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Introduction

L'ulcere gastriqgue (UG) est I'une des principales maladies gastro-intestinales qui survient a la
surface de la muqueuse gastrique. C'est une sorte de nécrose tissulaire locale a cause de la formation
de lésions ulcéreuses. Il se definit comme une perte de substance de la paroi gastrique atteignant en
profondeur la musculeuse. L’UG résulte du déséquilibre entre 1’agression chlorhydro-peptique et
les mécanismes de défense en un point précis de la muqueuse (Shen et al., 2017). Ces derniéres
annees, l'incidence de l'ulcere gastrique augmente en raison de nombreux facteurs nuisibles tels que
le tabagisme, I’infection par 1’Helicobacter pylorie, la consommation excessive d'alcool et du café,
le stress, la mauvaise alimentation et l'ingestion a long terme des anti-inflammatoires non
stéroidiens (AINS) (Boccellato et al., 2018). Des concentrations élevées en AINS, tels que I'aspirine
et le diclofénac (DCF), peuvent modifier la perméabilité de la membrane cellulaire, ce qui peut
entrainer un cedéme, une dégénérescence et des nécroses de la muqueuse gastrique (Goswami et al.,
2017).

Actuellement, les médicaments les plus couramment utilisés dans le traitement de I’UG sont les
inhibiteurs de la pompe a protons. Cependant, les effets secondaires associés, tels que:
I’hypersensibilité, arythmie, impuissance, gynécomastie, changements hématopoiétiques et la
récurrence de 1I’UG apreés traitement sont considérables (Kangwan et al., 2014). Ainsi, il est encore
nécessaire de chercher de nouvelles molécules naturelles a activité antiulcéreuse moins toxiques et

plus efficaces par rapport aux médicaments de synthése.

L’utilisation médicale de la grenade remonte a plus de 3 000 ans mais ce n’est que trés récemment
que I’on a redécouvert son efficacité a prévenir toute une série de pathologies potentiellement
mortelles. En médecine traditionnelle: I'écorce de grenade, est souvent utilisée contre les ulceres
gastriques, les vers intestinaux et les brulures. Comme puissant antioxydant, la grenade contient une
grande variété de flavonoides et de tanins hydrolysables qui sont responsables de plus de 85% de
leur activité anti-oxydante (Jurenka, 2008 ; Jacinto, 2018). La présente étude s'est concentrée pour
la premiére fois sur les actions protectrices de I’écorce de la grenade et de 1’acide gallique contre

I'ulcére gastrique induit par le diclofénac. Le but ultime de cette étude est :

e L'etude phytochimique des extraits de 1’écorce de Punica granatum.

e Evaluation de I’état de stress oxydant cellulaire lors d’un ulcere gastrique induit par le DCF.

e Evaluation de I’effet gastroprotecteur de I’extrait méthanolique de 1’écorce de Punica granatum
(EMEP) et de I’acide gallique contre 1’ulcére gastrique induit par le diclofénac.

e Evaluation de I’activité anti-inflammatoire de ’EMEP et de ’acide gallique et détermination

des mécanismes d’actions responsables de leurs activités antiulcéreuses.

Page 1
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Chapitre | : Généralités sur I’estomac

1. Anatomie

L’estomac est un segment dilaté¢ du tube digestif, un organe creux en forme de J, qui permet le
stockage et la digestion du bol alimentaire provenant de 1’cesophage. Il se localise dans la partie
haute de I’abdomen, sous le diaphragme, en contact avec le lobe gauche du foie. Il est maintenu
dans la cavité abdominale par des ligaments rattachés au foie, au diaphragme et a la rate (Mutter et
Marescaux, 2001). L’estomac est la partie la plus large du tube digestif. A jeun il a 25 cm de long
sur 10 cm de large chez I’homme (Chevrel, 1991). Sur le plan anatomique 1’estomac est constitué

de plusieurs parties (Figure 1) :

Le cardia : C’est la région entourant 1’orifice du cardia par lequel la nourriture provenant de

I’cesophage pénétre dans 1’estomac (Marieb et Hoehn, 2010).
e Lefundus: C’est la région situé au-dessus de 1’orifice du cardia (Drake et al., 2012).

e Le corps : C’est la partie centrale de 1’estomac qu’elle est délimitée par la grande courbure
(bord gauche de I’estomac) et la petite courbure (bord droit de 1’estomac). Il constitue la

majeure partie de 1’estomac, localisée entre le fundus et I’antre (Palier et al., 2012).

e L’antre : Portion terminale de I'estomac, terminée par le pylore qui régit I'évacuation

gastrique via le muscle sphincter pylorique (Elaine et Marieb, 2008).

Duodénum

Partie
descendante—

At'e viorique
lu duodénum e e

Pylore

Figure 1. Anatomie de I’estomac (Asselah, 2013).
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2. Histologie
2.1. Paroi gastrique

Les fonctions de ’estomac sont assurées par les composants de sa paroi. La paroi gastrique a une
épaisseur moyenne de 5 mm et se constitue de 1’intérieur vers 1’extérieur par la superposition de la
muqueuse, d’une sous muqueuse, d’une musculeuse et d’une séreuse (Bado et sobhani, 2011)

(Figure 2).

e Mugqueuse : C’est la couche la plus profond, est une membrane humide qui tapisse la cavité, ou
lumiére de I’organe (Elaine et Marieb, 2008). Elle est constituée par un épithélium de

recouvrement dont la surface est parsemeée de nombreuses cryptes glandulaires (Marieb, 1999).

e Sous-mugqueuse : C’est un tissu conjonctif contenant des vaisseaux sanguins et lymphatiques.
Dans la sous-muqueuse se trouve le plexus nerveux de Meissner. Ce pacemaker contient autant
de neurones que la moelle épiniere et donne au tube digestif la possibilité de régler dans une

large mesure son propre fonctionnement (Laurent et Sokol, 2014).

e La musculeuse : Composée de trois couches de fibres musculaires, I’'une «externe» a fibres
longitudinales, ’autre «interne» a fibres circulaires (formant un sphincter), et aussi une couche

moyenne a fibres obliques (Putz et Pabst, 2006).

e Séreuse (péritoine) : Est la tunique externe de la paroi. Elle est formée de tissu conjonctif lache

recouvrant d’une seule couche de cellules aplaties et composant le péritoine viscéral (Marieb,
2000).

Crypte glandulaire
Epithélium

Muqueuse

Musculeuse Iongltudmale

Séreuse

Figure 2. Tuniques de la paroi gastrique (Chevallier, 1998).
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2.2. Structures sécrétoires

La muqueuse gastrique renferme les glandes sécrétoires, qui different selon la localisation au sein

de I’estomac (Laurent et Harry, 2014) (Figure 3).

Les glandes fundiques : Elles sont composées de quatre types de cellules différentes:

e Les cellules principales : Elles sont petites, polyédriques et prédominent au milieu et au fond
des glandes, elles produisent le pepsinogéne (Marieb et Hoehn, 2014).

e Les cellules pariétales : Appelées aussi cellules bordantes ou oxyntiques, sont situées dans la
région apicale des glandes, responsables de la sécrétion de 1’acide chlorhydrique (HCL) et le
facteur intrinséque (petite glycoprotéine indispensable a 1’absorption de la vitamine B12)
(Marieb et Hoehn, 2014).

e Les cellules a mucus : Situées essentiellement au niveau du collet des glandes et dans leurs
régions plus basales, elles produisent le mucus et le bicarbonate (Marieb et Hoehn, 2014).

e Les cellules endocrines : Comprennent les cellules G (sécrétant la gastrine), présentes
uniquement dans les glandes pyloriques et les cellules D a somatostatine (Ader et al., 2006) et

les cellules entérochromaffines-like (ECL) sécrétant 1’histamine (Bado et Sobhani, 2011).

Les glandes pyloriques : Elle présente des cryptes étroites et profondes avec des glandes tubulaires
contournées, qui sont essentiellement constituées par les cellules a mucus qui vont former un

revétement continu de mucus et les cellules endocrines (Belon et Lacour, 2015).

Ty -
5595 A . =

Cellule a mucus _
de surface

Cellule a mucus
de surface

Cellule a mucus

CelluleD ——
Cellule D
Cellule Cellule G
principale

Glande fundique Glande pylorique

Figure 3. Différentes cellules sécrétoires composant la muqueuse gastrique (Bado et Sobhani, 2011).
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3. Physiologie de la sécrétion acide

Notre estomac sécrete chaque jour deux a trois litres d'une solution concentrée d'acide
chlorhydrique. Cette sécrétion acide est le fait de cellules appelées pariétales ou bordantes, situées
principalement au niveau du collet des tubes glandulaires de I'épithélium fundique, dans la partie

supérieure de I’estomac (Ito, 1981).
3.1. Mécanismes de la sécrétion acide

La sécrétion de 1’acide chlorhydrique (HCI) se fait sous ’action d’une H'/K* ATPase ou pompe a
proton exprimees sur la face luminale des canalicules des cellules pariétales (Ader et al., 2006). Ces
cellules posseédent 1’anhydrase carbonique qui catalyse la combinaison de CO, provenant du
métabolisme cellulaire et de I’H,O pour former H,CO3" (Lefrancois et Tiret, 2000). La sécrétion des
ions H* s’effectue grace a Dactivité ATPasique de la pompe a proton, qui échange un ion H*
cytoplasmique contre un ion K* venant de la lumiére gastrique. Cet échange s'accompagne de la
libération d'un ion CI" formant I'acide chlorhydrique qui est déversé dans la lumiére gastrique
(Kirkiacharion, 2010). A la membrane basolatéralel’HCO3" passe dans le sang grace a un échangeur
CI/HCOg3 (Figure 4). Ces bicarbonates sont responsables d’une alcalinisation du sang aprés un

repas (Lefrancois et Tiret, 2000).

Membrane - - Membrane
Basale Cellule pariétale Apicale
Cl — > (1 - > Cl
H>;0 + CO;
Anhydrase | Carbonique
k. € k-
H>CO3 ATPase
HCO5 < HCO;—I l H. >H-

Capillaire sanguin Lumiére gastrique

Figure 4. Mécanisme de la formation de [’"HCI par les cellules pariétales (Marieb et Hoehen, 2010).

3.2. Mécanismes de controle de la sécrétion gastrique

La sécrétion gastrique est continue, elle est contrdlée par un mécanisme conjoint neuro- hormonal
comportant a la fois des agents de stimulation (gastrine, histamine, acétylcholine) et d’autres

d’inhibition (somatostatines) (Beaugerie et al., 2014).
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3.2.1. Le contréle nerveux

Il emprunte la voie des nerfs pneumogastriques qui transmettent les excitations sensorielles et
psychiques (sécrétion déclenchée par le gotit, ’odeur, la vue d’un aliment). La stimulation nerveuse
entraine une réponse sécrétoire riche en acide chlorhydrique; ¢’est d’ailleurs la raison pour laquelle
on peut ressentir les douleurs abdominales si, apres on ne mange pas quelque chose (Lacombe,
2007). Par ailleurs le contrdle de la sécrétion acide des cellules pariétales est principalement assuré
par le nerf vague (Keith et Arthur, 2006). La stimulation du nerf vague entraine une sécrétion riche

en pepsine et en Chlorure d’hydrogene (HCI).

3.2.2. Le contréle hormonal

Il est assuré par plusieurs hormones : 1’acétylcholine, 1’histamine et la gastrine qui est I’hormone
principale. Sa secrétion est déclenchée et influencée par des facteurs locaux. Le contact des
aliments, distension de I’antre et nature des aliments (alcool, viande). La présence d’aliment
entraine a partir de la muqueuse de I’antre pylorique la libération d’une hormone, la gastrine qui
stimule les cellules bordantes du corps de I’estomac (Samsong, 1980). Cette hormone entraine une
sécrétion gastrique trés acide mais pauvre en pepsine. La gastrine, 1’acétylcholine et 1’histamine
stimulent la sécrétion acide de facon directe en activant leurs récepteurs respectifs de la cellule
pariétale et de facon indirecte en augmentant la libération d’histamine a partir des cellules

entérochromaffines-like (EC-L) (Boron et Boulpaep, 2009) (Figure 5).

ACh
\ /-4— From vagus nerve <+ { ACh \_‘)—

Parietal
cells  \

0% : .
w. 0 ‘cr 0 - ¢ o 0 Histamine

gy o)
\ / ECL cell

Lumen Gastrin
of antrum Interstitial space

Figure 5. Mécanismes de contréle de la sécrétion gastrique (Boron et Boulpaep, 2009).
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3.3. Mécanismes de protection de la muqueuse gastrique

La muqueuse gastrique crée une barriere pour se protéger de 1’érosion de suc gastrique, car elle est
soumise a des conditions chimiques trés durs (Pocock et Richards, 2004), et cela est assurer par

plusieurs mécanismes; les principales protections locales sont :

3.3.1. Le mucus : A la surface de I’épithélium gastrique et duodénal, une couche de mucus est
présente. Elle a pour but de diminuer la diffusion des ions H" vers la lumiére gastrique et duodénale.
Le gel de mucus est constitué de 67% de glycoprotéines sous forme de polyméres. Lors d’ulcére, le
gel de mucus est plus faible, la proportion de glycoprotéines diminue et ainsi la barriére de mucus
perd sa capacité de diminuer la rétrodiffusion des ions H* (Bouarioua et al., 2007).

3.3.2. Le bicarbonate : Il est sécrété par les cellules a mucus, participant a la défense de la
mugqueuse gastrique contre 1’acidité gastrique, la sécrétion des bicarbonates est fortement stimulée

par les prostaglandines qui ont un role cytoprotecteur (Bado et Sobhani, 2011).

3.3.3. Le flux sanguin : Il est essentiel pour fournir les nutriments, de I’oxygéne aux cellules, mais

aussi pour évacuer les ions hydrogenes résiduels (Silbernalg et Lang, 2012).

3.3.4. Le renouvellement cellulaire : Les cellules épithéliales superficielles doivent se renouveler
continuellement pour maintenir I’intégralité du revétement, 1’épithélium empéche I’entrée des ions

H+ et les refoule en dehors de la muqueuse (Vander, 2001).
3.3.5. Les prostaglandines

Les prostaglandines sont des dérivés de I'acide arachidonique (Lefebvre, 1975), la transformation de
I'acide arachidonique en prostaglandines se fait par les cyclo-oxygénases 1 et 2 (COX1 et COX2)
(Perlemuter et al., 2011).

e COX1 : Constitutives, sont présentes dans presque tous les types cellulaires, sont exprimées de
facon basale. Dans I'estomac, elles permettent la sécrétion de prostaglandines responsables de la
protection gastrique.

e COX2 : Elles sont produites quand il y a une agression (entorse, infection) et elles participent a

des réactions inflammatoires (phénomene douloureux).

