nerveux (Annalakshmi et al., 2012).

4. Les polysaccharides végétaux

4.1. Généralité

Les polysaccharides sont des macromolécules les plus abondants sur terre et dans les
océans. IlIs sont fortement utilisés dans 1’industrie agroalimentaire et pharmaceutique en
raison de leur abondance, leurs sources renouvelables, non-toxiques, biodégradables, et
origine de plusieurs produits dérivés (Boual, 2009). Ces macromolécules sont les ¢léments
structuraux majeurs de la paroi des végétaux (cellulose, carraghénanes, alginates..), ils
présentent une variabilité structurale et une richesse de propriétés physico-chimiques que 1’on
ne rencontre chez aucune autre classe d’organismes (Warrand, 2004), et qui ont attiré
’attention des chercheurs dans les domaines biochimiques et médicaux.
Les polysaccharides ou polyosides, ou encore polyholosides sont de longues chaines
polymeres d’unités de monosaccharides liés entre eux par des liaisons glycosidiques
(Wasser, 2002), le nombre d’oses est compris entre quelques dizaines et plusieurs centaines
de milliers, ces chaines peuvent étre linéaires ou ramifiées constituées d’unités d’un ou

plusieurs types de molécules de monosaccharides.

Selon leur structure, les polysaccharides sont divisés en deux groupes :
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» Homogeénes (Homopolysaccharides): comportant un seul type de
monosaccharide, ex : glycane (polymere de glucose), galactane (polymere de
galactose) (Widmer et Roland, 2000).

» Hétérogenes (Hétéropolysaccharides) : résultant de la condensation de différents
types de monosaccharides, ils constituent de longues chaines d’oses
indépendantes ou liées a un noyau proté¢ique (Widmer et Roland, 2000).

Les polysaccharides des végétaux sont divisé€s selon leur fonction, on y distingue les
polysaccharides de réserve (Amidon, caroube), les polysaccharides de structures (Cellulose,
hémicellulose, pectines et xylanes), les polysaccharides exsudats (gomme arabique) et enfin

les mucilages.

4.2. Usage thérapeutique des polysaccharides végétaux

Au cours des derniéres années, de nombreux polysaccharides isolés a partir des plantes
médicinales ont montré leurs avantages thérapeutiques. Il est donc d'un grand intérét de
continuer a étudier les effets thérapeutiques de ces polysaccharides issus des plantes qui
représentent une source illimitée de fournir des prestations de santé pour les humains, y
compris le traitement des maladies dangereuses comme le cancer (Zhang et al., 2013).

Ainsi, les oligosaccharides provenant de la dégradation des polysaccharides des plantes
(xyloglucane et pectine) ont été associ¢es a diverses activités biologiques telles que des
activités anti-métastasiques, anti-ulcére et anti-néphrotique (Yu et al.,2001). Au niveau du
colon, les pectines ont un role de pré biotique, (Laure, 2013) leur présence augmentait la
production d‘acides gras a courtes chaines par les bactéries du colon. Ces résultats suggerent

donc un impact des pectines sur la croissance et le développement du microbiote colique.

4.2.1 Activité immunostimulante

En raison de leur taille important, les polysaccharides ne peuvent pénétrer dans les
cellules, ils exercent leur action en se liant a des récepteurs spécifiques a la surface des
cellules immunes.

De nombreux polysaccharides extraits de plantes médicinales ont des activités
immunostimulantes, on note; une stimulation des macrophages et amélioration de la

production de I’oxygene (ROS) et de I’oxyde nitrique (ON) (Xie et al., 2007), une activation
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des LB et des CD via la présentation du récepteur TLR4 (Yang et al., 2007), stimulation de
I’activité des cellules NK via les lymphocytes (Bendjeddou et al., 2007), et effets biologiques

sur le systéme du complément (Diallo et al., 2003).

Les polysaccharides extraits de I’Astragalus induisent une augmentation du nombre de
cellules souches de la moelle osseuse et du tissu lymphatique, et augmente le développement
de cellules immunitaires actives (Wang, 1989).

L’acemannan, polysaccharide extraits de I’Aloe vera augmente la production d’anticorps

(Fehloul et al., 2011).

4.2.2. Propriétés anti-inflammatoires des polysaccharides

Les propriétés anti-inflammatoires des polysaccharides s’exercent par leur capacité
d’inhiber la production des médiateurs pro-inflammatoires tels que les dérivés de 1’acide
arachidonique (prostanglandines, leucotricnes) et le TNFa (Setty et Sigal, 2005),
I’augmentation de la production des lymphocytes et des fibroblastes (cicatrisation) et la

rétention d’eau (Fehloul ez al., 2011).

4.2.3. Activités antivirales

Certains polysaccharides végétaux sont capables d’augmenter 1’activité phagocytaire des
macrophages, d’autres sont capables d’inhiber la capacité de réplication de certains virus tels
que: le virus de I’herpes, le VIH (Virus de I’immunodéficience humaine) et le
cytomégalovirus humain. Pourtant les polysaccharides n’agissent pas directement sur le virus,
leurs actions s’exercent par le blocage des récepteurs extracellulaires de la cellule hote utilisés

par le virus pour pénétrer a I’intérieur de la cellule (Fehloul et al., 2011).

4.2.4. Activité anti-tumorale

L’effet stimulateur de nombreux polysaccaridiques extraits de plantes médicinales sur le
systtme immunitaire expliquerait leur role dans I’immunothérapie anticancéreuse. De
nombreuses études ont montré que 1’injection de fractions de polysaccharides a des souris
augmente 1’activité phagocytaire d’une part (Ohno et al., 1986),ct accroit ’activité de certains

types cellulaires tels que: les NK, les cellules cytotoxiques, les TIL (Tumor Infiltrating
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Lymphocytes) ainsi que la production de TNFa, d’interféron vy, d’interleukines (IL-1, IL-2 et
IL-4) et de GM-CSF (granulocyte-macrophage colony stimulating factor). Ils augmentent la
survie de patients atteints de cancers colorectaux, gastro-intestinaux et prévient la rechute des

cancers de foie (Flandroy, 1996).
De plus les polysaccharides peuvent aider I’organisme a supporter les effets nocifs de la
chimiothérapie (Kieffer, 2000).