Les prostaglandines interviennent dans de nombreux mécanismes physiopathologiques
(inflammation et douleurs) d’autres sont pourvues de plusieurs effets biologiques, les plus
importants sont la diminution de la sécrétion acide et 1’augmentation de la sécrétion du mucus

(Jolliet et al., 2006).
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Chapitre 11 : Ulcére gastrique
1. Physiopathologie

L'ulcére gastrique est une lésion nécrotique profonde, impliquant toute la profondeur de la
muqueuse et la musculeuse, caracterisé par la perte des substances au niveau gastrique allant
jusqu’a la destruction de la muqueuse et la mise a nue de la musculeuse (figure 6) (Zeitoun et al..,
2014). L’ulcere gastrique est une maladie fréquente, dont 1’étiologie est multifactorielle (Saha et al.,
2016). La physiopathologie de ce trouble est considérée comme un déséquilibre net entre les
facteurs defensifs muqueux tels que le bicarbonate, la prostaglandine, les facteurs de croissance et
les facteurs offensifs tels que les acides et les pepsines (Agrawal et al., 2000). Il est généralement
accompagné avec des douleurs a 1’abdomen. Ces douleurs proviennent du contact entre 1’acide
secrété et les plaies ou les ulcérations. Ces 1ésions s’accompagnent souvent d’une inflammation de

la muqueuse (Samsong, 1980). Selon la profondeur de la lésion, on peut avoir :

e Une abrasion : C’est une destruction de 1’épithélium et de la partie superficielle des cryptes.

e Une érosion : C’est une perte de substances pariétales a bords nets, taillée a fond inflammatoire
non scléreux avec amputation de la musculaire muqueuse et de la sous muqueuse. Lorsque

I’érosion touche les arteres, il en résulte une hémorragie qui peut €tre mortelle.

e Un ulcere vrai : C’est une perte de substances amputant la musculeuse qui se trouve

transformée en bloc scléreux (Rambaud, 2000 ; Keith et Arthur, 2006).

Suc gastrique

(acide)
~
=
»>
" | N
Mugqueuse e - A
: ‘- ' - .
SR U \‘{ 2 ’e’ : Ulcére gastrique
musculeuse ' —

Figure 6. Ulcération de la muqueuse gastrique (Carolyn et al., 2008).
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2. Facteurs favorisants I’apparition de I’ulcere gastrique
2.1. Facteurs endogénes

De nombreux facteurs génétiques, neuronaux et hormonaux ont été postulés pour avoir des roles
dans le développement de l'ulcere (Soreide et al., 2015). L’ulcére gastrique résulte d’un
déséquilibre entre 1’agression acide de la sécrétion gastrique et les mécanismes de défense qui sont
la barriére muqueuse constituée par le mucus, la sécrétion de bicarbonates, les phospholipides, les
cellules épithéliales (cellules de surface) et sous-épithéliales (qui contiennent le flux sanguin
muqueux) et les prostaglandines qui sont synthétisées en permanence dans la muqueuse stimulant

ces mécanismes de protection (Soreide et al., 2015).
2.2. Facteurs exogenes

Plusieurs facteurs exogenes peuvent favoriser le déclanchement de l'ulcére gastrique, les plus

fréquents sont les suivants :

2.2.1. Anti-inflammatoires non stéroidiens: Diclofénac de Sodium

Les Anti-inflammatoire non stéroidiens (AINS) sont des médicaments symptomatiques prescrits
pour leur effet anti-inflammatoire, antalgique et antipyrétique, c’est la classe des médicaments la
plus consommee par la population car elle ne necessite pas une prescription medicale. De ce fait,
elles sont la cause la plus fréquente d’ulcération. Les AINS ont des propriétés inhibitrices, inhibent
la cyclo-oxygénase (COX1 et COX 2) qui est un médiateur principalement impliqué dans la
synthése de prostaglandine (PG) et de la thromboxane (A2) (Blain, 2000). L’aspirine, lbuproféne,

indométacine et le diclofénac sont les AINS les plus utilisés (Perlemuter et al., 2011).

Le diclofénac est un anti-inflammatoire non stéroidien dérivé de 1’acide anilino-phénylacétique Cy4
Hi1 NO, (Cohen et Jacquot, 2001). Il est largement diffusé dans la pharmacopée mondiale sous
diverses appellations (Medan, 2004). DCF un puissant inhibiteur de la cyclo-oxygénase ayant des
propriétés anti-inflammatoires, analgésiques et antipyrétiques. Il est recommandé dans les
pathologies inflammatoires chroniques telles que la polyarthrite chronique et I’arthrose, ainsi que
dans le traitement des douleurs aigués musculo-squelettiques (Katzung, 1998). Il est souvent
prescrit comme analgésique dans le traitement des maladies rhumatismales (Lechon et al., 2003 ;
Naisbitt et al., 2007).

Le diclofénac est contre-indiqué dans 1’ulcére gastrique et chez les sujets allergiques sensibilisés par

’aspirine ou d’autres inhibiteurs de la prostaglandine synthéase (Cohen et Jacquot, 2001).
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» Pharmacocinétique

Apres administration par voie orale, le diclofénac est rapidement absorbé (Davies et Anderson,
1997). Le pic plasmatique est atteint entre 2 a 3 h et 99 % du principe actif circulant sont fixés sur
les protéines plasmatiques. Son principal métabolite, est le 4'-hydroxydiclofénac, qui est connu pour
conserver de faibles activités anti-inflammatoires et analgésiques (Fowler et al., 1983). Apres
biotransformation en glucoroconjugués et en métabolites sulfatés, le diclofénac est excrété dans les
urines (65%) ou dans la bille (35%) aprés un temps de demi-vie % de 1 a 2h. Les paramétres

pharmacocinétique de DCF sont resumes dans le tableau 1 ci- dessous (Todd et Sorkin, 1988).

Tableau 1. Paramétres pharmacocinétique de diclofénac (Hardman et limbird, 1998).

Médicament Absorption | Distribution Meétabolisme Elimination Ter\r)i%s &
- Pic de - 99% de - 1°® passage - 65% urinaire -1a2h
concentration | liaisons aux | hépatique trés - 35% biliaire
Diclofénac plasmatique 2 | protéines important 50%
a 3h apres plasmatiques | - Métabolisme
administration hépatique par le
orale. cytochrome P450.

» Mécanismes de toxicité gastrique

Comme les autres AINS, le diclofénac est associé a de graves effets indésirables gastro-intestinaux
(Roy et al., 2015). Leur toxicité gastrique est due principalement & la diminution de la synthése des
prostaglandines qui jouent un rdéle important dans le maintien de la barriéere muqueuse, mais
également a des mécanismes vasculaires (Zeitoun et al., 2014). Les effets indésirables gastro-
intestinaux apparaissent en raison de la réduction de la synthese des prostanoides, limitant la
sécrétion de mucus et de bicarbonate qui protegent la muqueuse gastrique contre les lésions (Sinha
etal., 2013).

La toxicité gastro-intestinale de cet agent dépend des taux élevés de diclofénac dans la circulation
générale et la diminution des produits du métabolisme de I'acide arachidonique médié par la COX-2
dans les cellules endothéliales vasculaires, qui joue un réle physiologique dans la protection du
mucus en tant que puissant vasodilatateur et inhibiteur plaquettaire. Le mécanisme d’action des

AINS est illustré dans la figure 7 (Kearney et al., 2006; Patrignani et al., 2011).
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T blocage des COX
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prostaglandines prostaglandines thromboxanes

l l l

médiateur de I’'inflammation,
douleur et fiévre
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\L d tectiondel
e protection de la muqueuse plaquettaire

Figure 7. Mécanisme d’action simplifié des AINS (Moulin et Coquerel, 2002, Perlemuet et al., 2011).

2.2.2. Stress physiologique

Il est bien connu que les espéces réactives a 1I’oxygéne (ERO) sont impliqués dans I'étiopathogénie
des lésions ulcéreuses qui peuvent étre la cause du développement de troubles organiques gastriques
tels que la gastrite, les ulceres gastriques et le cancer gastrique, ainsi que des troubles fonctionnels
tels que la dyspepsie fonctionnelle (Mezdour et al., 2017). Les réponses physiologiques aux
facteurs de stress comprennent une augmentation de l'activité de lI'axe hypothalamo-hypophyso-
surrénalien ainsi que des changements dans le tissu gastro-intestinal. Selon la formulation de Selye
du syndrome général d'adaptation, une augmentation de l'activité adrénocorticale est liée a une

augmentation de l'incidence de l'ulcération gastrique (figure 8).

Le principal responsable des ulcéres de stress est le stress oxydant (Suzuki et al., 2009). 1l a été
prouvé que le stress psychologique conduit a un stress oxydant dans I'estomac. Ce dernier est défini
comme un déséquilibre de la balance antioxydant et pro-oxydant en faveur des ERO qui résulte, soit
une production supplémentaire des ERO, soit une diminution des facteurs de défense antioxydants.
Le stress oxydant n'est pas seulement impliqué dans la pathogénie de I'inflammation gastrique et
I'ulcérogénése mais aussi dans celle des maladies liées au mode de vie y compris l'athérosclérose,

I'nypertension, le diabete, les cardiopathies et les tumeurs malignes (Suzuki et al., 2011).
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Figure 8. Réponses physiologiques de I'axe hypothalamo-hypophyso surrénalien aux facteurs de stress

(Suzuki et al., 2009) avec quelques modifications.

2.2.3. Helicobacter pylori Hp

Helicobacter pylorie est une bactérie spirale, bacille a gram négative. Elle a une capacité unique a
coloniser de facon persistante I'environnement extrémement acide de I'estomac et a provoquer une
inflammation (Grasso et al., 1996). Sa pathogénicité résulte de son pouvoir d'entrainer des lésions
de la muqueuse gastrique a cause d’une réponse inflammatoire persistante et une dérégulation de
la sécrétion des acides gastrique (shona et al., 2003 ; Barry et al., 2005). Les facteurs qui contribuent

a l'inflammation gastrique par HP incluent :

e La mobilité de I'HP gréace a la présence des flagelles polaires engainés a sa surface lI'adhérence de

I'organisme a la muqueuse gastrique (Besnard et al., 2000).

e La production d'uréase par I'HP est indispensable pour la colonisation de la muqueuse gastrique.
L’uréase joue un role essentiel dans la protection de la bactérie contre l'acidité gastrique (Scherer,
1996). De plus, HP conduit a la production d'ammoniaque et de bicarbonate qui neutralise le
microenvironnement de la bactérie et lui permet ainsi de rester viable en milieu acide (Boccellato et
al., 2018).

2.2.4. Consommation d’alcool

La consommation excessive d’alcool peut conduire a la formation de 1’ulcére gastrique chez un

individu sain et augmente le risque d’hémorragies chez les patients présentant déja un ulcere

Page 12



Synthése Bibliographique

gastroduodénal (Kuipers et Blaser, 2013). Les effets de 1’alcool sur la muqueuse gastrique sont
complexes et multiples. lls peuvent étre associés a une perturbation de I'équilibre entre les facteurs
protecteurs et les facteurs agressifs (Mezdour et al., 2017). La muqueuse gastrique est exposée a
I'acide gastrique, a la pepsine et aux stimulants entre autres, tandis que les facteurs gastroprotecteurs
maintiennent l'intégrité de la muqueuse gastrique (le systéeme microcirculatoire, les HCO3, les
prostaglandines) (Bienia et al., 2002).

D’autres facteurs clé dans la pathogenese des ulcéres gastriques sont les mauvaises habitudes
alimentaires et le tabac par l'augmentation de la sécrétion gastrique ce qui peut aggraver les
dommages ou potentialiser l'action des agents agressifs sur la muqueuse gastrique (Savegnago et
al., 2006 ).

3. Symptomes et complications

Les ulcéres gastriques peuvent causer une douleur rongeant ou semblable a une brilure dans la
région épigastrique. La douleur se manifeste souvent une a trois heures apres les repas et disparait
aprés I’ingestion de nourriture. Elle est associée a un manque d’appétit, des éructations, des
nausées, et des vomissements (Elaine et Marieb, 2008). Les complications d'un ulcére de I'estomac
sont I'némorragie, la perforation, la sténose et la transformation cancéreuse. Pour cette derniere

complication seule l'ulcére gastrique peut devenir cancereux (Lesur et al., 2000).

4. Diagnostic

On ne peut pas poser un diagnostic d’ulcére d’estomac simplement sur la base de 1’évaluation des
symptdmes présents. Certains tests doivent étre entrepris a la demande du médecin traitant pour
confirmer le diagnostic. Le médecin peut faire passer des rayons X pour examiner 1’intérieur de
I’estomac. Il peut aussi prescrire la gastroscopie (Loygue et al., 1982). De plus, une biopsie peut
étre requise, c’est-a-dire un prélevement de petites portions de la paroi de I’estomac, dont I’examen
permet éventuellement de detecter des cellules anormales, cancéreuses ou la bactérie Helicobacter
pylori (Pailler et al., 1990). Le médecin peut aussi faire passer un simple test respiratoire ou une
analyse de sang ou des selles pour déterminer la présence de cette bactérie (Grahama et
Miftahussurur, 2018).

5. Traitements

Le traitement de ’ulcére gastrique peut étre médical ou chirurgical :

5.1. Traitement médical

Le traitement médical peut étre curatif lorsque ’affection est déja confirmée ou préventif dans le

cas contraire. Plusieurs traitements sont utilisés dans la thérapeutique de 1’ulcere gastrique dont les
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anti-sécrétoires et les protecteurs de la muqueuse, une antibiothérapie est aussi utilisée lorsqu’il y a
une infection a I’H. pylori (Neal, 2013).Les traitements antiulcéreux peuvent étre classés en
différentes catégories selon leur action au niveau de 1’estomac ou la muqueuse gastrique. Les

principaux medicaments utilisés dans le traitement antiulcéreux sont représentés dans le tableau 2.

Tableau 2. Classification des principaux médicaments antiulcéreux (Bourin et al., 1993; Francoeur et al.,

2010; Sogni, 2010).

Catégorie Mécanisme d’action Exemple
o Les IPP bloquent I’action de la pompe )
Les inhibiteurs dlepllg‘ H*/K* ATPase (élément principal de la O|\;|nepra|zq§|
pompe a proton (IPP) sécrétion des ions H*) qui se trouve au [Mopral®]
niveau des cellules pariétale.
S
% Les antihistaminiques H2 | Occupent les récepteurs H2, bloguant Cimetidine
S I’action de la molécule régulatrice [Tagamet®]
= (histamine)  diminuant ainsi  la
I sécrétion acide.
Les analogues de la Se fixent aux récepteurs membranaires Misoprostol
prostaglandine et bloquent les canaux calciques ce qui | [Cytotec® 200ug]
diminue la sécrétion acide et augmente
celle du mucus, ils peuvent également
agir comme cytoprotecteur.
Les antiulcéreux Une foi polymériseés, ils se fixent sur la Sucralfate
§ Topiques (polymeéres) | muqueuse ulcérée formant un bouclier [Sulcrate®,
a . > 1A . Ulcar®,
de protection contre I’acidité gastrique :
=3 : A Kéal®]
= et autres agression empéchant Ila
= diffusion de I’acide dans la muqueuse.
S
2 R . .
3 Les antiacides et Utl_llses pour la prévention ou _Ie
3 pansements traitement de la  douleur, ils Hydroxyde
= (neutralisants) neutralisent 1’ion H® par la réaction d’aluminium
8 inverse de sa production. [Phosphalugel®]
= HCOs + H' —>  H,0 + CO, et de magnesium
[Maalox®]

> Les inhibiteurs de la pompe a proton (IPP) : Oméprazole

L'oméprazole, un benzimidazole substitué, est le principal inhibiteur de la pompe a protons. Il fait

partie de la nouvelle génération de molécules anti-sécrétoires (Brooks et Watson, 1997).
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L'oméprazole est un puissant antagoniste de la pompe & protons HK* ATPase, C'est un puissant
inhibiteur de la sécrétion d'acide gastrique. 1l a une longue durée d'action, et l'effet thérapeutique est

obtenu avec une seule dose quotidienne (Doubek et al., 1996).

Apres une dose orale unique, I'oméprazole est rapidement absorbé avec des concentrations
plasmatiques maximales dans les 0,5 heures. Contrairement & la longue durée d'action
antisécrétoire, I'omeéprazole est rapidement éliminé du plasma. La demi-vie est inférieure a 1 heure
La biodisponibilité apres une dose unique est de 35% et augmente lors de I'administration répétée
une fois par jour & 60%. L'oméprazole est complétement métabolisé dans le foie. Les deux
principaux métabolites plasmatiques sont le sulfone et I'hydroxyomeprazole, qui ne contribuent pas
a l'activité antisécrétoire (Doubek et al., 1996). Le tableau 3 résume les principaux parametres

pharmacocinétiques de I’oméprazole.

Tableau 3. Paramétres pharmacocinétiques d’ oméprazole 20mg (Doubek et al., 1996).

Dose C max T max (h) | Biodisponibilité | Liaison aux Volume de | Temps de
(mg) (mg/l) (%) protéines distribution | demi-vie
(%) (I/kg) (h)
20 0.75-1.15 0.5 35-60 96 0.34 0.7-0.87

Lorsqu’il y a une infection a I’H. pylori, 1’éradication du germe se fait par une triple thérapie qui est
’association de deux antibiotiques a un inhibiteur de la pompe a protons (IPP) (Clarithromycine +

Amoxicilline + Omeprazol) (Francoeur et al., 2010).

5.2.Traitement chirurgical

Les échecs du traitement médical sont rares, il arrive cependant qu’un pourcentage minime
d’ulcéres résiste a un traitement bien conduit, dans ce cas on fait recours a la chirurgie (Rambaud,
2000). Les objectifs de la chirurgie sont d’enlever 1’ulcére en cas d’ulcére gastrique et de supprimer

les mécanismes de la maladie ulcéreuse.

5.3. Phytothérapie

Puisque la plupart des traitements médicamenteux présentent des effets secondaires, I'utilisation de
phytoconstituants pour traiter les affections majeures s'est révélée cliniquement efficace et moins
toxique (Jainu et Devi, 2006). En médecine traditionnelle, plusieurs plantes sont utilisées dans le
traitement des ulceres. Parmi ces plantes, le grenadier (Punica granatum), le plus utilisé dans notre

région et en Algérie en générale.
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Chapitre 111 : Punica granatum, Acide gallique

1. Le grenadier : Punica granatum
1.1. Description botanique

Le grenadier (Punica granatum), appartenant a la famille des Punicaceae, est un petit arbre, souvent
juste un arbuste, originaire du bassin mediterranéen ou du Moyen-Orient, mais actuellement cultivé
dans la plupart des régions chaudes ou a hiver doux. Le grenadier peut atteindre 6 m de haut,
possede des fleurs rouge pourpre ou grenat, d’aspect froissé, portées par un court pédoncule,
solitaires a 1’aisselle des feuilles ou réunies par groupes de deux ou de trois au sommet des
branches. Le fruit, dénommé la grenade, est une grosse baie ronde, de la taille d’une pomme ou
d’un pamplemousse, & écorce dure et coriace également appelée malicorium, de couleur rouge ou
jaune-beige. Ce fruit renferme de nombreuses graines de couleur rose a rouge (Jurenka, 2008)
(Figure 9).

Figure 9. Différentes parties de grenadier (Bidri et Choay, 2016; Calin et Carboneli, 2005).

1.2. Systématique

La classification de Punica granatum décrite par Spicheger et Savolenen (2004) est représentée

dans le tableau 4.

Tableau 4. Systématique de la Punica granatum (Spicheger et Savolenen 2004).

Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Angiospermes
Classe Magnoliopsida
Ordre Myrtales

Famille Punicaceae
Genre Punica

Espece Punica granatum
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1.3. Composition chimique

L’étude des composants bioactifs du grenadier et de leurs bienfaits pour la santé humaine est un
domaine de recherche de toute actualité et du plus grand intérét. Il a été constaté, suite a de
nombreuses études scientifiques, que le grenadier et ses produits dérivés contiennent de nombreux
composants pouvant servir a prévenir certaines maladies et a conserver la santé (Larrosa et al.,
2006; Sartippour et al., 2008; Koyama et al., 2010). Le grenadier (Punica granatum) est riche en
phytoconstituants qui sont distribués a ses différentes parties telles que les fruits, les graines, les
feuilles, les fleurs, les racines, les jus et les écorces de fruits (Jacinto, 2018). Le tableau 5 résume

les principaux constituants thérapeutiques du grenadier.

Tableau 5. Principaux constituants des différentes parties du grenadier (Jurenka, 2008).

Partie du grenadier Constituants

Jus de fruit
Anthocyanines, glucose, acide ascorbique, acide ellagique, acide

gallique, acide caféique, catéchines, EGCG, quercétine, rutine,

nombreux minéraux, acides aminés.

Huile de graine
95% acide punique, acide helladigue et autre acides gras, stérols.

Péricarpe (écorce et | Punicalagins phénoliques, acide gallique et autres acides gras,
zeste) de fruit catéchine, EGCG, quercétine, rutine, et autres flavonoles, flavones,

flavonones, nthocyanidines.

Feuilles
Tanins (punicalin et punicafolin) et flavones glycosides (lutéoléine et

apigénine).

Fleurs
Acide gallique,acideursolique, triterpenoides.

Racines et écorce
Ellagitannins (punicalins et punicalagins), nombreux alcaloides.

1.4. Usages thérapeutiques et activités biologiques

Le grenadier a eté utilisé depuis des siecles pour ses vertus thérapeutiques. En médecine
Ayurvedique, le grenadier est considéré comme une pharmacie en soi. Et il a éte utilisé comme
agent antiparasitaire, tonique sanguin et pour traiter les aphtes, les diarrhées et les ulcéres

(Jurenka, 2008). Les activités biologiques et pharmacologiques des produits issus de Punica
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granatumont été décrites a travers plusieurs études scientifiques : antiathérosclérotique (Stowe,
2011), antimicrobien (Foss et al., 2014), antidiabétique (Salwe et al., 2015), anti-inflammatoire
(Lee et al., 2010), analgésique (Bagriet al., 2010), antidiarrhéique (Pillai et al., 1992), antimutagéne
(Zahin et al., 2010), antioxydant (Rajan et al., 2011), antiparasitaire (EI-Sherbini et al., 2010),
antiviral (Haidari et al., 2009), astringent ( Pacheco-Palencia et al., 2008), cancer-chimiopréventif
(Dahlawi et al., 2012), fertilité (Turk et al., 2008), activité neuronale (Cambay et al., 2011), activité
gastroprotectrice (Lai et al., 2009), hépatoprotectrice (Kaur et al., 2006), néphroprotectrice
(Bouroshaki et al ., 2010) et de blanchiment de la peau (Yoshimura et al., 2005).

1.4.1. Activité anti-ulcéreuse

L’effet anti-ulcéreux de Punica granatum est lié¢ a la sécrétion croissante de mucus de la paroi
gastrique. Cela peut inhiber la génération des radicaux libres dérives de I'oxygéne, diminuer la
consommation de la glutathion peroxydase et de la superoxyde dismutase, et maintenir la teneur en
oxyde nitrique (NO) a un niveau normal (Lai et al., 2009). Des études in vivo ont démontré que
I’extrait de 1I’écorce de la grenade possede une activité inhibitrice des ulcéres de 1’estomac induits
par ’aspirine et 1’éthanol grace a ses propriétés anti-oxydantes. Pour des doses de 250 et 500
mg/kg d’extrait hydroalcoolique de grenade (70% méthanol v/v), le pourcentage d’inhibition est
respectivement de 22,37% et 74,21% pour les ulceres induits par 1’aspirine et de 21,95% et 63,41%
pour ceux induits par 1’éthanol (Ajaikumar et al., 2005). L’étude de Moghaddam et ses
collaborateurs en 2013 a montré que l'extrait de 1’écorce de grenade, a un potentiel curatif contre

I’ulcére gastrique induit par l'indométhacine grace a son activité anti-oxydante élevée.

1.4.2. Action cicatrisante

Comparé a un produit topique antibactérien du commerce, une préparation a base d’extrait de
I’écorce de grenade (44% de composés phénoliques) a 5% permet une bonne cicatrisation,
nettement visible par examen histopathologique des blessures des rats Wistar utilisés. Au bout de 10
jours, les rats traités au gel a ’extrait de ’écorce de grenade sont guéris alors que 16 a 18 jours
sont nécessaires a la cicatrisation des rats témoins (Murphy, 2004). Les analyses par HPLC
montrent que les composants majoritaires de 1’extrait sont la catéchine et 1’acide gallique, molécules

qui pourraient donc avoir un intérét dermatologique (Murphy, 2004).
1.4.3. Activité anti-oxydante

La composition des différentes parties du grenadier a montré 1’existence de plusieurs types de
polyphénols ayant des propriétés anti-oxydantes trés importantes a savoir les tanins que I'on trouve

en concentration trés ¢levée dans les tiges et 1’écorce du grenadier (Seeram et al., 2006). Chez
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I’animal, il a été rapporté que 1’extrait de grenade neutralise les radicaux libres et diminue le stress
oxydatif dans les macrophages péritonéaux de souris, et entraine une augmentation du taux de
glutathion réduit (Jurenka, 2008). Les extraits aqueux et alcooliques de 1’écorce de fruit ont montré
un bon effet anti-radicalaire avec 1Csq entre 34,78 +14,04 et 135,27+ 35,5 pug/ml pour les extraits
aqueux et 40,03 £ 14,72 a 105,93 + 17,19 ug / ml pour les extraits alcooliques (Rajan et al., 2011).
Une étude séparée chez les rats avec des dommages au foie induits par le CCl, a démontré que le
prétraitement avec 1’extrait de 1’écorce de grenade (EEG) a amélioré ou maintenu ’activité de
piégeage des radicaux libres des enzymes hépatiques : La catalase, le superoxyde dismutase, et la
peroxydase, et abouti a 54% de réduction des valeurs de la peroxydation lipidique par rapport aux
témoins (Chidambara et al., 2002).

1.4.4. Activité anti-inflammatoire

Il'y a de nombreuses études scientifiqgues qui démontrent clairement les propriétés anti-
inflammatoires de la grenade et de ses produits dérivés (Lansky et Newman, 2007; Shukla et al.,
2008; Larrosa et al., 2010; Lee et al., 2010). Certains extraits de grenade, notamment les pépins
pressés a froid, inhibent 1’action des enzymes cyclo-oxygénases et lipo-oxygénases in vitro. La
cyclo-oxygénase est une enzyme trés importante pour la conversion de I’acide arachidonique en
prostaglandines, qui sont des médiateurs importants de I’inflammation, de sorte que cet acide se
trouve fortement inhibé par la consommation d’extraits de grenade. La lipo-oxygénase conduit a la
transformation de I1’acide arachidonique en leucotrienes, qui sont d’autres médiateurs de
I’inflammation, qui est également inhibée par les extraits de pépins de grenade (Schubert et al.,
1999).Les extraits aqueux éthanoliques de I’écorces de fruit a 500 mg / kg par voie orale ont inhibé

I'inflammation de 82,14% contre I'indométacine a 10 mg/kg (Bagri et al., 2010).
1.5. Toxicité

Selon 1’étude de Tripathi et Singh (2000), seuls les écorces et les racines de la plante ont été
signalées comme étant toxiques vue leur teneur €levée en alcaloides. La DLso de I'extrait du fruit
entier, déterminée chez des souris OF-1 des deux sexes aprés administration intrapéritonéale est de
731 mg / kg (Vidal et al., 2003). Dans une étude visant a étudier la toxicité aigué et subaigue d'un
extrait de grenade standardisé contenant 30% de punicalagines donné par voie orale, la DLsy chez
les rats Wistar et les souris Swiss albinos était supérieure a 5000 mg/kg et la toxicité subaigue est
nulle. La dose sans effet nocif observable (DSENO) ou (NOAEL : No Observable Adverse Effect
Level) a été déterminé a 600 mg/kg/jour (Patel et al., 2008).Une étude récente de toxicité aigué par
voie orale réalisée chez les poulets a montré que I’extraits bruts de Punica granatum peut étre

utilise en toute sécurité jusqu'a la dose de 2000 mg / kg de poids corporel (Ahad et al., 2018).
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2. Acide gallique

Les polyphénols sont considérés comme des composés quasi universels des végétaux.
Structurellement, ils se répartissent en plusieurs groupes allant de composés présentant un simple
noyau phénolique comme 1’acide gallique aux composés polymériques complexes comme les tanins
(Boukhobza et Goetz, 2014). Les polyphénols constituent les principes actifs de nombreuses
plantes médicinales. On les trouve d’une maniére générale dans toutes les plantes vasculaires, ou ils
peuvent étre localisés dans divers organes: feuilles, fleurs, racines, tiges, bois, écorces et fruit. Les
polyphénols existent sous différentes classes : acides phénoliques, flavonoides, tanins, stilbénes et
lignanes. Mais les plus importants sont: les acides phénols, les flavonoides et les tanins (Singh et
al., 2011). Les acides phénoliques sont des composés universels rencontrés dans les plantes, ils
sont classés on deux groupes: Les acides hydroxybenzoiques, dont les plus répandus sont 1’acide
salicylique et 1’acide gallique, et les acides hydroxycinnamiques, dont les plus abondants sont
I’acide caféique et 1’acide férulique (Singh et al., 2011). Les différentes classes des composes

phénoligues sont représentées dans la figure 10 ci-dessous.
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Figure 10. Différentes classes de polyphénols et leurs sources connues de plantes et de fruits (Singh et al.,
2011).

Flavonoids
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L'acide gallique ou également connu sous le nom d'acide 3, 4, 5trihydroxybenzoique (figure 11),
est une substance phytochimique que se trouver dans de nombreux tissus végétaux a 1’état libre ou
en tant que composant du polymeére tanin (Subramaniana et al., 2015).Ce composé est naturellement
abondant dans les noix, les raisins, les grenades, le thé vert, I'ananas, les bananes, les fraises, le
citron et le vin rouge (Madlener et al., 2007). Sa formule chimique est du cycle C¢H, (OH);COOH.
L’acide gallique est classé parmi les acides phénoliques puisqu'il comporte a la fois une fonction
carboxylique et des hydroxyles phénoliques. Et comme il est dérivé de I'acide benzoique, on le

classe aussi dans les acides hydroxybenzoiques (Prince et al., 2009).

Les propriétés chimiques de I'acide gallique furent étudiées par le chimiste Jules Pelouze (1836),
qui a été trouvé que I’acide gallique se présente sous la forme d'une poudre cristalline blanche ou
jaune pale, inodore, de saveur acide. Leur solubilité dans les différents solvants est classée selon
I’ordre suivant : Méthanol> éthanol > eau > acétate d'éthyle (Verma et al., 2013).