4.2.5. Autres activités thérapeutiques des polysaccharides

Parmi les autres propriétés pharmacologiques des polysaccharides, nous avons noté leur
activité anti-oxydante, anti-cholestéromique, hépatoprotectrice, mitogéne, de neutralisation

des effets de la chimiothérapie, et leur utilisation comme vaccins.
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1. Matériel et méthodes

Ce travail a été réalis¢ dans le laboratoire de Biochimie et d’Immunologie de
I’Université 8§ Mai 1945-Guelma, il s’est déroulé du 05 Mars au 18 Mai 2017. 1l s’agit d’une
¢tude sur I’effet des polysaccharides extraits a 1’eau chaude a partir des racines d’Anacyclus

pyrethrum sur I’inflammation intestinale.
1.1 Matériel végétal

La plante Anacyclus pyrethrum a été récoltée le mois de février 2017 dans la région de
Sellaoua Announa, commune de la wilaya de Guelma, située a 700 metres d’altitude et
caractérisée par un climat méditerranéen avec été chaud. La récolte a été réalisée au mois de
Février, elle concerne la plante entiére avec sa racine, qui n’a pas encore atteint le stade

floraison.

Les informations et la situation géographique du site de récolte sont présentées dans le

tableau 06

Tableau 06. Informations du site de récolte de la plante étudiée.

Région Sellaoua Announa, Wilaya de Guelma- Algérie
Altitude 700m
Latitude 36°23° 13”’ Nord
Longitude 7°15° 2> Est
Distance 30 Km du chef-lieu de wilaya de Guelma
377 Km de la capitale Alger
Site de récolte Montagne rocheuse a c6té de la rue Bouhakim a
4 Km de la région
Date de récolte 16/02/2017

Les racines d’Anacyclus pyrethrum ont été lavées avec de 1’eau du robinet et de
I’éthanol pour éliminer toute impureté, puis séchées durant 15 jours dans un endroit sec et

aéré, a I’abri de la lumiére solaire (Figure 09)




Matériel et méthodes

Figure 09. Racines d’Anacyclus pyrethrum avant et apres séchage.
1.2 Matériel animal

Pour la réalisation de ce travail, 12 souris femelles blanches, de souche NMRI, d’un
poids corporel moyen de 22 a 33g, agées de 4 semaines provenant de I’animalerie de I’institut
Pasteur d’Alger ont été utilisées. Ces souris ont été soumises a une période d’adaptation dans
des cages en polyéthyléne tapissées de coupeaux de bois, a I’animalerie de la faculté de SNV-
STU de I’'université de Guelma, ayant un acces libre a I’eau et a la nourriture pendant 10 jours

avant de procéder a toute expérimentation.
1.3 L’expérimentation
1.3.1. L’extraction des polysaccharides

L’extraction a été réalisée en suivant la méthode de Bendjeddou et al., 2003avec des
optimisations. Les parties racinaires ont ét¢ finement pulvérisées a 1’aide d’un mortier et pilon

et d’un broyeur électrique, puis tamisées pour obtenir une poudre assez fine (Figurel0).

300g de poudre a été mise en suspension dans I’eau distillée (1g de poudre/18ml d’eau
distillée) pour subir une ¢ébullition au bain marie a 95°C pendant 2h30 min

(Tinamri et Lagmi, 2014).

Figure 10. Poudre des racines d’Anacyclus pyrethrum.
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Apres refroidissement et conservation au réfrigérateur pendant une nuit, la solution a
subit une filtration a travers une gaze fine pour retirer les débris macroscopiques insolubles.
Puis, une centrifugation a 6000 tours/minute pendant 30 min a été réalisée, le surnageant
récupéré a été¢ concentré a la moitié du volume initial par évaporation sous pression réduite a

65°C.

Une précipitation a été réalisée en ajoutant 4 volumes d’éthanol (95%) a la solution,
apres 24h, les matériaux précipités ont été séchés a I’air libre, et la poudre obtenue a été diluée
dans 1’eau distillée jusqu’a D’obtention d’un mélange homogeéne, qui a subi une
déprotéinisation en utilisant le réactif de Sevag (Chloroforme: 1-butanol;

4) (volume/volume) (Bagchi et Juyaram, 2016).

Aprés précipitation a 1’éthanol et séchage, 1’extrait a ét¢ dissout dans 1’eau distillée
avant d’étre purifi¢ par dialyse contre 1’eau distillée pendant 72heures a 4°C. Les
polysaccharides bruts ont été précipités par addition de 4 volumes d’éthanol, le précipité a été

recueilli, séché a I’air et désigné comme extrait de polysaccharides solubles dans 1’eau

chaude.

La poudre a été dissoute dans de 1’eau physiologique (NaCl a 0,9%) (60mg/10ml)

avant d’étre administrée aux souris.
1.3.2 Traitement des souris

Les souris ont été réparties en 3 lots, le déroulement du traitement ainsi que les

parameétres analysés sont présentés sur le diagramme ci-dessous (Figure 11).

Les animaux ont été prétraités avec 1’extrait polysaccharidique administré par voie
intra-péritonéale en raison de trois doses (25mg/kg, S50mgkg, 100mg/kg)
(Bendjeddou et al., 2003). Apres 24 heures, une inflammation intestinale a été provoquée par
I’administration intra-rectale de 200 pl d’acide acétique a 10% (Guazelli ef al., 2013) a
travers une canule en plastique placée a 30 mm de orifice anale. L’animal a ét¢ maintenu
pendant 15 secondes, puis le colon a été rincé deux fois avec 200 ul de sérum physiologique a

chaque fois pour ¢éliminer 1’acide acétique.

24 heures plus tard, les animaux ont ¢été euthanasiés dans un dessiccateur avec du

chloroforme.
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Lots

——

\ /Souris malades traitée5\

avec |’extrait
polysaccharidique par voie
intra-péritonéale a raison de
deux sujets pour chaque

-

Témoin malade

Témoin sain
(Trois souris)

A raison de 2 sujets
traités avec 200 ul

. s o
d’acide .ac'ethue (10%) dose (25mg/ke, 50mg/ke,
par voie intra-rectale 100mg/kg) pendant 24h,
pendant 24 heures. . , . ..
puis par 1’acide acétique
K ) (10%) a raison de 200 pl par

voie intra-rectale pendant 24

\ heures.

Sacrifice en troisiéme jour

q N q N
Prélévement Liquide intra- Intestin gréle (plaques Colon
sanguin péritonéalPeve de Peyer)
\ J \ J

[ ) [ ] Aspect
Analyse FNS Comp ta}ge Mesures du poids macroscopique et
cellulaire et de la longueur coupes
\ J \ J
histologiques.

Figure 11. Déroulement du traitement.
1.3.3 Prélevement des échantillons
a. Prélevement sanguin
Le sang a été récupéré par décapitation, et collecté¢ dans des tubes contenant de 1’acide

¢thyléne diamine tétra-acétique (EDTA) pour la réalisation de la Formule Numérique

Sanguine (FNS).
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b. Isolement des macrophages intra-péritonéaux

Le prélévement intra-péritonéal a été réalisé aprés dissection de la souris pour la
découverte des muscles péritonéaux. 5 ml de la solution de Phosphate Buffer Saline (PBS) a
¢té injectée dans la cavité péritonéale. Apres 5 minutes, le liquide de lavage est récupéré dans
un tube stérile en polypropyléne et centrifugé a 1500 tours/minute. Le culot issu de cette
centrifugation a été remis en suspension dans 3 ml de PBS et centrifugé pendant 5 minutes a
1500 tours/minutes (trois fois) (Churcill et al., 1976). Les macrophages intra-péritonéaux ont

¢té comptés apres coloration avec du bleu de trypan en utilisant une cellule de Malassez.
c. Isolement de la rate
La rate a été prélevée apres avoir ouvert la cavité péritonéale, pesée, puis déposée dans

une boite de Pétri contenant 3 ml de PBS pour étre dilacérée. La suspension cellulaire a été
placée dans un tube et centrifugée pendant 3 minutes a 100 tours/ minute pour €liminer les
débris cellulaires, le surnageant a été récupéré puis centrifugé a 1500 tours/minute pendant 10
minutes. Le culot issu de cette centrifugation est remis en suspension dans une solution de
lyse pour les globules rouges (0,5 ml de PBS avec 4,5 ml de chlorure d’ammonium NH4Cl),
apres incubation (10-15 minutes). Une centrifugation a été réalisée pendant 10 minutes a 1500
tours par minutes, le culot est remis en suspension dans 3 ml de PBS et centrifugé pendant 10
minutes a 1500 tours/minute (deux fois) (Daun ef al., 1995 ; Ducan et Laurence 1995).Les

splénocytes ont étés comptées apres coloration avec du bleu de trypan.
d. Isolement des cellules de plaques de Peyer

L’intestin gréle a été prélevé et séparé du tissu adipeux adhérent, les plaques de Peyer
ont été isolées sous loupe binoculaire a I’aide de deux pinces et déposées dans une boite de
Pétri contenant 3 ml de PBS, puis dilacérées avant d’étre placées dans un tube et centrifugées
pendant 3 minutes a 100 tour/minute, le surnageant a été récupéré et centrifugé a 1500

tours/minute pendant 10 minutes. Le traitement de lavage a été répété trois fois.
e. Isolement du célon et évaluation du score macroscopique du dommage

L’atteinte du colon a été¢ évaluée en utilisant le gradient de score suivant le

protocole de (Ali ef al 2016) avec quelques modifications. Le colon a été classé du score 0
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a 10 suivant les critéres suivants : Hémorragie (¢élevée, faible ou absence), (Edeme
(présence ou absence), Diarrhée (présence ou absence), Odeur (présence ou absence),

Rétrécissement (absence ou présence) et contenu de colon(présence ou absence).
f. Les coupes histologiques

Les tissus ont été conservés juste apres prélevement dans du formol 10%.Les échantillons
ont subi une étape de déshydratation au cours de laquelle les tissus ont été fixés dans du
formol neutre a 10%, pendant 3 heures puis déshydratés avec des concentrations croissantes
d'éthanol (80%, 90%,95% et 100%) pendant 6 heures et demi, puis ont été incorporées dans
du xyléne pendant 4 heures et demi et dans du paraffine liquide (56°c) pendant 5 heures.
Apres I’étape de déshydratation qui dura 20 heures, s’en est suivi I’inclusion dans de la
paraffine liquide puis refroidi pour solidifier la paraffine. Apres solidification de la paraffine
les tissus ont été¢ sectionnés avec un microtome en des coupes de 5 um d’épaisseur. Les
coupes ont ¢té hydratées, étalées sur des lames, séchées puis colorées dans de I’hématoxyline
ensuite dans 1’€osine.

Aprées coloration, les lames ont été montées et observées au microscope trinoculaire avec le

grossissement x20.
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1. Extraction des polysaccharides

Résultats et discussion

Les résultats obtenus concernant les volumes et les quantités trouvés apreés chaque étape

ainsi que les rendements d’extraction sont récapitulés dans le diagramme ci-dessous (Figure

12).

Calcul du rendement

Le rendement de I’extraction est calculé comme étant le pourcentage du rapport de la

masse de polysaccharides totaux en (g) sur la masse de la matiére séche (racines) en (g)

introduite au départ.

R%= [Ppr (g) / Pms (8)] X 100%

R:rendement en polysaccharides totaux (%).

Ppr: poids de I’extrait de polysaccharides totaux en gramme.

Pus: poids de la matiere séche en gramme.

Extraction

Anacyclus pyrethrum300g

v

Extraction a I’eau chaude a 95°C

pendant 2h30

Précinitation a I’éthanol

v

38 g =12,66 %

Purification

v

Extrait brut

Elimination des protéines : traitement au réactif de Sevag (volume)/ (volume).

Elimination des petites molécules : dialyse contre 1’eau distillée.

Extrait polysaccharidique

14,62 = 4,87%

Figure 12. Résultats de I’extraction des polysaccharides a I’eau chaude.
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2. Traitement des souris

Au cours de ce travail nous nous sommes focalisés sur un certain nombre de paramétres
(caractéristiques) macroscopiques (taille, poids, odeur, saignement, diarrhée) des intestins,
cellulaires (FNS, comptages des splénocytes, des cellules des plaques de Peyer et des
macrophages intrapéritonéaux) et histologiques (Coupes histologiques) permettant d’étudier
et de décrire 1’effet de 1’extrait polysaccharidique d’Anacyclus pyrethrum sur 1I’inflammation
des intestins d’une part et d’apprécier son effet protecteur vis-a-vis de cette inflammation

d’autre part.

Outre ces parametres, notre attention s’est portée sur l’observation de diverses
manifestations morphologiques et comportementales. Les animaux ont présenté des signes
visibles de maladie ; le dos courbé, une fourrure surélevée, des symptomes de septicité
(cyanose et froideur), une perte d’appétit et une mobilité réduite avec diarrhée parfois

accompagnée du sang.
2.1. Effet du traitement sur le poids corporel

Le poids individuel de chaque animal a été déterminé avant et apres le traitement par
I’acide acétique (AA), et I’acide acétique + la plante (AA+P) (Tableau 07). Les résultats

montrent une perte remarquable du poids des animaux traités comparativement aux témoins :
Témoins sains (T) : la valeur moyenne de ce lot (32g) a été prise comme valeur de référence.