Acide galligue

HO
OH

HO
OH

Nomenclature : Acide 3, 4, 5-trihydroxvbenzoique

Figure 11. Structure chimique de [’acide gallique (Verma et al., 2013).

2.1. Pharmacocinétique

Certains composés phénoliques chez I'homme sont absorbés en peu de temps et d'autres non, avec
ou sans modification de la structure. Des résultats similaires du temps d'absorption de l'acide
gallique ont été obtenus avec la consommation de thé noir et de vin rouge. Dans une étude
impliquant des humains en bonne santé, lorsque I'acide gallique était absorbé, quelle que soit la
forme sous laquelle il était consommé (forme purifiée, vin ou thé), il était présent sous des
structures méthylées et glucuronidées. Lorsque les volontaires ont consommé 200 ml de thé noir,
I'acide gallique a été rapidement détecté dans le plasma a 1,4-1,5 h et sa concentration (aglycone et
métabolites) était de 4,7 uM. Cartron et al., (2003) ont montré que l'acide gallique était retrouveé
sans modification de structure dans le plasma humain avec une concentration maximale atteinte
<1,5 h apres la consommation de vin rouge; peut-étre que la matrice alimentaire n'a peut-étre pas

influencé la biodisponibilité de I'acide gallique, mais des études plus spécifiques sont nécessaires
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pour refléter la situation réelle au niveau cellulaire des composés phénoliques dans les aliments

végétaux.

2.2. Biosynthese

Plusieurs études ont postulé I'existence de deux voies potentielles pour la synthése d’AG (figure
12). 1l pourrait étre formeé a partir de phénylalanine (4) ou a partir d'un intermédiaire de shikimate
précoce, a savoir le 3-déhydroshikimate (3-DHS) (2) (Kato et al., 1968). Cependant, le groupe
carboxylique de I’AG s'est avéré étre biosynthétiquement équivalent au groupe carboxylique de
shikimate, plutét qu'a la chaine latérale de phenylalanine (Werner et al., 2004). Cela signifie donc
que I’AG est formé a partir de 3-DHS (Ossipov et al., 2003 ; Werner et al., 2004) soit par
déshydrogénation directe ou via l'acide protocatéchique (3) en tant qu'intermédiaire (Kambourakis
et al., 2000 ). Bien que Werner et al., (1997) en utilisant des études RMN rétro-biosynthétiques
avec du glucose marqué au C3 et la spectrométrie de masse du rapport isotopique de I'oxygéne, a
montré que I’AG est principalement synthétisée par déshydrogénation directe de 3-DHS. Les

résultats concordent bien avec les rapports antérieurs de Dewick et Haslam, (1969).

COOoOH
2
o = OH
OH \
/ COOH
COOH 1
3 — = HO OH
HO oH
OH
COOH
NH,
a4

Figure 12. Voies possibles pour la biosynthése de I'acide gallique (1: [ acide gallique, 2: 3- acide

déhydroshikimique, 3: acide protocatéchuique, 4: phénylalanine) (Badhani et al., 2015).

2.3. Activités pharmacologiques

L'acide gallique et ses dérivés ont un grand nombre d'applications dans divers domaines biologiques
et pharmaceutiques (Madlener et al., 2007). Une étude récente a démontré que l'acide gallique, et
ces dérivés sont largement utilisées pour le traitement de plusieurs maladies (Borde et al., 2011).

L'acide gallique posséde une excellente activité anti-ulcéreuse (sen et al., 2013), anti-oxydante
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(Yen et al., 2002), anti-obésité (Hsu et Yen. 2007), hépatoprotectrice (Jadon et al., 2007), anti
asthmatique (Dorsch et al., 1992), anti-cancéreuse (Subramaniana et al., 2015), neuroprotectrices
(Kim et al., 2006), cardioprotectrices (Daglia et al., 2014 ), néphroprotectrices (Akomolafe et al.,
2014), antimutagénes, antiangiogéniques (Kaur et al., 2009), anti-inflammatoires (Sowndhar Rajan

et al., 2018), antifongique, antivirales et antimicrobiens ( Faried et al., 2007).

2.3.1. Activité anti-ulcéreuse

Dans des expériences in vivo réalisées sur les rats, il a été démontré que 1’acide gallique joue un
role trés important dans la réduction de 'ulcere et la protection des cellules gastriques. Il a été
suggéré que l’acide gallique exerce son activité via un mécanisme complexe impliquant la
production du mucus par ’augmentation des facteurs de défense gastrique en particulier le
bicarbonate et la prostaglandine. Et d’autre partie par le piégeage des radicaux libres (Yen et al.,
2002). D’autres études ont permis d’établir une relation étroite entre les propriétés antiulcéreuses de
I’acide gallique et I’effet antioxydant (Hsu et al., 2007). D’autres recherches ont démontré que les
acides phénoliques présentent un certain nombre de propriétés pharmacologiques dans le tractus
gastro-intestinal, agissant comme agents anti-secrétoires et cyto-protecteurs qui se produisent par un
mécanisme impliquant I'atténuation des facteurs offensifs et I'amélioration de la défense de la
muqueuse gastrique (Sumbul et al., 2011). En effet, une autre étude récente a démontré que l'acide
gallique a la dose de 100 et 200 mg / kg a exercé une inhibition de 69,7 % de l'ulcére gastrique

induit par 1’aspirine (Sen et al., 2013).

2.3.2. Activité cicatrisante

Selon 1’étude réalisée par Chatterjee ses collaborateurs (2012), I'extrait éthanolique de Phyllanthus
emblica fruits (amla) enrichi en acide gallique (AG) a une activité cicatrisante contre l'ulcération
gastrique induite par I'indométhacine chez les souris. L'activité était corrélée avec la capacité de
I’AG a modifier les voies de cicatrisation dépendantes de la cyclooxygénase (COX). Les études
histologiques des tissus stomacaux ont révélé une ulcération maximale le troisieme jour apres
I'administration d'indométhacine (18 mg / kg dose unique) associée a une augmentation
significative des facteurs inflammatoires a savoir I'activité de la myéloperoxydase muqueuse (MPO)
et I'oxyde nitrique synthase inductible (NOS-i). Le traitement avec I’AG a la dose 5 mg / kg / jour
et oméprazole 3 mg / kg / jour pendant 3 jours a conduit a une cicatrisation efficace de l'ulcération
aigué par I’induction de la synthése de PGE2 et en augmentant le rapport (NOS-e / NOS-i)
(chatterjee et al., 2012).
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2.3.3. Activité anti-inflammatoire

L'acide gallique et ses dérivés sont des produits polyphénoliques ayant un large intérét
pharmacologique y compris I’activité antioxydant et anti-inflammatoire. Une étude expérimentale
réalisée sur des rats a démontré que l'acide gallique exerce un effet anti-inflammatoire en bloquant
la libération d'histamine et I'expression des cytokines pro-inflammatoires. La méme étude suggeére

que l'acide gallique a également une activité antiallergique (kim et al., 2006).

En effet, une autre étude réalisée sur la lignée cellulaire RAW?264.7 a démontré que 1’utilisation de
I’acide gallique influencé sur le niveau des médiateurs pro-inflammatoires en réduit les taux des
cytokines pro-inflammatoire comme : IL-1B, IL6, NO, NOS, COX-2 et TNF-alpha dans les cellules
(Bensaad et al., 2017). Une nouvelle expérience réalisée chez les souris de la souche Swiss albinos,
suggére que I’acide gallique posséde un pouvoir anti-inflammatoire par la diminution du taux des

cytokines pro-inflammatoires et de chimiokines (Sowndhar Rajan et al., 2018).

2.3.4. Activité anti-oxydantes et pro-oxydantes

L'acide gallique est un bon piégeur des radicaux libres, une étude expérimentale a démontré que
I’AG a la concentration de 4,17 mM est capable de piéger 44 % des radicaux DPPH' et 60 %
du peroxyde d'hydrogéne. Et a une concentration de 1,65 mM il peut accélere l'oxydation du
désoxyribose induite par des radicaux hydroxyles ‘OH. Au-dela de cette concentration, I'acide
gallique est considéré comme un antioxydant capable de réduire les dommages du désoxyribose
occasionnés par Fe** et H,0, (Yen et al., 2002). En 2013 Sen et ses collaborateurs a démontré que
I’effet anti-oxydants de I’AG est due a I’augmentation de la glucose-6-phosphate déshydrogénas et
la réduction de la myéloperoxydase et la peroxydation lipidique (sen et al., 2013). Une autre
expérience réalisee in vitro suggére que 1’acide gallique exercer un effet anti-radicalaire et anti
peroxyde (Asnaashari et al., 2014). En effet, dans une étude visant a étudier I’activité antioxydant
d’AG sur I’hépatotoxicité induit par la doxorubicine (Dox) chez des rats Wister a montré que ’AG
améliorant I'népatotoxicité et le stress oxydatif par la diminution de la production de peroxyde
d'hydrogéne, I’augmentation de la superoxyde dismutase, la catalase, la glutathion peroxydase et
I'activité glutathion-S-transférase (Omobowale et al., 2017). Une étude actuelle réalisée in vitro a
démontré que I’AG peut étre considérée comme un puissant antioxydant par la diminution de la

peroxydation lipidique et la formation des composés polaires (Farhoosha et Nystrémb, 2018).

Malgré que les propriétés anti-oxydantes des polyphénols corroborent I'nypothese d'un réle positif
dans la nutrition humaine et la prévention de maladies, certains auteurs invoquent l'activité pro-

oxydante de ces composés in vitro (Fukumoto et Mazza, 2000). Seuls les polyphénols les plus
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réducteurs peuvent manifester cet effet en entrant dans des cycles redox qui génerent des ERO.
L’acide gallique est capable de réduire Fe** en Fe?*ou Cu* en Cu*, et ainsi d’enclencher la réaction
de Fenton avec formation du radical hydroxyle (Figure 13). Le peroxyde d’hydrogene nécessaire a
la réaction est produit par autoxydation des ions de basse valence. Par leurs effets pro-oxydants,
certains polyphénols peuvent endommager I'ADN, les lipides et d'autres biomolécules. La
signification biologique de ces effets pro-oxydants est dépendante de la présence d’ions du fer libres
(Aruoma et al., 1993; Yen et al., 2002).

H;O:
Oy +— O H:O;
i) OH T i} OH T O} OH
MP M| 0, 0;
HO OH \'-‘/‘ - HOY OH x—'—*zh- HOY 0

OH L8 L]

[ M" = Cu** ou Fe**

|f"’icidﬁ‘ gallique radical semi-quinone ortho-quinone

Figure 13. Mécanisme de formation d’ERO par [’acide gallique (Kobayashi et al., 2004).

2.4. Toxicité

L'acide gallique est bien connu pour ces activités pharmacologiques, mais tout d’abord il faut établir
leur sécurité dans le corps humains. Selon Rajalakshmi (2001), I’administration d’une dose unique
de 5 g/kg de poids corporel n'a produit aucun signe de toxicité ou de mortalité. Dans I'étude
subaigué, 1’acide gallique a la dose de 1000 mg / kg de poids corporel n'altére pas les parameétres
hématologiques, les paramétres biochimiques tels que I’ASAT et I’ALAT, ainsi que de nombreux
constituants sériques tels que les protéines, le cholestérol, l'urée et la bilirubine. Par conséquent,
I'acide gallique est non toxique jusqu'a un niveau de 5000 mg /kg de poids corporel lorsqu'il est
administré par voie orale (Rajalakshmi et al., 2001). Dans une étude de toxicité sub-chronique de
I'acide gallique (AG) chez les deux sexes des rats F344 par un régime alimentaire contenant 0, 0.2,
0.6, 1.7 et 5% d'AG. L’administration orale d’AG pendant 13 semaines a provoqué une anémie,
probablement d’origine hémolytique et une hypertrophie des cellules hépatiques. D'apres les
changements hématologiques observés chez les méles ayant recu la dose de 0,6%, le NOAEL de
I'AG a été estimée a 0,2% dans le régime alimentaire. Cette dose a été traduit en 119 et 128 mg/kg/

jour respectivement (Niho et al., 2001).
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L’étude expérimentale a été réalisée au niveau de laboratoire de Biochimie, département de BMC
université de Jijel. Elle est consacrée pour 1’évaluation de I’effet gastro-protecteur et anti-

inflammatoire de 1’écorce de grenade (Punica granatum) et de 1’acide gallique.
1. Etude phyto-chimique de I’écorce de Punica granatum
1.1. Matériel

Notre étude a éte réalisée sur les écorces de grenade qui ont été achetées chez I'herboriste sous la
forme seche (Figure 14A). Aprés broyage, la poudre végétale obtenue (Figure 14B) est conservée a

I’abri de la lumiére dans des flacons en verre hermétiquement fermées.

Figure 14 . Ecorces (A) et poudre (B) de grenade (Punica grantum) utilisé.

1.2. Préparation de I’extrait méthanolique de I’écorce de Punica granatum

L’extraction des polyphénols de 1’écorce de Punica granatum a été réalisée selon le protocole
décrit par Kanoun et al. (2014). La poudre obtenu de 1’écorces de grenade est soumise & une
extraction par macération dans le méthanol 99% (50g de la poudre de I’écorce de grenade pour 250
ml du solvant) sous agitation continue et a I’abri de la lumiére pendant 48h. Apres filtration sous
papier Wattman N°3, le filtrat est évaporé a sec en utilisant un évaporateur rotatif (BUCHI R-300) a
45°C avec une rotation de 95 a 100 rpm (Figure 15). Apres évaporation, le résidu obtenu appelé
extrait méthanolique de 1’écorce de Punica granatum (EMEP) est pesé pour calculer le rendement

d’extraction selon la formule suivante :

[ Rendement d’extraction en (%) = (E1 /Ep) % 100. ]

Avec : E; : masse de I’extrait sec obtenu (g), Eo : masse de la prise d’essai de départ (g).
Le méme protocole a été utilisé pour la préparation de 1’extrait éthanolique, qui est utilisé seulement

pour I’analyse chimique de ses constituants par CG-MS.
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A : Macération B : Filtration C : Evaporation a I’aide d’un rotavapor

Figure 15. Etapes de préparation de [’extrait méthanolique de [’écorce de grenade (Punica granatum).
1.3. Dosage des composés phénoliques
1.3.1. Dosage des polyphénols totaux

La teneur totale en polyphénols a été dosée par la méthode décrite par Singleton et Rossi (1965) en
utilisant le réactif Folin-Ciocalteu. Ce dernier est un acide de couleur jaune réagit avec les résidus
phénoliques et conduit a la formation d’un complexe coloré en bleu dont 1’intensité de la coloration
est proportionnelle avec la concentration des polyphénols dans I’extrait. Pour cela, 0,125ml de
I’extrait métanolique est mélangé avec 0,5ml d’ecau distillée et 0,125 ml de réactif de Folin-
Ciocalteu dilué a 50%. Aprés 6 min d’incubation, 1,25 ml de Na,COs (7%) ont été ajouté et le
volume final est ensuite ajusté avec de 1’eau distillée a 3ml. Aprés 90min d’incubation a 25°C,
I’absorbance a été lue a 760 nm. La teneur en composés phénoliques dans I’extrait a été déterminée
en se référant a une courbe d’étalonnage préparée avec 1’acide gallique (400ug /ml, 200 pg/ml, 100
pg/ml, 50pg/ml, et 25ug/ml) (Annexe 1). Les résultats obtenus sont exprimés en milligramme

équivalent d’acide gallique par gramme de poudre de 1’écorce de grenade.