Témoins traités avec I’acide acétique (AA) : le traitement par d’acide acétique a entrainé
une baisse remarquable du poids corporel des souris. Leur poids a baissé¢ de 9% par rapport

aux témoins sains.

Traitées a la dose 25mg/Kg : le poids corporel des animaux traités avec cette dose a baissé

de 6% comparativement au lot sain.

Traitées a la dose S0mg/Kg : cette dose a eu un effet protecteur mais mitigé sur la baisse du

poids corporel des souris qui a diminué¢ de 6%.

Traitées a la dose 100mg/Kg : le traitement par I’extrait polysaccharidique a cette dose n’a
eu aucun effet protecteur sur la baisse du poids corporel des souris. En effet on observe une

diminution du poids corporel similaire a celui du lot traité avec 1’acide acétique seulement.
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Tableau 07. Récapitulant des variations du poids corporel avant et aprés traitement.

Lot des souris Poids avant Poids aprés Différence de Appréciation
traitement (g) traitement (g) poids (g)
AA 32 29 3 Diminution
remarquable
AA+P 34 32 2 Diminution
(25mg/kg) moins
importante
AA+P 36,5 34,5 2 Diminution
(50mg/kg) moins
importante
AA+P 33,5 30,5 3 Diminution
(100mg/kg) remarquable

2.2. Effet du traitement sur la longueur du colon

Les résultats obtenus (Figures 13 et 14) montrent une variation de la longueur relative

du colon chez les cinq lots sous I’effet du traitement.

14
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Longueur du colon en (cm)
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Figure 13. Effet du traitement sur la longueur du coélon.

AA+P AA+P AA+P
(25mg/kg) (50mg/kg)  (100mg/kg)

Témoins sains (T) : la valeur moyenne de ce lot (11,25 cm) a été prise comme valeur de

référence.
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Témoins traités avec I’acide acétique (AA) : le traitement par I’acide acétique a provoqué

un rétrécissement du colon dont la taille a baissé de 26% par rapport a celle du lot t¢émoin sain

Traitées a la dose 25mg/Kg : le traitement des souris avec cette dose n’a eu aucun effet

protecteur sur la taille du colon qui a rétréci de 20% de sa taille normale.

Traitées a la dose S0mg/Kg : cette dose de I’extrait a presque complétement protégé le cdlon

de tout rétrécissement. La taille est restée quasiment la méme.

Traitées a la dose 100mg/Kg : 1’extrait polysaccharidique a eu un effet protecteur sur la taille

du cblon qui a diminué de seulement 13% de sa taille.

Figure 14. Effet du traitement sut la longueur et ’aspect macroscopique des colons.

2.3. Effet du traitement sur le poids du colon

Le poids des colons a été déterminé avant le vidage de leur contenu (Figure 15). Les
résultats ont montré une variation du poids relatif du c6lon chez les souris traitées avec 1’acide
acétique+ la plante par rapport aux témoins sains et aux témoins malades.

Lot témoin (T) : la valeur moyenne du poids pour ce lot (1,03g) a été prise comme référence.

Lot traité avec I’acide acétique (AA) : I’administration de 1’acide acétique a provoqué une
inflammation du tractus intestinale. Les dommages (hémorragies, cedéme) ont engendré une

baisse remarquable du poids du colon qui a diminué de 20 %.
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Traitées a la dose 25mg/Kg : le poids du colon de ce lot a diminué de 13 % par rapport aux
témoins. On peut en conclure que I’extrait polysaccharidique a cette dose a eu un effet

protecteur sur la baisse du poids.

Traitées a la dose S0mg/Kg : cette dose a eu un effet protecteur intermédiaire entre la dose
100mg/ kg et la dose 25mg/Kg sur le poids du cdlon, la différence de poids avec les témoins

sains est de 11%.

Traitées a la dose 100mg/Kg : le traitement par 1’extrait a la dose 100mg/Kg a eu un effet
protecteur plus ¢élevé sur la baisse de poids du colon. En effet on observe une différence de

3% par rapport aux témoins sains.
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Figure 15. Effet du traitement sur le poids du colon en (g)

2.4. L’effet du traitement sur I’aspect macroscopique (colon et intestin gréle)

Lot témoin sain : Chez le lot témoin, on n’observe aucun signe d’inflammation, pas de
diarrhée, de saignement, d’ulcération, d’cedéme de la muqueuse colique ou intestinale. Les
selles sont consistantes remplissant le colon et 1’intestin gréle et ne présentent pas d’odeur

caractéristique, le duodénum n’est pas enflammé(Figure 16).

Lot traité avec ’acide acétique : a I’ceil nu, une atteinte sévére du colon a été observée
chez les souris du lot (AA) (Figure 14), la muqueuse colique est apparue hémorragique et

ulcéreuse, le saignement est important. Concernant le contenu du cdlon, les féces sont molles

45
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et sanguinolentes représentant une odeur caractéristique. Pour I’intestin gréle, le diamétre de
I’iléon a rétrécit considérablement, le duodénum est particulierement enflammé (rougeur et

constriction) (Figure 16), les plaques de Peyer étaient moins développées.

Figure 16. L’aspect de I’iléon chez le témoin sain et le t¢émoin malade AA.

Pour les souris traitées avec (AA+P), I’aspect macroscopique varie en fonction des
doses injectées ;
Traitées a la dose 25mg/kg (AA+P): tout le tractus intestinal du duodénum au rectum
présente un saignement et un cedéme léger (Figure 14), avec trés peu de contenu, la diarrhée
est manifestée avec une odeur caractéristique, I’intestin ne présente pas de rétrécissement et

les plaques de Peyer sont peu développées.

Traitées a la dose S0mg/kg (AA+P): le saignement a considérablement diminué¢ avec
seulement de trés faibles traces dans le colon (Figure 14), Les selles sont consistantes sans
odeur caractéristique, les plaques de Peyer sont trés bien développées(Figure 17), I’intestin ne

présente pas de saignement ni de rétrécissement.

Figure 17. Plaque de Peyer bien développée chez les souris traitées (S0mg/kg).
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Traitées a la dose 100mg/kg : Le colon et I’intestin gréle apparaissent trés sanguinolents
avec treés peu de contenu en selles. Le sang semble remplacer les féces, on observe également

une diarrhée trés intense. Les plaques de Peyer sont trés bien développées.

2.5. Score macroscopique de dommage du célon

Le score du dommage macroscopique de 0-10 montre qu’il n’y a aucune atteinte
macroscopique chez les témoins sains par contre le lot traité avec I’acide acétique a un score
de10 cela montre une atteinte grave du colon. Pour les lots traités avec les doses 100 mg/Kg et
25mg/kg les scores sont de 6, prouvant un effet protecteur de 1’extrait polysaccharidique
contre ’inflammation du colon induite par I’acide acétique. Pour les animaux traités par
I’extrait a la dose 50mg/Kg, le score est de 2. Cela démontre que I’extrait a cette dose a eu un

effet protecteur majeur contre 1’inflammation du coélon induite par 1’acide acétique (Tableau
08).

Tableau 08.Le score de dommage macroscopique du colon.

Lots Score macroscopique de colon
Témoins sains 0
Témoins traités avec 1’acide acétique 10
Traitées a la dose 25mg/Kg 6
Traitées a la dose 50mg/Kg 2
Traitées a la dose 100mg/Kg 6

2.6. Effet du traitement sur le poids de la rate

Les résultats obtenus montrent une forte diminution du poids de la rate pour le lot AA
(0,09g) comparativement a celui des témoins (0,2g) (Figure 18). Cependant, chez les souris

traitées avec AA+P, la rate pese entre 0,14g et 0,19¢g pour les trois doses.
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Figure 18. Effet du traitement sur le poids de la rate en (g).

2.7.Effet du traitement sur la formule numérique sanguine (FNS)
Témoin sain :les valeurs des parameétres mesurés sont prises comme référence (Tableau 09).

Témoin traité avec ’acide acétique (AA) : le nombre des leucocytes totaux chez ce lot a
augmenté par rapport au témoin (6,15 .10° /ul) (Figure 19), on observe une diminution du
pourcentage des lymphocytes (39,67% et des monocytes (7,82%) alors qu’il y a une forte

augmentation du pourcentage des polynucléaires neutrophiles (44,72%).

Traitées par la dose 25mg/kg (AA+P): on remarque une augmentation des leucocytes
totaux par rapport aux témoins sains et aux témoins malades (8,7 .10° /ul).Les pourcentages
des lymphocytes (67,82 %) et des monocytes (12,30%) sont en hausse par rapport aux souris

AA. Par contre, on observe une diminution du pourcentage des neutrophiles (19,66%).

Traitées par la dose 50mg/kg (AA+P): le nombre des leucocytes totaux a fortement
diminué¢ (2,40. 10°/ pl) comparativement aux deux lots précédents (AA et AA+P
25mg/kg).On observe une augmentation du pourcentage des lymphocytes (63,75%) et des
monocytes (9,17%)par rapport aux souris AA, alors que le pourcentage des polynucléaires

neutrophiles (27,08%) a diminué.

Traitées par la dose 100mg/kg (AA+P) : le nombre des leucocytes totaux est tres faible
(2,43 10°/ pl) par rapport & celui du lot traité par la dose 25mg/kg, mais trés proche a celui du

lot traité par la dose 50mg/kg. On note une augmentation du pourcentage des lymphocytes
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(62,55%) et des monocytes (18,11%) par contre une forte diminution est observée pour le

pourcentage des polynucléaires neutrophiles (19, 34%) comparativement au lot AA.

Tableau 09. Effet du traitement sur la formule numérique sanguine (FNS).

Paramétres | Témoin sain | Témoin AA Traitées Traitées Traitées
AA+P AA+P AA+P
(25mg/kg) (S0mg/kg) | (100mg/kg)
GB (10’ /pl) 4,40 6,15 8,7 2,4 2,43
Lymphocytes 68,4 39,67 67,82 63,75 62,55
%
Monocytes % 14,1 7,82 12,3 9,17 18,11
Neutrophiles 17,5 44,72 19,66 27,08 19,34
%

B % des Lymphocytes B % des Monocytes 1 % des neutrophiles

80

684 67,82

70

Pourcentage des cellules %

Témoin AA AA+P (25mg/kg) AA+P (50mg/kg) AA+P (100mg/kg)

Figure 19. Effet du traitement sur le taux des lymphocytes, monocytes et neutrophiles
dans le sang.
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2.8. Effet du traitement sur les macrophages péritonéaux

Les résultats de comptage (Figure 20), montrent une augmentation considérable des
macrophages péritonéaux chez les souris du lot AA avec (240.10° C/L) par rapport aux
témoins (72,5. 10® C/L), cette augmentation est plus remarquée chez les souris du lot AA+P
(1468,75. 10® C/L, 497,5.10° C/L, 373,5. 10° C/L) pour les doses 25mg/kg, 50mg/kg,
100mg/kg respectivement.
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Figure 20.Effet du traitement sur le nombre des macrophages péritonéaux.

2.9. Effet du traitement sur les cellules des plaques de Peyer

Une augmentation remarquable des cellules des plaques de Peyer est observée
(Figure 21) chez les souris du groupe AA+P (975. 10° C/L, 602,5. 10° C/L, 318,75. 10° C/L)
pour les doses 25, 50 et 100mg/kg respectivement, par contre le nombre de ces cellules du

groupe AA (220. 10°) est 1égérement en hausse par rapport aux témoins (102,5 .10° C/L).
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Figure 21.Effet du traitement sur le nombre des cellules des plaques de Peyer

2.10. Effet du traitement sur les splénocytes

Le nombre des splénocytes a connu une diminution marquante chez les souris du lot AA

(58,75 .10° C/L) comparativement a celui du témoin (245 .10® C/L) (Figure 22). Par contre,

une augmentation des splénocytes est observée chez les souris du lot AA+P par rapport aux

témoins malades AA, cette augmentation est plus importante pour la dose 25mg/kg (180. 10°

C/L) que pour la dose 50mg/kg (132,5. 10® C/L), alors que pour la dose 100 mg/kg, le nombre

des splénocytes a diminué jusqu’a (22,5. 10° C/L).
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Figure 22. Effet du traitement sur le nombre des splénocytes




Résultats et discussion

2.11 Effet du traitement sur I’histologie du célon

Afin de déterminer I’effet de I’extrait polysaccharidique sur I’inflammation intestinale
induite par I’acide acétique, une analyse histologique des cdlons issus des souris sous les

différents traitements a été réalisée. D’aprées les résultats obtenus on a remarqué que :

Témoin sain :I’étude microscopique montre une paroi colique de morphologie et de structure
normale (Figure 23a), la surface de la muqueuse est tapissée par un épithélium cylindrique
régulier. On observe une absence d’cedéme et d’infiltration leucocytaire dans le chorion. Les
glandes de Liberkuhn sont normales et tapissées par un €pithélium mucosécrétant a pole
muqueux ouvert. La musculaire muqueuse est fine surmontant une couche de musculeuse
constituée de faisceaux musculaires lisses de disposition horizontale et verticale. Enfin la

sous-séreuse est constituée d’un tissu adipeux renfermant quelques vaisseaux.