1.3.2. Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides a été mesurée selon la méthode décrite par Dewanto et al., (2002). La
technique est basée sur la formation d’un complexe jaune entre les flavonoides et le chlorure
d'aluminium AICl;. Pour cela, 250 ul de I’extrait méthanolique dilué de maniere appropriée est
mélangé avec 75ul de NaNO; (5%). Aprés 5min d’incubation a température ambiante, 150ul de
AICl3 a 10% et 500ul de NaOH (1M) ont été ajoutés. En utilisant I’eau distillée, le mélange a été
ajusté a 2,5ml et I’absorbance a été lu a 510 nm. La teneur en flavonoides est exprimée en
milligramme équivalent de quercétine par gramme de ’extrait, en utilisant la courbe d’étalonnage

de la quercétine (25ug/ml, 50pg/ml, 100ul/ml, 200ul/ml) (Annexe 2).
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1.3.3. Dosage des tanins hydrolysables

Le dosage des tanins hydrolysables a été réalisé en suivant la méthode de Mole et Waterman,
(1987). Les tanins hydrolysables réagissent avec le chlorure ferrique et donnent un complexe de
coloration bleu mesurée par spectrophotométrie. Pour cela, 1ml d’extrait est mélangé avec 3.5 ml
(FeCI3 0.01% dans HCI 0.001M), aprés Homogéneisation et incubation pendant 10 mn, les
absorbances ont été mesurées a 660 nm. La teneur en tanins hydrolysables est déterminée en se
référant a une courbe d’étalonnage obtenue avec 1’acide tannique. Les résultats sont exprimés en mg

équivalent d’acide tannique par g de matiére séche (mg EAT/g Ms) (Annexe 3).

1.4. Analyse GC-MS

L’analyse chimique des extraits méthanolique et éthanolique a été réalisée en utilisant la
chromatographie gazeuse Shimadzu GC-2010 couplée au spectrometre de masse QP2010. 1 ul de
I’échantillon a été injecté dans I’injecteur sur une colonne capillaire en verre OV1701 de 25 m. Du
gaz vecteur (He) a été utilisé a un debit de 1ml/min. Les températures de I'injecteur et du détecteur
ont été maintenues a 250 °C. Le programme de température était de 80°C/120°C/250°C. La duree
totale de fonctionnement a été achevée en 45 minutes. Le chromatogramme obtenu par
chromatographie en phase gazeuse a ensuite été analysé en spectrométrie de masse pour obtenir la
masse de toutes les fractions séparées. L'identification des composants a été réalisée par le temps de
rétention et la comparaison des spectres de masse de pics inconnus avec ceux stockés dans Wiley 8
et la bibliotheque GC-MS de I'Institut National des Standards et de la Technologie (Nist 05).

2. Etude in vitro de P’activité anti-oxydante de I’extrait de grenade et de I’acide gallique
2.1. Activité anti-radicalaire ou test de DPPH

La capacité de piégeage des radicaux libres a été mesurée par la méthode 1,1-diphenyl-2-picryl-
hydrazyl (DPPH) comme décrit par Hanato et al, (1988). Le principe de cette méthode est basé sur
la capacité des extraits a réduire le radical DPPH®. Quand il réagit avec un composé antioxydant qui
peut donner les protons hydrogenes. Le DPPH® est réduit en DPPH-H et change de couleur de
violet vert le jaune, ceci se traduit par une décroissance de 1’absorbance en fonction du temps a 515
nm. 1ml de différentes concentrations d’EMEP, de I’acide gallique ou I’acide ascorbique comme
control positif (400 pg/ml, 200pg/ml, 100pug/ml, 50ug/ml et 25ug/ml) préparé dans 1’éthanol a été
ajoutée a 0,5 ml d’une solution éthanolique de DPPH® a 0,2 mmol/l. Le mélange a été agité et laissé

a température ambiante et a I’abri de la lumiére pendant 30 min. L’absorbance a été ensuite mesuree
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a 517 nm. Le pourcentage de réduction a été déterminé en prenant le 100% du control (DPPH® seul)

selon la relation suivante :
% de réduction = [Ac— Ae/Ac] x100
Ac : absorbance du contréle aprés 30mn. Ag : absorbance de 1’essai apreés 30mn.

L’activité anti-radicalaire a été exprimée ¢galement sous forme d’ICsq (ug/ml), la concentration

nécessaire pour provoquer une réduction de 50% du radical DPPH°.

2.2. Détermination du pouvoir réducteur du fer (FRAP)

La méthode décrite par Chew et al., (2009) a été adoptée pour déterminer le pouvoir réducteur du
fer de I’extrait méthanolique de Punica granatum. Ce test est utilisé pour tester la capacité des
antioxydants a réduire les ions Fes+en Fez+ impliquant le mécanisme de transfert des électrons.

A 1ml de ’EMEP, d’acide gallique ou d’acide ascorbique comme control positif —a différentes
concentrations (400 pg/ml, 200ug/ml, 100ug/ml, 50ug/ml et 25ug/ml), sont ajoutés 2,5ml du
tampon phosphate (0,1M ; pH = 6,6), 2,5ml d’une solution de potassium ferricyanide a 1%. Le
mélange est agité puis incubé a 50°C pendant 20 min. Aprés 1’incubation, 2.5ml de TCA (acide
trichloracétique) a 10% sont ajoutés suivie d’une centrifugation a 3352xg pendant 10 minutes.
2,5ml de surnageant sont prélevés, la dilution se fait avec 2,5ml d’eau distillée puis 0,5ml de Fe Cl3
a 0,1% sont ajoutés. Le tout est incubé a 28°C pendant 30 minutes. L’absorbance est mesurée a
700nm. L’augmentation de 1’absorbance indique 1’augmentation du pouvoir réducteur des extraits

testés.

3. Evaluation de I’effet gastro-protecteur de Punica granatum et de I’acide gallique in vivo

3.1. Entretien et traitement des animaux

L’étude a été menée sur 15 Rats Wistar albinos Femelles de poids moyen de 150 g, provenant de
I’institut Pasteur d’Alger, (Algérie). Les rats sont maintenus dans 1’animalerie de 1’Université de
Jijel dans des conditions standards, une température ambiante de 22°C, une humidité relative de 60
% et a un cycle de lumiere/obscurité de 12 /12 h. Les rats sont placés dans des cages en plastique.

IIs ont acces libre a la nourriture et a 1’eau.

L’activité gastro-protectrice de Punica granatum et de 1’acide gallique a été testée sur 1’ulcére
expérimentalement induit par le diclofénac, selon le protocole décrit par Saiah et al., (2017). Les

animaux sont répartis en 5 lots de 3 rats chacun.
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e Lot 1 (Témoin) : Les rats recoivent quotidiennement (Matin et soir) 1ml de 1’eau distillée
par voie orale pendant 3 j.

e Lot 2 (Diclofénac) : Les rats regoivent quotidiennement 1ml de 1’eau distillée par voie orale
pendant 3 j, et 1 ml de diclofénac (150mg /kg) par voie orale dans le quatriéme jour.

e Lot 3 (EMEP + Diclofénac) : Les rats regoivent quotidiennement (Matin et soir) 1ml
d’EMEP par voie orale a la dose de (100 mg/kg/j) pendant 3 j et 1 ml de diclofénac
(150mg /kg) par voie orale dans le quatrieme jour.

e Lot 4 (AG + Diclofénac): Les rats recoivent quotidiennement (Matin et soir) 1ml de
I’acide gallique par voie orale & la dose de (100 mg/kg/j) pendant 3 j et 1 ml de diclofénac
(150mg /kg) par voie orale dans le quatrieme jour.

e Lot5 (Oméprazole+Diclofénac) : Les rats recoivent quotidiennement 1ml de I’oméprazole
par voie orale a la dose de (20 mg/kg/j) pendant 3 j et 1ml de diclofénac (150mg /kg) par

voie orale dans le quatriéme jour.

3.2. Le sacrifice des animaux et prélevement des échantillons biologiques

Le sacrifice des rats a été réalisé 4h apres I’administration du diclofénac (Saiah et al., (2017), le
sang est récupéré sur des tubes héparinés pour le dosage de la CRP, et les estomacs de chaque rat
sont prélevés pour 1’évaluation des parameétres de stress oxydant et I’étude histologique macro-et
microscopique. Les jus gastriques ont été récupérés immédiatement afin de déterminer 1’acidité

gastrique, le volume du jus gastrique a été mesurer immédiatement.
3.3. Mesure des parametres gastriques

3.3.1. Etude Macroscopique et détermination de I’indice d’ulcére

Les estomacs ont été ouverts le long de la plus grande courbure puis rincés avec de I’eau
physiologie pour éliminer le contenu gastrique et etalés pour faciliter le comptage des lésions.
L’indice d’ulcére (IU) a été déterminé selon (Main et Whittle, 1975) et (Ajaikumar et al., 2005).

IU=[1x (Nombre de lésions de garde 1) +2x (Nombre de Iésions de garde 2) + 3x (Nombre de
lésions de garde 3)] x10™.
% d’inhibition d’ulcére = [(TU du témoin — U du traité) / (IU du témoin)] x 100.

Les niveaux d’ulcéres : 0 = pas d’ulcére, 1= ulcere superficiel, 2= ulcére profond, 3= perforation.
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3.3.2. Mesure de P’acidité gastrique

Aprés le sacrifice, nous avons préleveé et centrifugé le jus gastrique pendant 10 min a 3000 tr/min.
Le surnageant a été récupéré et I’acidité gastrique a été déterminer selon la méthode de Lakshmi et
al., (2013), en faisant une titration par le NaOH 0.01N et quelques gouttes de phénolphtaléine

comme indicateur coloré.
Acidité= (VNaon*N*100uEg/ml) /0.1.
Avec : V : volume du jus gastrique utilisé; N : normalité de NaOH.
3.3.3. Mesure de la production de mucus gastrique

Nous avons délicatement gratté la muqueuse gastrique de chaque estomac a 1’aide d’une lame en
verre pour récupérer le mucus. Le poids a été pris en utilisant une balance électronique de précision
(Ngenge et al., 2016).

3.4. Préparation de la fraction cytosolique

La préparation de la fraction cytosolique a été effectuée selon la méthode de (Sanmugapriya et
Venkataraman, 2006). Nous avons coupé les estomacs en petit morceaux, ensuite nous avons
homogénéisé avec 3 volumes de tampons phosphate (0.15M, PH 7.4) contenant de KCI (1.17%) et
30 pl du Triton pour faciliter le broyage. Le mélange a été broyé a 1’aide d’un Potter manuel et
centrifugé a 9600 tours/min pendant 30 min a 4°C. Le surnageant ainsi obtenu est utilisé pour

réaliser les mesures des parameétres du stress oxydant cytosolique.
3.5. Dosage des protéines

Les protéines ont été dosées selon la méthode de Bradford (1976). Cette méthode est basée sur un
dosage colorimétrique détectant le changement de couleur du Bleu de Coomassie a 590 nm, apres
complexation avec les acides aminés aromatiques et les résidus hydrophobes des acides aminés
présents dans I’échantillon. Le changement de 1’absorbance est proportionnel a la quantité de
colorant li¢ donc a la concentration en protéines dans I’échantillon. Pour cela, Iml de Bleu de
Coomassie a été ajouté a 50 pul de I’échantillon dilués au 1/10°™. Ensuit le mélange a été incubé a
température ambiante pendant 20 min et la DO a été lue a 590 nm. La concentration des protéines a
été déterminée en a 1’aide d’une courbe d’étalonnage préparée avec de 1’albumine sérique bovin

(BSA) aux concentrations (0-1mg/ml) dans les mémes conditions (annexe 4).
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3.6. Dosages tissulaires

3.6.1. Dosage du glutathion (GSH)

Le dosage du glutathion a été réalisé selon la méthode d’Ellman (1959). Le principe de ce dosage
repose sur la mesure de 1’absorbance de 1’acide 2-nitro-5-mercapturique. Ce dernier résulte de la
réduction de 1’acide 5,5’-dithio-bis-2-nitrobenzoique (réatif d’Ellman, DTNB) par les groupements
(-SH) du glutathion. Pour ce dosage, 20 ul de la fraction cytosolique a été prélevé et dilué dans 3 ml
du tampon phosphate (0.01 M, pH8). Ensuite 20 pl de DTNB a 0.01 M a été ajouté. Le mélange a
été incubé pendant 5 minutes a 25° C et les densités ont été ensuite mesurées a 412 nm contre un
blanc préparé dans les mémes conditions. Le taux du GSH est déduit a partir d’'une gamme
d’étalonnage préparée dans les mémes conditions que le dosage par le glutathion, et les

concentrations sont exprimés en millimoles de glutathion par mg de protéine (Annexe 5).
3.6.2. Dosage du Malone-dialdéhyde (MDA)

Le MDA est un produit des réactions de peroxydation lipidique qui se forme lors de I’attaque des
lipides polyinsaturés par des especes réactives de ’oxygene. Dans notre étude, les taux du MDA
tissulaire sont évalués selon la méthode d’Okhawa et al., (1979). Le dosage repose sur la formation
en milieu acide et a chaud (100°C) entre le MDA et ’acide thiobarbiturique (TBA) d’un complexe

coloré qui absorbe a 530 nm, extractible par les solvants organiques comme le n-butanol.

Pour cela, 0.5 ml de la fraction cytosolique a été ajouté a 0.5 ml d’acide trichloracétique (TCA)
20% et 1ml d’acide thiobarbiturique (TBA) a 0.67%. Aprés incubation au bain marie a 100°C
durant 15 minutes puis refroidissement, 4 ml de n-butanol ont été additionnés, le mélange est
ensuite centrifugé pendant 15 minutes a 3000 tours /min. L’absorbance du surnageant est mesurée a
530 nm contre un blanc préparé dans les mémes conditions. La concentration du MDA dans
I’échantillon est exprimée en mmole/mg de protéines. Elle est obtenue grdce a une courbe
d’étalonnage réalisée avec du 1,1°,3,3’- tetraethoxypropane faite dans les mémes conditions
(Annexe 6).

3.6.3. Mesure de I’activité enzymatique du superoxyde dismutase (SOD)

La SOD est une enzyme antioxydant trés importante dans le maintien d’une basse concentration de
I’anion superoxyde. Elle catalyse la dismutation de 1’0%* en peroxyde d’hydrogéne et en oxygene

selon la réaction suivante :

20, + 2H* SOD 0O, + H,0,
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L’activité enzymatique de la superoxyde dismutase cytosolique a été déterminée selon la méthode
décrit par Marklund et Marklund, (1974). La mesure de I’activité de cet enzyme est basée sur la
capacité de la SOD a inhiber I’auto-oxydation du pyrogallol.