Témoin malade (AA): I’étude microscopique(Figure 23b) montre une paroi colique de
structure dispersée présentant des dommages extensifs incluant des cedémes et ulcérations
dans la sous-muqueuse. Le chorion est trés cedématié.

Traité a la dose 25mg/kg :I’examen histologique montre une muqueuse colique ulcérée
(Figure 23c), le chorion est oedématié, dissocié par un discret infiltrat inflammatoire
essentiellement lymphocytaire avec quelques renforcements nodulaires. Le reste des tuniques

est sans pathologie notable.

Traité a la dose SOmg/kg :1’aspect histologique est sensiblement identique a celui observé au
niveau des parois coliques des souris témoins (Figure 23d), on observe une absence
d’altération 1ésionnelle, il s’agit d’une paroi colique d’aspect histologiquement normal.

Traité a la dose 100mg/kg :on reconnait une paroi colique sieége de remaniements
congestives et inflammatoires (Figure 23e), avec des phénoménes d’infracissement
hémorragique. La muqueuse est partiellement abrasée, le revétement épithélial est de type
régénératif, surmontant un chorion inflammatoire et comportant des vaisseaux congestifs a

paroi épaissie. La musculeuse est sans particularités, enfin la séreuse est congestive.
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Figure 23. Effet du traitement sur I’histologie du colon des souris

(a : témoin sain, b : témoin malade AA, c : traité par 25mg/kg, d : traité par SO0mg/kg, e :

traité par 100mg/kg) Grossissement x 20.
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Discussion

La colite ulcéreuse induite par l'acide acétique est I’un des modeles expérimentaux
les plus largement utilisés pour étudier les maladies inflammatoires chroniques intestinales
(Kojima et al., 2001).L'induction de ce modéle animal provoque assez, facilement une
inflammation similaire a I’inflammation intestinale aigiie chez ’homme (Niu et al., 2013).

Le modele AA de colite que nous avons utilis¢é dans notre étude imite plusieurs
caractéristiques morphologiques, cliniques et fonctionnelles importantes de la colite ulcéreuse
(MacPherson et Pfeiffer, 1978), et nos données ont montré que le prétraitement par 1’extrait
polysaccharidique atténuait ces caractéristiques y compris ; le poids corporel, la taille, le poids

et I’aspect du colon et la fonction des cellules immunitaires.

Comme on le sait, la perte d’appétit due a I’inflammation, ainsi que la douleur
provoquée par 1I’amincissement et le raccourcissement du célon sont en association avec la
perte du poids notée chez le modele AA (Chassaing et al., 2014). L’extrait polysaccharidique
a ¢ét¢ en mesure de prévenir la baisse du poids corporel, le fait qui a attiré notre attention en

particulier avec les doses 50mg/kg et 100mg/kg.

Une évaluation plus approfondie grace a I’observation de 1’aspect macroscopique du
colon et de I’intestin, ainsi qu’a la détermination du poids du cdlon, a confirmé nos résultats.
Le raccourcissement du colon (sténose) dont nous avons remarqué chez les souris AA
s’explique par I’hypertrophie de la musculaire muqueuse et I’inflammation massive de la sous
muqueuse et de la  musculeuse, signes caractéristiques de la  colite
(Goulston et Mc Govern, 1969). Cette rétraction est moins marquée chez les souris
prétraitées avec |’extrait polysaccharidique, particuliérement avec la dose 50mg/kg qui

pourraient avoir un effet protecteur sur la longueur du colon.

La diminution du poids relatif du colon des souris du lot (AA+P) s’explique par la
présence des diarrhées qui ont accru le rythme d’élimination des selles, comparativement aux
souris malades dont le poids relatif du célon s’explique par son contenu important est di a
I’inflammation qui provoque la douleur réduisant ainsi le besoin d’éliminer les féces.

La barriere épithéliale atteinte est un éveénement initial dans la MII qui aboutit a la
manifestation de la maladie (Xavier et Podolsky, 2007). Le mod¢le AA de colite représente

¢galement le schéma similaire en causant une lésion épithéliale responsable du saignement
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colique, on observe des muqueuses cedémateuses ainsi que la présence des zones d’érosions
hémorragiques dispersées tout au long du célon. Ce saignement s’explique également par le
raccourcissement du célon di a la gravité de I’inflammation aigue (Chassaing et al., 2014),

signe faiblement marqué chez les souris prétraitées notamment avec la dose 5S0mg/kg.

Le rétrécissement de I’intestin gréle (exactement de 1’iléon) est en corrélation avec la
toxicité de 1’acide acétique pour les cellules épithéliales intestinales provoquant une entrée
d’acide sous forme protonée soluble perturbant 1’intégrit¢é de la barriecre muqueuse
(Stéphane et al., 2008). Les atteintes initiales peuvent étre induites par I’instillation rectale
d’acide acétiquesont une nécrose épithéliale relativement faible accompagnée d’cedéme. Ces
atteintes peuvent s’étendre a la lamina propria, a la sous-muqueuse ou aux couches

musculaires selon les concentrations et les temps d’exposition utilisés (Jurjus ez al. 2004).

L’aspect diarrhéique des selles s’explique par le déséquilibre de la flore intestinale
(dysbiose) avec augmentation des bactéries aérobies par rapport aux bactéries anacrobies
strictes (Manischanh ez al., 2008). L’acide acétique a eu un effet profond sur I’écologie
microbienne dans la muqueuse intestinale.

Ces observation sont en désaccord avec les résultats de (Krishnan ef al., 2014) ou on
observe une augmentation de ces parametres.

Les résultats obtenus suggerent donc que le traitement des souris par les polysaccharides
d’Anacyclus pyrethrum a induit une protection contre la colite expérimentale induite par
I’acide acétique, cet effet protecteur concerne beaucoup plus le saignement colique, la
consistance des selles et le rétrécissement du colon, avec un meilleur rendement pour la dose
50mg/kg.

Pour approfondir la compréhension des mécanismes responsables de 1’effet protecteur
de cet extrait, nous avons évalué¢ le nombre des cellules immunitaires comptées dans ; le
liquide intra-péritonéal, les plaques de Peyer et la rate ;

Les macrophages constituent, avec les polynucléaires les premicres cellules sollicitées en cas
d’une agression de la muqueuse intestinale permettant le recrutement d’autres cellules
immunitaires vers le site de I’inflammation (Smith et al., 2010).

Les macrophages intestinaux résidents sont fortement phagocytaires (Weber et al., 2010),
lors d’une inflammation, ils produisent une variété de cytokines pour maintenir I’homéostasie
intestinale et réguler la croissance des entérocytes endommagées (Bain et al., 2013).
L’augmentation des macrophages péritonéaux chez les souris des lots AA et AA+P par

rapport aux témoins se justifie alors par leur stimulation sous 1’effet des chimiokines sécrétées
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par les macrophages résidents pour amplifier la réaction inflammatoire. Le prétraitement avec
I’extrait polysaccharidique semble avoir un effet immunostimulant pour les macrophages
intestinaux, ceci est en accord avec les résultats trouvés par (Bendjeddou et al.,2003). Cet
effet est meilleur avec la dose 25mg/kg.

Les plaques de Peyer constituent avec les nodules lymphoides isolés, les sites
inducteurs majeurs de I’immunité adaptative intestinale, de plus, le dome subépithélial riche
en lymphocytes T et B est un site privilégi¢ pour DI’initiation des réponses immunitaires
adaptatives cellulaires (T) et humorales (B), et méme pour la tolérisation du systéme
immunitaire face a la flore intestinale endogéne.

De ce fait, I’augmentation du nombre des cellules des plaques de Peyer du lot AA+P
quelque soit la dose, peut étre expliquée par 1’effet immunostimulant des polysaccharides de
la plante sur les cellules immunitaires

La rate est le plus volumineuse des organes lymphoides périphériques qui

interviennent dans I’immunité humorale et cellulaire, elle contient un certain nombre de
globules blancs qui jouent un réle important dans la fonction immunitaire.
La baisse du nombre des splénocytes chez le lot AA peut étre expliquée par la libération dans
le sang du stock cellulaire de la rate en réponse a I’inflammation. Par contre, chez les souris
du lot AA+P, I’augmentation de ce nombre est en corrélation avec I’effet immunostimulant
des polysaccharides extraits de la plante (Bendjeddou et al., 2003).

Pour ’FNS, I’augmentation qui concerne les monocytes et les lymphocytes chez les
deux lots AA et AA+P (quelque soit la dose) est une caractéristique d’une réaction
inflammatoire. Lors d’une inflammation, les macrophages produisent plusieurs facteurs de
croissance tels : M-CSF, G-CSF, GM-CSF, ces facteurs permettent la prolifération des
précurseurs hématopoiétiques des monocytes et des granulocytes de la moelle osseuse qui
viendront ensuite préter main forte aux phagocytes déja présents au site 1ésé. Cette
augmentation observée chez les souris prétraitées est due a I’effet des extraits de
polysaccharides sur la libération des monocytes de la moelle osseuse dans le sang
périphérique (Bendjeddou et al., 2003). D’apres ’étude du (Qualls et al.,2006), 1'"MNP
(Intestinal mononuclear phagocyte) peut servir un réle protecteur pendant le développement
de la colite aigué€. Cette protection contribue a une diminution de l'infiltration de neutrophiles,
en plus les macrophages sont également importants pour la résolution de 1’inflammation et la
réparation de la muqueuse intestinal qui se produit durant la rémission de la maladie
(Mahida, 2000), la caractéristique expliquant I’augmentation du pourcentage des monocytes

dans notre étude notamment avec les doses (25mg/kg et 100mg/kg).




Résultats et discussion

Les cytokines IL-1, IL-6 et TNF o libérées par les monocytes et les macrophages
induisent le recrutement des neutrophiles provoquant encore une stimulation immunitaire (IL-
17, IL-10) et libeérent des oxydants cytotoxiques puissants qui amplifient encore la
chimiotaxie (Fournier et Parkos, 2012). Les PNN ne sont pas seulement adaptés pour tuer
les bactéries, mais peuvent également contribuer a une réponse inflammatoire exacerbée en
libérant des cytokines pro-inflammatoires (Williams et Parkos, 2007). Ainsi, les PNN
puissent contribuer a la pathogenese de la colite en activant les LT par I'IL-8 et I’IL-17
(Mantovani et al., 2011). La diminution des PNN observée chez les souris prétraitées indique
que les polysaccharides ont réduit I’infiltration des cellules inflammatoires en inhibant les
signaux chimiotactiques des cytokines pro-inflammatoires tel que TNF a, cytokine jouant un
role prépondérant dans la pathogenese des MICI (Xavier et Podolsky, 2007).

Une évaluation plus approfondie grace a I’analyse histologique nous a permis d’apprécier
les atteintes provoquées chez le modele AA en causant des lésions épithéliales, des cedémes,
et des ulcérations avec perte des cellules caliciformes, signe responsable de la réduction de la
sécrétion des mucines, ce qui compromet la perméabilité colique et favorise la translocation
bactérienne dans la paroi du célon (Nakhai et al., 2007). Au contraire, cet apprivoisement
¢tait significativement moins élevé dans les groupes traités par I’extrait des polysaccharides
montrant une atteinte intestinale réduite avec absence d’cedémes et d’ulcérations,
accompagnée d’infiltration leucocytaire dans la lamina propria et la sous-muqueuse. Dans ces
conditions, 1’extrait polysaccharidique d’Anacyclus pyrethrum a montré un effet

immunomodulateur et protecteur contre les dommages coliques.




Concluston



Conclusion

Conclusion et perspectives

Les études de ces dernieres décennies portant sur les polysaccarides ont révélé le
potentiel des polysaccharides comme additifs alimentaire maisaussi leurs potentiels
thérapeutiques notamment anti-inflammatoire, antioxydant, anticancéreux, antidiabétique,

antiviral, antibactérien, anti-cholestéromique, hépatoprotectrice ......etc.

L’Anacyclus pyrethrum, ou pyréthre d’Afrique est une plante médicinale trés connue

par I’effet thérapeutique de ces racines dans de nombreuses maladies inflammatoires.