Pour la mesure de I’activité de la SOD, dans la cuve de mesure on met : 850uL du tampon tris HCL
(50mM, PH=8.2), 16 uL de la fraction cytosolique, 100uL de ’EDTA (10mM) et ensuite 50uL de
pyrogallol (2.5 mM dans HCL 10mM). La lecture de la DO est effectuée a 420 nm chaque minute

pendant 5 minutes.

L’activité enzymatique de la superoxyde dismutase est exprimée en Ul/mg de protéines selon la

relation suivante :
Inhibition total (%) = (DO Blanc - DO Echantillon / DO Blanc) x 100
SOD (Ul /mg) = (Inhibition total (%) / n) x 50

Avec : n : la quantité de protéines (en mg) présente dans le volume de I’échantillon utilisé.

3.6.4. Mesure de I’activité enzymatique de la catalase (CAT)

La méthode utilisée est celle de Clairborne (1985). L’activité enzymatique de la catalase a été
mesurée a 240 nm a I’aide d’un spectrophotométre, par la mesure de la variation de la densité
optique consécutive a la consommation de peroxyde d’hydrogéne (H,0;) a 25°C en présence de la
catalase de la fraction cytosolique. Pour cela, 50 ul de la fraction cytosolique a été prélevée puis 1
ml de tampon phosphate (0.1M, pH 7.2) et 950 pl du peroxyde d’hydrogene H,O, (0.019M) ont été
ajoutés. L’absorbance a été mesurée a 240 nm chaque minute pendant 2mn. L’activité de la

catalase est calculée selon I’équation suivante :
Activité CAT (Ul/mg de protéine) = (2.30333/T* log A1/A,)/ [protéines].

Avec : T : intervalle du temps en mn. A; : densité optique au temps 0 mn et A, : densité optique au

temps 1 mn.
3.6.5. Mesure de ’activité enzymatique de la glutathione peroxydase (GPx)

L’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GSH-Px) a été mesurée par la méthode Flohe
et Glnzler (1984). Cette methode est basé sur la rédaction de peroxyde d’hydrogéne (H,02) en
présence de glutathion réduit (GSH), ce dernier est transformé en (GSSG) sous I’influence de GSH
-Px. Pour cela, 0.4 ml de GSH (0.1mM) est ajouté a 0.2 ml de I’homogénat, puis nous avons
additionné 0.2 ml de solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH7.4), aprés 5 mn
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d’incubation 0.2 ml de H,0, (1.3 mM) sont ajoutés pour initier la réaction. Apres 120 mn, 1 ml de
TCA (1%) est additionné pour ’arréter. Le mélange est mis dans un bain de glace pendant 30 mn,
puis centrifuger durant 10 minutes a 3000 rpm. 2.2 ml de solution tampon TBS sont additionnés a
0.48 ml de surnageant et 0.32 ml de DTNB (1 mM). Apreés agitation, la lecture de la densité
optique est effectuée a 412 nm. La détermination de I’activité enzymatique de la GSH-Px a été

calculée a 1’aide de la formule suivante :

GSH-Px (umol GSH/mg protéine) = X/ [protéine]

X=[(DO Echantillon — DO Blanc)* 0.04] / DO Blanc

X = Quantité de GSH disparue (oxydée).

3.6.6. Mesure de I’activité enzymatique de la glutathione-S-transférase (GST)

La mesure de I’activité da la GST a été réalisée par la méthode de Habig et al., (1974), celle-ci
consiste a fournir & I’enzyme le substrat 1-chloro, 2,4-dinitrobenzene (CDNB), qui réagit facilement
avec nombreuses formes de GST et du glutathion. La réaction de conjugaison de ces deux produits
entraine la formation d’une nouvelle molécule qui absorbe la lumiere a 340 nm, la variation de la
densité optique est mesurée chaque minute pendant 5 minutes. Aprés incubation du mélange
réactionnel contenant 1700 pl du tampon phosphate (0.1 M, pH = 6.5) et 100ul du CDBN (20 mM),
a 37°C pendant 10 mn, la réaction est démarrée par I’addition de 100ul de I’homogénat dilué a
1/100 et de 100 pl de glutathion (20mM). La densité optique est lue chaque minute pendant 5

minutes a 340 nm. Le calcul de I’activité de la GSH se fait selon la réaction suivante :

Enzyme (Ul/ml) = [(AAsso / min test — AA 340/ min blanc) / (Vt) (fd)] / [(9, 6) (ve)].

Vt: Volume total (en millilitre) de I’essai. Fd : Facteur de dilution. Ve : (volume en millilitre)

de ’enzyme utilisée et 9,6 : coefficient d’extinction millimolaire du glutathion-1-chloro-2,4-

dinitrobenzéne conjugué a 340nm.
Ul/ mg de protéine = Enzyme (Ul/ml) / [protéine] (mg/ml).
3.7. Etude histologique microscopique

Les fragments d’estomacs sont coupés en tranches fines et fixées dans le formol 10%. Un processus
de déshydratation est realisé par trempage dans des bains successivement plus concentré d’éthanol
puis dans 1’éthanol absolu, puis dans du xyléne pour éliminer ’alcool. Ensuite dans des bains de

paraffine et laissés se solidifier a froid. Apres la réalisation des blocs, des coupes de 5um
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d’épaisseur ont été préparé a I’aide du microtome. Les coupes obtenues sont ensuite déparaffinées
par le xyléne puis réhydratées dans des bains d’éthanol successivement moins concentrés, puis dans
I’eau, ensuite colorées avec ’hématoxyline et 1’éosine, afin de permettre la mise en évidence des
noyaux (bleu pourpre) et du cytoplasme (rouge) lors de 1’observation microscopique (Farias et al.,

2014).

4. Etude de P’activité anti-inflammatoire de Punica granatum et de I’acide gallique in vivo

Pour mettre en évidence 1’activité anti-inflammatoire de 1’extrait méthanolique de 1’écorce de
Punica granatum et de I’acide gallique, un modéle expérimentale d’inflammation aigue de la patte
des rats induit par la carragénine a été sélectionné selon la méthode de (Winter et al., 1963). Pour
cela, 12 rats ont été mis a jeune 12 heures avant 1’essai et sont répartis en 4 lots de 3 rats chacun

comme suit:

e Lot 1 (Carragenine) : Les rats recoivent 0,1 ml de la carragénine a 1 % par injection sous
cutanée sous le coussinet plantaire de la patte arriere droite.

e Lot 2 (Carragénine + Diclofénac) : Les rats recoivent 1 ml de diclofénac a 12 mg /kg par
gavage gastrique 15 min aprés I’injection de la carragénine a 1 % en sous cutanée sous le
coussinet plantaire de la patte arriére droite

e Lots 3 (Carragénine + EMEP) : Les rats recoivent 1 ml de D’extrait métanolique de 1’écorce
de Punica granatum a 200 mg /kg par gavage gastrique 15 min apres 1’injection sous cutanée
de la carragénine a 1 % sous le coussinet plantaire de la patte arriére droite.

e Lot 4 (Carragénine + Acide gallique) : Les rats recoivent 1 ml de I’acide gallique a 200 mg
/kg par gavage gastrique 15 min aprés 1’injection sous cutanée de la carragénine a 1 % sous le
coussinet plantaire de la patte arriére droite. On considére la patte arriére gauche de chaque rat

comme témoin.

L’cedéme causé par la carragénine sera traduit en volume et sera mesuré par le pied a coulisse
(Digital Caliper), ce qui permet de suivre 1’évolution du processus inflammatoire et de comparer

cette activité a celle d’un anti-inflammatoire de référence, le diclofénac, chaque 15 min pendant 1h.

La mesure du pourcentage d’inhibition (% INH) de I’oedéme de la patte arriére droite des rats
traités par rapport au lot 1 traité par la carragénine seule permet d’evaluer 1’activité anti-

inflammatoire selon la formule suivante :
% INH = 100(VTf-VTP)/VT{

VTT : le volume de I’oedéme chez les rats témoins ayant recu uniquement la carragénine 1% .
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VTP : le volume de 1’oedeme chez les rats traités.
Le volume de ’odéme VT a un temps t donné est calculé comme suit :
VT=Vt-VO0

V0 : volume initial de I’cedéme . Vt : volume du I’cedéme au temps t.

5. Analyse statistique

Les résultats numériques et graphiques sont représentés sous forme de moyenne + écartype. Nos
résultats sont vérifiés par le test de student avec un seuil de signification supérieur a 95%
(p <0.05).

(P> 0.5), effet non significatif ns.

(p< 0.05), désigne effet significatif * ou #.

(p< 0.01), designe effet tres significatif ** ou ##.
(p<0.001), désigne effet hautement significatif *** ou ###.

(* comparaison avec le témoin) ou (# comparaison avec le lot traité par le diclofénac).
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Résultats et Discussion

Cette étude a pour but d'évaluer I’activité anti-ulcéreuse et anti-inflammatoire des composés
phénoliques de I’extrait méthanolique de 1’écorce de Punica granatum (EMEP) et de 1’acide

gallique contre 1’ulcére gastrique induit par le diclofénac in vitro et in vivo.

1. Etude phytochimique de Punica granatum

Les résultats de 1’étude phyto-chimique de 1’écorces de Punica granatum sont représentés ci-

dessous.
1.1. Rendement d’extraction

L’extraction des principes actifs est effectuée par macération; opération qui consiste a laisser la
poudre végétale en contact prolongé avec un solvant (méthanol) pour en extraire le maximum des
principes actifs. L’évaporation a sec de I’extrait méthanolique de 1’écorce de Punica granatum a été
effectuée a I’aide d’un évaporateur rotatif (Boutch R-300). Les résultats du rendement d’extraction

sont représentés dans le tableau 6 ci-dessous.

Tableau 6. Rendement d’extraction de [’extrait méthanolique de I’écorce de Punica granatum.

L’échantillon Poids de la poudre (g) Poids de ’TEMEP (g) Rendement d’extraction (%)

EMEP 150 60.26 40.84%

D’apres les résultats obtenus, le rendement d’extraction est important, il est de 40.48% par rapport
au poids initial de la poudre végétale. L’extrait obtenu est de couleur marron foncé avec une odeur
forte caractéristique de la plante. Des études ultérieures ont rapporté que les plantes ayant des
rendements d’extraction élevés contiennent une forte teneur en composés phénoliques (Lehtinen et
Laakso, 1998; Borneley et Peyrat-Maillard, 2000).

A partir des résultats obtenus, le rendement calculé est supérieur a celui rapporté par Prashanth et
al., (2001), ou le rendement de I’extrait méthanolique de 1’écorce de Punica granatum était de 30%.
Et aussi mieux que celui trouvé par Li et ses collaborateurs (2006) ou le rendement d’extraction
était de 31.5 %. Dans 1’étude d’Okonogi et al., (2007) et celle d’Igbal et al., (2008), le rendement
d’extraction était de 6.21% et 29% respectivement. Cette différence dans les rendements
d’extraction est due a plusieurs facteurs entre autres la qualité d’échantillon, la distribution

géographique et le solvant d’extraction utilisé.
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L’efficacité de 1’extraction par les solvants est influencée par de nombreux facteurs tel que : la
nature et le volume du solvant utilisé, le pH du milieu d’extraction, la taille et la forme des
particules et la température. Le caractére polaire des composés phénoliques conditionne le choix du
solvant. La solubilité des polyphénols est étroitement liée au degré de polymérisation en raison de

I’augmentation de nombre de groupement hydroxyles (Bonnaille et al., 2012).
1.2. Teneur en polyphénols, flavonoides et en tanins hydrolysables

La spectrophotométrie permet de quantifier la teneur en composés phénoliques dans 1’extrait
méthanolique de 1’écorce de Punica granatum exprimées en milligramme équivalent acide gallique,
milligramme équivalent quercétine et en milligramme équivalent acide tannique par gramme
d’échantillon pour les polyphénols, les flavonoides et les tanins hydrolysables respectivement. La
quantification a été faite en se référant aux courbes d’étalonnages réalisées dans les mémes
conditions (Annexe 1, 2, 3). Les teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides et en tannins

hydrolysables, de I’extrait méthanolique de 1’écorce de Punica granatum sont représentées dans la

figure 16.
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Figure 16. Teneur en polyphénols, flavonoides et tanins hydrolysables de I’extrait méthanolique de I’écorce
Punica granatum en mg EAG/g et mg EQ /g et mg EAT/g de Punica grantum respectivement.

Les résultats obtenus montrent que I’extrait méthanolique de 1’écorce de grenade est riche en
polyphénols totaux (168.09 + 8.063 mg EAG/g de MS) et en tanins hydrolysables (102.4 + 4.087mg
EAT/g MS). Sa composition en flavonoides est relativement faible (30.195 + 3.091 mg EQ/g MS).

Nos résultats sont significativement plus élevés que ceux rapportés par Elfalleh et al., (2012) avec
une teneur en polyphénols de (85,60 + 4,87 et 53,65 + 4,1mg EAG /g) pour I’ extrait méthanolique

et aqueux de 1’écorce de grenade respectivement. De plus, ces résultats sont confirmés par les
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travaux de Douaouri et Djebli, (2018) qui ont rapporté une teneur en polyphénols de (227,92 + 0,50
mg EAG/ g) dans I’extrait méthanolique de Punica granatum. Tehranifar et al., (2010) ont trouves
une teneur tres élevée qui atteint 423.5 mg EAG/g des polyphénols dans 1’extrait méthanolique de
la plante.

Concernant le taux des flavonoides, nos reésultats sont en accord avec ceux de Li et ses
collaborateurs (2006), Douaouri et Djebli, (2018) qui rapportent un taux trés faible de flavonoides
dans I’extrait de 1’écorce de grenade. En 2012 Shiban et ses collaborateurs ont montré que la teneur
en flavonoides dans I'extrait méthanolique était de 56,4 mg EQ/g, cette teneur est nettement

supérieur a la valeur obtenue dans la présente étude (30.195 £ 3.091 mg EQ/g MS).

I1 a été rapporté que 1’extrait de I’écorce de grenade est riche en ellagitanins qui sont des tanins
hydrolysables (Seeram et al., 2005). Douaouri et Djebli, (2018) ont montré que la teneur en tanins
hydrolysables dans [I'extrait méthanolique était de 214,28 + 1,79 mg EAT/g. Ceci est
significativement supérieur de la valeur obtenue dans la présente étude (102.4 £ 4.087mg EAT/qg).
Ces variations dans la teneur en composés phénoliques dépend du climat, la localisation
géographique (Ryan et al., 1999 ; Benlarbi, 2004), maturité, conditions de stockage et les
différentes maladies qui peuvent affecter la plante (Poyrazoglu et al., 2002). Les teneurs en
polyphénols, en flavonoides et en tanins hydrolysables peuvent servir comme indicateurs importants

des capacités thérapeutiques des plantes médicinales (Viuda-Martos et al., 2011).