Dans ce travail, nous nous sommes propos¢ d’évaluer I’effet des polysaccharides
extraits des racines d’Anacyclus pyrethrum sur I’inflammation intestinale dans un modele
expérimental d’inflammation colique induite par I’acide acétique chez la souris. Nous avons
examiné plusieurs parametres a savoir les atteintes histologiques, les populations des cellules
immunitaires dans le sang, dans les tissus lymphoides secondaires associés a I’intestin, la rate
et la cavité péritonéale. Nous avons également étudi¢ différentes caractéristiques du codlon

dont la longueur, le poids et 1’aspect macroscopique.

Notre étude révele que I’acide acétique provoque une colite combinée a une réponse
inflammatoire avec la destruction des tissus intestinaux. Nos résultats sont trés encourageants,
et démontrent, pour la premicre fois, que le prétraitement avec 1’extrait polysaccharidique
d’Anacyclus pyrethrum réduit de maniére considérable la gravité et I’extension du dommage
colique aigu provoqué par 1’acide acétique, et protége la muqueuse intestinale en agissant sur

I’immunité intestinale et en prévenant les altérations.

Une des difficultés de cette étude a été d’utiliser le modéle de colite induite par 1’acide
acétique, bien qu’il nous donne des informations sur I’immunité innée, les souris résistent
difficilement jusqu’a 24 heures, mais la colite induite par le DSS est un mode¢le plus adapté et
plus fiable, d’autre part nous suggérons de choisir des rats qui en raison de leur poids

supporteront mieux les effets dévastateurs de 1’inflammation au lieu des souris.

Sachant que notre étude a été étendue sur une durée de trois jours qui n’a permis que
d’évaluer la réponse immunitaire inné€e, nous pensons qu’il serait utile d’étendre le temps
d’étude pour apprécier le potentiel immunostimulant de 1’extrait sur la réponse immunitaire
adaptative. De méme nous proposons d’approfondir 1’étude en dosant les enzymes anti-
oxydantes (glutathion, catalase...) et les cytokines pro-inflammatoires et anti inflammatoires

notamment le TNFa, I’interleukine 1, 6 et I’interleukine 10 et ’INFy.




Annexes



Nom de la solution

Composition

Quantité du réactif

Phosphate buffer saline NaCl 8.0g
(PBS) PH7 4 Na,HPO, 1.42¢
10mM KH,PO4 0.24¢g
KCI 0.2g
Eau distillée 1000ml
Formol aldéhyde 10% Formol aldéhyde Iml
Eau distillée 9ml
Solution alcaline NaCl 0.9¢g
Eau distillée 100ml
Acide acétique 10% Acide acétique Iml
Eau distillée 9ml
Solution de lyse des GR NH4CI 0.83¢g
Eau distillée 100ml




Résumé

Les maladies inflammatoires de 1’intestin correspondent a un groupe d’affections
idiopathiques du tractus digestif caractérisées par des signes gastro-intestinaux chroniques
non spécifiques.

Les polysaccharides sont un groupe majeur de principes actifs des plantes médicinales,
connus pour leurs effets sur le systéme immunitaire.

Anacyclus pyrethrum est réputé pour son potentiel anti-inflammatoire et immunostimulant.
Elle est utilisée dans le traitement traditionnel de nombreuses maladies inflammatoires.

Cependant son effet sur la colite ulcéreuse n’a jamais été exploré, c’est dans cette
optique que nous nous sommes intéressés a étudier 1’effet des polysaccharides extraits a 1’eau
chaude de cette plante sur la I’inflammation intestinale induite par 1’acide acétique chez les
souris.

Les animaux de ’expérimentation ont regu des doses (25mg/Kg, 50mg/ Kg et 100mg/Kg) de
I’extrait de polysaccharides par injection intrapéritonéale 24 heures avant I’instillation
intrarectale de 200ul d’acide acétique a 10%.

Le degré et I’étendu de I’inflammation provoquée par I’acide acétique, de méme que
I’effet anti-inflammatoire et immunostimulant de I’extrait ont été évalués par des analyses
macroscopiques (taille, poids, odeur, saignement, diarrhée...) des intestins, cytologiques
(FNS, comptages des splénocytes, des cellules des plaques de Peyer et des macrophages
intrapéritonéaux) et histologiques (Coupes histologiques du colon).

Le prétraitement par 1’extrait polysaccharidique a montré une excellente activité anti-
inflammatoire diminuant de fagon importante la gravité et extension du dommage colique
aigu provoqué par 1’acide acétique avec une atténuation des signes inflammatoires chez les
animaux traités par 1’extrait polysaccharidique. En outre, une activité immunostimulante
exercée par cet extrait a été notée, se traduisant par une augmentation considérable du nombre
des splénocytes, des macrophages intrapéritonéaux et des cellules des plaques de Peyer). Cela

a été confirmé par 1’aspect histologique du colon.

Mot clés : Phytothérapie, Anacyclus pyrethrum, polysaccharides, MICIL.
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Summary

Inflammatory bowel disease is a group of idiopathic disorders of the digestive tract

characterized by non-specific chronic gastrointestinal signs.

Polysaccharides are a major group of active ingredients of medicinal plants, known for

their effects on the immune system.

Anacyclus pyrethrumis known for its anti-inflammatory and immune-stimulating

potential. It is used in the traditional treatment of many inflammatory diseases.

However, its effect on ulcerative colitis has never been explored, it is in this
perspective that we are interested to study the effect of the hot water polysaccharide extract of

this plant on the intestinal inflammation induced by the Acetic acid in mice.

The experimental animals received the doses (25 mg / kg, 50 mg / kg and 100 mg / kg)
of the polysaccharide extract by intraperitoneal injection 24 hours before the intrarectal

instillation of 200 pl of 10% acetic acid.

The degree and the extent of inflammation caused by acetic acid, as well as the anti-
inflammatory and immunostimulatory effect of the polysaccharide extract were evaluated by
macroscopic analyzes (size, weight, odor, bleeding, diarrhea, etc.). ) of the intestines,
cytological analyzes (FNS, splenocyte, Peyer's plate cells and intraperitoneal macrophages

counts) and histological analyzes (histological sections of the colon).

The pretreatment with the polysaccharide extract showed excellent anti-inflammatory
activity, greatly reducing the severity and extension of the acute colic damage caused by
acetic acid with an attenuation of the inflammatory signs in the animals treated with this
extract. In addition, immunostimulatory activity exerted by this extract was noted, which is
reflected by a considerable increase in the number of splenocytes, intraperitoneal
macrophages and Peyer's plate cells. This was confirmed by the histological aspect of the

colon.

Keywords:

Phytotherapy, Anacyclus pyrethrum, polysaccharides, Chronic inflammatory bowel
diseases.
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