1.3. Identification des composants de I’extrait méthanolique et éthanolique de I’écorce de

Punica granatum par CG-MS

La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG-MS), est
une technique d'analyse qui combine les performances de la chromatographie en phase gazeuse, qui
permet la séparation des composés d'un échantillon et de laspectrométrie de masse, pour
I’identification et la détection des composés en fonction de leur rapport masse sur charge. Cette
technique sert a identifier les diverses composantes dans leur spectre de masse (Arpino, 2015).
Chaque composant a un spectre de masse unique, ou quasi unique, que l'on peut comparer avec les
bases de données et donc permet d'identifier et de quantifier précisément de nombreuses substances
présentes en trés petites quantités, voire en traces dans un mélange (Skoog et al., 2003). Les
applications de la GC-MS comprennent le dosage de médicaments ou de stupéfiants, I'analyse des
extraits des plants, la médecine légale et I'identification de toutes substances inconnues. La GC-MS
est d'ailleurs présentée comme étant la référence absolue des analyses des échantillons biologique

surtout en médecine Iégale (Skoog et al., 2003).
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Le chromatogramme obtenu aprés analyse par CG-MS de I’extrait méthanolique de 1’écorce de fruit
de Punica granatum est représentée dans la figure 17 ci-dessous.
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Figure 17 . Chromatogramme de [’extrait méthanolique de I’écorce de fruit de Punica granatum.

Les antioxydants a base de plantes sont extraits des matiéres premiéres par les solvants organiques
tels que le méthanol, éthanol et méme 1’eau. Le méthanol est un extracteur efficace pour une large
gamme de polyphénols, donc c'est un solvant fréquemment utilisé¢ a ’échelle de laboratoire et a

I’échelle industrielle. 11 est facilement accessible et & bon marché (Wang et al., 2004).

L’analyse du chromatogramme obtenu a permis de révéler la présence de deux flavonoides la
Pinostrobinchalcone a 12.55%, Flemichapparine a 6.78%, d’un acide phénolique 1’acide
Acetylferulique a 3.23%, des monoterpénes : Fenchane 3.69% et Tridecane, 1-iodo a 3.16%, un
composé nitré a activité antiinflammatoire et anticancéreuse : 7,9-Dimethyl-8-nitrobicyclo [4.3.1]
decan-10-one a 4.08%.

Le composé majoritaire (19.93%) est le 2-Furancarboxaldehyde, 5-(hydroxymethyl)-,

(hydroxyméthylfurfural : HMF) ; un composé naturellement présent en grandes quantités dans le
café et les fruits séchés, et peut étre présent en faible quantité dans le miel, les jus de fruits et le lait.
Comme de nombreux composés responsables de godts et de couleurs dans l'alimentation, le HMF
est formé a partir de la déshydratation de certains sucres. Au cours des derniéres décennies, il y a eu
un débat intense concernant la toxicité, la mutagénicité et la cancérogenicité du 5-HMF (Abraham
et al., 2011; Capuano E., Fogliano, 2011. Malgre la préoccupation précédente sur les dangers du 5-
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HMF, une théorie de l'activité biologique du 5-HMF a été acceptée ces dernieres années. Il a été
rapporté que 5-HMF a des effets biologiques favorables tels que I'activité anti-oxydante (Zhao et
al., 2013) , anti-hypoxique (Li et al., 2011), et anti-anémique (Janzowski et al., 2000) . L’étude de
Li et al., (2015), a montré I’effet hépatoptecteur de du 5-HMF contre la toxicité induite par 1’alcool
via I’amélioration des parameétres de stress (SOD, CAT, Gpx et GSH GST, MDA) et la réduction
des paramétres de I’inflammation : (TNF-a) et d'interleukine-1p (IL-1pB) ont été significativement

supprimés (p <0,05).

L’odeur caractéristique de 1’écorce de grenade est peut étre due a la présence des monoterpenes
dans ’EMEP). Le composé 3-Ethoxy-1, 1,1,7,7,7-hexamethyl-3, 5,5- tris (trimethylsiloxy)
tetrasiloxane avec un pourcentage de 7.45% , est un composant important de plusieurs graines et
fruits comme les graines des fruits de Crataegus azarolus (Bechkri et al., 2017). La composition

chimique compléte est représentée dans le tableau 7 ci —dessous.

Tableau 7. Composition de [’ extrait méthanolique des écorces de Punica granatum aprés analyse

par CG-MS.
Pics Tr (mn) Composants Pourcentage %
1 10.242 Acetamidoacetaldehyde 1.16
19.515 3-Ethoxy-1, 1, 1, 7, 7,7-hexamethyl-3, 5,5- tris
2 (trimethylsiloxy) tetrasiloxane 7.42
3 22.752 2-Furancarboxaldehyde, 5-(hydroxymethyl)- (5HMF) 19.93
4 28.852 Propnoicacid, 2-(aminooxy)- 1.65
5 31.323 Butane, 2-iodo-3-methyl- 3.00
6 35.282 Sucrose 6.85
7 40.491 1-Butanol, 4-butoxy- 2.16
8 41.950 Fenchane 3.69
9 44.841 Stearyliodide 7.08
10 46.011 Acetylferulic acid 3.23
11 47.011 Nonadecane 5.63
12 48.394 Flemichapparin 6.78
13 48.895 Pinostrobinchalcone 12.55
14 49.909 Tridecane, 1-iodo- 3.15
15 50.339 7,9-Dimethyl-8-nitrobicyclo [4.3.1] decan-10-one 4.08
16 50.634 | Di-isooctyl phthalate 7.78
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La composition de I’extrait éthanolique de Punica granatum est représentée dans la figure 18 et le

tableau 8 ci-dessous.
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Figure 18 . Chromatogramme de [’extrait éthanolique de I’écorce de fruit de Punica granatum.

L’analyse du chromatogramme montre que 1’extrait éthanolique est riche en terpénes (1-
Nonadecene 2.68%, 1-Tridecene 0.34%, Phytol 0.61%), sesquiterpenes (Sesquiterpenealcohol, (R)-
Cuparene 0.70%, Bergamotene 0.58%, et en acide gras suturés et insaturés (Acide palmitique
19.69%, acide myristique 3.11%, acide laurique 1.27%, Oléamide a 1.74% est un acide gras
monoinsaturé (W-9) et un stéroide (Asterone 0.40%), des dérrivés d’acides gras (Palmitic acide
methyl ester 6.84%, Cholesteryl myristate 0.70%, Methyl stearate 6.48%, Methyl oleate 11.26%,

Isoamyllaurate (ester d’acide gras) a 2.20%).

Le phytol est un diterpene a activité anti-inflammatoire, anticancéreuse, antimicrobienne et
antidiurétique (Mohan Das et al., 2014). Le Bergamotene est un sesquiterpene a activité anti-
inflammatoire, antioxydante et analgésique (pi et al., 2015).

Les différences dans la composition chimique entre les deux extraits peuvent étre expliquées par

I'influence de la polarité des solvants d’extraction (Wang et al., 2011).

Cette richesse dans la composition chimique de la plante peut expliquer leurs activités anti-

radiculaire, anti-inflammatoire et anti-ulcérogene obtenus dans la présente étude.
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Tableau 8. Composition chimique de [ ’extrait éthanolique de /’écorce de Punica granatum aprés analyse

par CG-MS.

Pics Tr (mn) Composants Pourcentage %
1 20.885 I'alcool cétylique ou palmitique 2.45
2 22.709 1,3-Diacetylpropane 5.01
3 23.706 1-Hydroxy-2,4-di-tert-butylbenzene 0.64
4 23.958 Decane, 3,7-dimethyl- 0.35
5 24.122 Sesquiterpenealcohol 2.70
6 25.507 acide laurique 1.27
7 26.665 1-Nonadecene 2.68
8 27.249 1-Tridecen 0.34
9 28.624 Benzene, 1-acetyl-4-(4-propylcyclohexyl)- 0.56
10 28.911 Asterone 0.40
11 29.104 Cembrene 0.45
12 29.324 (R)-Cuparene 0.70
13 29.586 Bergamotene 0.58
14 29.979 acide myristique 3.11
15 30.176 Cholesteryl myristate 0.70
16 30.758 Cyclododecanemethanol 0.42
17 31.018 Palmitic acide methyl ester 6.84
18 31.969 L'acide pentadécanoique 3.77
19 33.678 Cyclopentadecanone, 2-hydroxy- 3.55
20 33.892 Acide palmitique C16 19.69
21 34.538 Methyl oleate 11.26
22 34.626 Octadecenylaldehyde 4.35
23 34.834 Methyl stearate = metholene 6.48
24 36.819 Isoamyllaurate esters d’ag 2.20
25 37.132 Oleic Acid 6.03
26 37.217 9,17-Octadecadienal, (Z2)- 0.86
27 37.335 Acide stéarique 3.90
28 39.235 Carbonic acid, isobutyl octadecyl ester 0.44
29 39.738 Tetratriacontane 0.33
30 39.839 Phytol 0.61
31 40.103 Isoamyllaurate ester 0.87
32 42.193 Oléamide acide gras monoinsaturé 1.74
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2. Etude in vitro de P’activité anti-oxydante
2.1. Effet anti-radicalaire contre le radical libre DPPH°

La figure 19 montre les variations de 1’effet scavenger de 1’extrait méthanolique de I’écorce de
Punica granatum (EMEP), de I’acide gallique et de 1’acide ascorbique a différentes concentrations

contre le radical libre DPPH®°.
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Figure 19. Pourcentage de réduction du radical libre DPPH® par I’EMEP, I’acide gallique et [’acide
ascorbique a différents concentrations.

Le pouvoir anti-radicalaire de ’EMEP, d’acide gallique et de I’acide ascorbique aux concentrations
25 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml, 200 pg/ml et 400 pg/ml a été évalué en se basant sur le pourcentage
de réduction du radical libre DPPH®,

Les résultats ont révélé que les trois échantillons possedent une activité anti-radicalaire
concentration- dépendante. L’acide gallique a montré un effet mieux que celui obtenu avec 1’acide
ascorbique et avec ’EMEP. A la concentration de 400 pg/ml, I’acide gallique a donné I’effet le
plus important 98.18% + 0.78 par rapport a 1’acide ascorbique avec un pourcentage de réduction de
89,02 % =+ 1.86. Une expérience réalisée in vitro a montré que ’acide gallique exercer un bon effet
anti-radicalaire (Asnaashari et al., 2014). Les résultats de Yen et al., (2002) suggérent que I’AG a

la concentration de 4,17 mM est capable de piéger 44 % des radicaux DPPH".

Concernant I’EMEP, pour la concentration de 400 pg/ml, le pourcentage d’inhibition du DPPH® est
de 90,18% =+ 0,25. Cet extrait a le méme (p >0.05) effet que celui de I’acide ascorbique a la méme
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concentration. Les résultats obtenus sont en accord avec ceux rapportés par Zahin et al., (2010) qui
ont trouvé qu’a 80 pg /ml. Les extraits polyphénoliques de 1’écorce de grenade a donné des
capacites de réduction du radical DPPH® de I’ordre de 90,53%, 86,4% et 83,2% pour les fractions
méthanoliques, acétoniques et éthanoliques respectivement. La teneur élevée en composés
phénoliques contenue dans 1’extrait methanolique de 1’écorce de grenade obtenu dans cette étude
peut expliquer sa forte activité anti-radicallaire. La Pinostrobinchalcone a 12.55%, Flemichapparine
4 6.78%, I’acide acetylferulique a 3.23% et les es monoterpénes: Fenchane 3.69 % et Tridecane 1-
iodo & 3.16% qui sont connus par ses propriétés anti-radicallaires. Selon 1’é¢tude d’Okongi et al.,
(2007), portée sur les activités anti-oxydantes de certains extraits de 1’écorce de fruit, 1’écorce de
grenade a montré 1’activité de piégeage du radical DPPH® la plus élevée par rapport a celle de la
banane et d’autres fruits. Les tiges et I’écorce du grenadier possédent des propriétés anti-oxydantes
tres importantes selon Seeram et al., (2006).En effet les travaux réalisés par Kang et al., (2003) ont
suggére que les molécules polaires polyphénoliques contribuent a 1’augmentation de ’activité anti-
radicalaire. Reddy et al., (2007) ont déclaré que les tanins totaux du fruits de grenade bruts et les
constituants purifiés (par exemple 1'acide ellagique, le punicalagines et ’acide gallique) possédaient
une activité anti-oxydante et inhibaient fortement la production de ERO (Madrigal-Carballo et al.,
2009).

Nous avons déterminés pour chaque échantillon, la concentration nécessaire pour réduire 50 % du
radical libre DPPH ou IC50 a partir des équations de régressions linéaires. Plus la valeur d’IC50 est
basse, plus l'activité anti-oxydante d'un composé est grande (Hebi et Eddouks, 2016). Les valeurs
obtenues sont représentées dans le tableau 9 suivant :

Tableau 9. IC50 de I’EMEP, de [’acide gallique et de [’acide ascorbique contre le radical DPPH®.

1Cs0 ug / ml
L’acide ascorbique 135,78
L’acide gallique 62,34
L’EMEP 58,16

En comparant les 1Csyp de ’EMEP et de I’acide gallique a celle de 1’acide ascorbique, nous
remarquons que ’activité anti-radicalaire de ’EMEP et de 1’acide gallique est supérieure a celle de
I’acide ascorbique. Les IC50 sont de I’ordre de 58,16 pg/ml et 62,34 pg/ml pour ’EMEP et I’acide
gallique respectivement contre 137,78 pg/ml obtenu avec I’acide ascorbique. L’activité anti-
radicalaire de ’EMEP est similaire a celle de 1’acide gallique. Ces résultats sont comparable a ceux

qui sont trouvées par Rajan et al., (2011) qui ont démonté que les extraits aqueux et alcooliques de
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I’écorce de grenade présentent un bon effet anti-radicalaire avec une ICsy entre 34,78 +£14,04 et
135,27+ 35,5 pg/ml pour les extraits aqueux et entre 40,03 + 14,72 a 105,93 + 17,19 pg/ml pour les
extraits alcooliques. Cependant on assiste a quelques différences en comparant nos résultats avec
ceux de Madrigal-Carballo et al., (2009) qui ont démontré que 1’extrait méthanoique de 1’écore de

grenade présente une 1Cso qui varie entre 0,33 et 11 pg/ml.

Les molécules anti-oxydantes telles que 1’acide ascorbique, I’acide gallique, les flavonoides et les
tanins réduisent le DPPH° en raison de leur capacité a céder I’hydrogéne (Bougandoura et
Bendimerad, 2012). Il est bien établi que ’activité anti-oxydante est corrélée positivement avec la
structure des polyphénols. Généralement, les polyphénols avec un nombre élevé des groupements
hydroxyles présentent 1’activité anti-radicalaire la plus élevée (Heim et al., 2002) due a leur pouvoir
de donner plus d’atomes d’hydrogénes pour stabiliser les radicaux libres (Torres de pinedo et al.,
2007). L’activité anti-radicalaire est donc dépendante du nombre, de la position et de la nature des
substituant sur les cycles B et C (groupements hydroxyles, glycosylés) et le degré de polymérisation
(Popovici et al., 2010). Ainsi, ’effet anti-radicalaire n’est pas seulement dose-dépendant mais

également structure-dépendant (Rodriguez-Bernaldo et al., 2010).

Galato et al., (2001) ont démontré que l'activité anti-oxydante d’une molécule augmente avec
l'augmentation des nombres de groupements hydroxyles attachés a I'anneau aromatique (Sroka et
Cisowski, 2003 ; Palafox-Carlos et al., 2012). En effet, I'acide gallique s'est avéré présenter la plus
grande capacité anti-radicallaire parmi divers acides phénoliques (Palafox-Carlos et al., 2012).
Teixeira et al., (2013) ont montré que l'efficacité de piégeage radicalaire des dérivés de I'acide
gallique dépend de la présence des groupes hydroxyles, en particulier en position para.
Auparavant, le réle du groupe hydroxyle ortho dans l'activité anti-oxydante des acides phénoliques
a été également décrit (Wright et al., 2001). Le groupe hydroxyle supplémentaire dans l'acide
trinydroxyphénolique fournit une plus grande stabilité avec une activité anti-radicallaire plus élevée
(Siquet et al., 2006).

2.2. Détermination du pouvoir réducteur (FRAP)

Le pouvoir réducteur est la capacité d’un extrait a donner un électron et a réduire le fer. De
nombreux auteurs considerent la capacité réductrice d’un composé comme indicateur significatif de
son pouvoir antioxydant (Li et al., 2007). Les résultats des pouvoirs réducteurs de ’EMEP, de
I’acide gallique et de I’acide ascorbique a différente concentrations, sont représentés dans la figure
20.
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Figure 20. Pouvoir réducteur de I’acide gallique, I’ EMEP et de [’acide ascorbique a différentes
concentration.

La méthode de FRAP, est une technique facile, rapide et reproductible (Li et al., 2007). Elle Permet
de mesure la puissance des substances testées & réduire le fer ferrique Fe®" en fer ferreux Fe?*. La
capacité réductrice d’un composé peut servir comme un indicateur significatif de son activité anti-
oxydante potentielle. Beaucoup de publications actuelles ont indiqué qu’il y a une relation directe
entre les activités anti-oxydantes et la puissance de réduction des composants des plantes.

Nos résultats ont montré que I’EMEP et de 1’acide gallique présentent une importante capacité de
réduction du fer concentration-dépendante et supérieure a celle obtenus avec la référence (acide
ascorbique) aux mémes concentrations. Si nous classons nos extraits selon la puissance de réduction
de fer par rapport a 1’acide ascorbique, nous obtiendrons 1’ordre suivant : acide gallique > EMEP>

’acide ascorbique. Nos résultats sont similaires & ceux de Marxen et al., (2007) et Su et al., (2008).

Le meilleur effet obtenu avec ’AG, en réduisant le Fe*® en Fe*? et protégé ainsi contre le stress
oxydatif médié par le OH°. La structure de I’AG montre que le cycle aromatique contient un
groupement acide carboxylique et trois groupements hydroxyles en positions 3, 4 et 5 du cycle
aromatique. Le groupe hydroxy en position 3 de ce type de composé peut se débarrasser de
1I’hypochlorite hautement oxydant (Firuzi et al., 2004) et des radicaux libres tels que le radical
peroxyle (loku et al., 1995), le peroxynitrite (Haenen et al., 1997) et le radical superoxyde (Sichel
et al., 1991). Les propriétés de chélation du fer et de piégeage des radicaux libres de I’AG et de

I’EMEP obtenues in vitro seront exploitées pour evaluer leurs effets gastro-protecteurs in vivo.
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3. Etude in vivo : Evaluation de I’effet gastro-protecteur de PTEMEP et de I’acide gallique

3.1. Parametres gastriques

L’ulcére se traduit par la réduction de la production du mucus (Barros et al., 2008; Metowogo et
al., 2009), associee a une diminution des taux des prostaglandines qui sont des facteurs gastro-
protecteurs importants (Bafna et Balaraman, 2004; Rozza et al., 2012). Et ’augmentation des
facteurs agressifs a savoir le volume de jus gastrique et I’acidité totale. Pour mettre en évidence
I’effet gastroprotecteur de ’EMEP et de 1’acide gallique, quelques parameétres gastriques sont

évalués :
3.1.1. Etude macroscopique

Les différences macroscopiques et les types de Iésions gastriques observés chez les rats traités par le
diclofénac seul a (150 mg/kg) ou en cas de prétraitement par ’EMEP a (100 mg/kg), I’acide
gallique a (100 mg/kg) ou par I’oméprazole (20 mg/kg), pendant 3 jours, sont représentées dans la
figure 21.

Macroscopiquement, de nombreuses lésions profondes, des ulcérations et des hémorragies de la
muqueuses gastrique au niveau de la portion glandulaire ont été enregistré chez les rats traités par le
diclofénac seule & (150mg/kg) des la quatrieme heure de leur administration (B), par rapport aux
estomacs des rats traités par le véhicule (A), ou la muqueuse gastrique présente un aspect normal
et sain, résultats montrant 1’effet ulcérogéne du diclofenac. Ces observations sont identiques a ceux
obtenues par Saiah et al., (2017) qui ont effectués le méme modele d’ulcére. D’aprés Roy et ses
collaborateurs (2015), le diclofénac est associé a de graves effets indésirables gastro-intestinaux,
apparaissent en raison de la réduction de la sécrétion de mucus et de bicarbonate qui protégent la
muqueuse gastrique contre les lésions a cause de la diminution de synthese des prostaglandines
(Sinha et al., 2013).

Chez les rats prétraités par ’EMEP a 100 mg/kg (C), une protection se traduisant par la réduction
nette des l1€sions gastriques par rapport a celles signalées sous ’effet du diclofénac seul a été
enregistrée (B), ces lésions étaient superficielles, et peu nombreuses. Ces observations confirment

celles obtenues par Moghaddam et al., (2013).
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Figure 21. Macroscopie des estomacs des rats (A) : Témoins traités par le véhicule.

(B): Traités par diclofénac seul 150mg/kg. (C): Prétraités par EMEP a 100mg/kg. (D): Prétraités par
oméprazole a 20 mg/kg. (E): Prétraités par /’acide gallique & 100mg/kg.

Ces résultats justifient I’utilisation traditionnelle de 1’écorce de grenade pour traiter les ulceres
gastriques. L’EMEP exercerait donc son effet gastro-protecteur soit via 1’activité anti-oxydante et
anti-inflammatoire des polyphénols et des tanins constitutifs (Gil et al., 2000 ; Bagri et al., 2010 ;
Arshad et al., 2017). Soit par leur action inhibitrice sur la libération d’histamine qui stimule la

sécrétion du suc gastrique.
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Le co-traitement par 1’acide gallique a 100 mg/kg (E) a montré une bonne protection gastrique
malgré la présence de quelques lésions qui restent limitées a une petite portion de 1’estomac. Ces
observations macroscopiques sont trés proches aux observations réalisées par Sen et al., (2013). Cet
effet gastroprotecteur est probablement due a leurs propriétés anti-ulcéreuses, antioxydants (Yen et
al., 2002) et anti-inflammatoires (Sowndhar Rajan et al., 2018). De méme les rats prétraités par
I’oméprazole a 20 mg/kg (D) ont développé une protection contre 1’ulcére avec des lésions assez
bien limitées, par apport au groupe ulcére (B). Ce qui confirme les données théoriques rapportes par
Brooks et Watson (1997).

3.1.2. Indice d’ulcére et pourcentage de protection

Aprés observation macroscopique, la détermination du nombre et du grade des lésions observées,
nous a permis de calculer I’indice d’ulcére et le pourcentage de protection sous 1’effet des différents

traitements. Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau 10 ci-dessous.

Tableau 10. Indice d’ulcére et pourcentage de protection chez les rats traités par le diclofénac seul ou en
cas de prétraitement par /’'EMEP, /’acide gallique (100mg/kg) ou /’oméprazole (20mg/kg) pendant 3 jours.

Témoin DCF EMEP+ DCF | AG + DCF OME+ DCF
Indice d’ulcére (1U) 0 5.4-+042" | 1.46+0.25"" | 1.45 +0.07" | 1.15+0.07
% de protection 100 0 73.08 73.39 78.89

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type. Test de Student: comparaison faites entre le groupe
traité par DCF seul et le groupe témoin : #P< 0.01, désigne effet trés significatif. Groupe prétraité comparé
au groupe DCF: **P< 0.01, désigne effet tres significatif, ***P<0.001, désigne effet hautement significatif.

Le traitement par le DCF a (150 mg/kg) a provoqué des lésions de la muqueuse gastrique se
traduisant par une augmentation trés significative (P<0.01) de I'indice d'ulcere (IU= 5.4+0.42) par
rapport au groupe témoin. Cependant le prétraitement par ’EMEP a (100mg/kg) a réduit de maniere
hautement significative (P<0.001) la séverité des lésions gastriques dont I'indice d'ulcére est de 1.46
#0.25 avec un taux de réduction de 73.08% par rapport au groupe DCF. Le prétraitement par
I’acide gallique a (100 mg/kg) a réduit I’indice d’ulcére de maniére tres significative (P < 0.01) a
1.45 £0.07 contre 5.40.42 observé sous ’effet du traitement par le diclofénac seul, avec un taux
de protection de 73.39%. L’effet de 1’acide gallique est comparable (p>0.05) a celui de ’EMEP
avec un taux de protection de 73.39%. L’oméprazole a (20 mg/kg) utilisé comme médicament de
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référence a montre une réduction tres significative (P<0.01) de I’indice d’ulcére atteint 1.15 + 0.07

reflétant une protection de 78.89%.

Les pourcentages de protection obtenus dans cette étude sont mieux que ceux rapportés par
Ajaikumar et ses collaborateurs (2005). Ils ont démontré que 1’extrait de I’écorce de grenade aux
doses 250 et 500 mg/kg possédait respectivement une protection de 22,37% et 74,21% contre
’ulcére gastrique induit par I’aspirine et de 21,95% et 63,41% contre 1’ulcere induit par 1’éthanol.
Cette protection gastrique pourrait étre le résultat de I’activité anti-oxydante (Pinheiro et al., 2018 ;
Farhoosha et Nystromb, 2018), et anti-inflammatoire d’une part (Bagri et al., 2010; Ben Saad et al.,
2017 ; Sowndhar-Rajan et al., 2018) ou de I’activité cicatrisante de ’EMEP et de 1’acide gallique
d’autre part.

3.1.3. Productions de mucus

La production de mucus gastrique a été evaluée dans le cas de ’ulcere gastrique induit par le
diclofénac en présence et en absence de 1’acide gallique, de ’EMEP et de I’oméprazole. Les

résultats obtenus sont illustrés dans la figure 22 ci-dessous.
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Figure 22. Production de mucus chez les rats traités par le diclofénac seul ou en cas de prétraitement par

EMEP, acide gallique (100mg/kg)ou I’ oméprazole (20mg/kg) pendant 3 jours.

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type. Test de Student : comparaison faites entre le groupe
traité par DCF et Témoin :* P< 0,05 désigne un effet significatif. Groupe prétraité comparé au groupe
traitépar DCF : "P < 0,05 désigne un effet significatif. “*P >0,05 désigne un effet non significatif.

Nous avons enregistré une réduction significative (P< 0,05) de la quantité de mucus chez les rats

traités par le diclofénac. Cette quantité est de 0,18 + 0,056 g contre 0,27 + 0,028 g chez les rats

Page 51


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691518300814#!

Résultats et Discussion

témoins. Le prétraitement par ’EMEP (100mg/kg) ou par 1’acide gallique (100mg/kg) a conduit a
une augmentation significative (P < 0,05) de la production de mucus, qui atteint 0,326 + 0,041 et
0,32 + 0,035 g respectivement. Le prétraitement par I’oméprazole a provoqué une augmentation
non significative (P >0,05) de la production de mucus avec (0,25 £ 0,042 g) par rapport aux rats

traités par le diclofénac seul.

La diminution de la production de mucus chez le groupe traité par le diclofénac est peut étre due a
I’inhibition des enzymes clés de la production de mucus et I’interférence avec la synthese des
prostaglandines par voie de la cyclooxygénase. La diminution de la synthése des prostaglandines
affecte la sécrétion de mucus qui a pour but de diminuer la diffusion des ions H* vers la lumiére
gastrique et duodénale protégeant de ce fait la muqueuse gastrique. Lors de 1’ulcére gastrique induit
par le DCF, la quantité du mucus est plus faible, la proportion de glycoprotéines diminue et ainsi la
barriére mucus perde sa capacité a diminuer la rétrodiffusion des ions H* (Bouarioua et al., 2007).
Contrairement, le prétraitement par ’EMEP a amélioré la protection gastrique par la stimulation de
la sécrétion des glycoprotéines. L’EMEP peut également exercer une protection physique sur le
mucus en empéchant les protons H" de se diffuser dans la paroi gastrique. Ces résultats rejoignent
I’hypothése de Fokou (2011), montrant que 1’acide gallique agit directement en diminuant le
transport des ions H*. Au niveau des cellules épithéliales, il augmente le taux de la mucine, des
phospholipides et la sécrétion de bicarbonate (Scheiman et Nsaid, 1996). A l’inverse le
prétraitement par 1’oméprazole n’affecte pas la production de mucus, car I’oméprazole est un

puissant inhibiteur des sécrétions acide, leur effet s’exerce sur la pompe HK* ATPase.
3.1.4. Volume de jus gastrique

Le suc gastrique est un le liquide biologique produit par les glandes de la paroi de I’estomac. Il
participe a la digestion des aliments pour étre absorbés par les villosités intestinales (Bazin et
Lamarque, 2018). Les variations du volume de jus gastrique, chez les rats traités par le diclofénac
seul a (150 mg/kg) ou en cas de prétraitement par ’EMEP a (100 mg/kg), I’acide gallique a (100
mg/kg) ou par I’oméprazole (20 mg/kg), pendant 3 jours, sont illustrés dans la figure 23.

D’apres les résultats obtenus, nous avons enregistré une augmentation significative (P< 0,05) du
volume de jus gastrique chez les rats traités par le diclofénac, atteint 300 + 70,71pl contre 88,5 +
2,12 pl mesuré chez le témoin. Ce volume diminue de fagon significative (P< 0,05), en cas de
prétraitement par ’EMEP et par 1’acide gallique, les valeurs enregistrées sont de 1’ordre de 190 +
26,45 pl et 146,66 + 30,55 pl respectivement. Une réduction tres significative a été chez les rats

prétraités par 1’oméprazole, le volume est diminué de fagon assez plus (22,5t 10,6 pl).
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Figure 23. Volume de jus gastrique, chez les rats traités par le diclofénac seul a (150 mg/kg) ou en cas de

prétraitement par [’EMEP a (100 mg/kg), I’acide gallique a (100 mg/kg) ou par [’oméprazole (20 mg/kg)

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type. Test de Student : comparaison faites entre le groupe
traité par le diclofénac et Témoin :* P< 0,05 désigne un effet significatif. Groupe prétraité comparé au
groupe traité par le diclofénac : P < 0,05 désigne un effet significatif.

Il ressort de I’ensemble de ces résultats que 1’oméprazole posseéde des propriétés gastro-protectrices
plus marquées que ’EMEP et aussi plus que I’acide gallique, par la réduction des sécrétions
gastriques. Selon Sherwood (2006), un ulcere survient quand il y a un déséquilibre entre les
facteurs agressifs et les facteurs protecteurs, le volume de suc gastrique est considéré comme agent
agressif sur la muqueuse de 1’estomac en faveur des lésions plus au moins grave. Autrement dit, la
barriere muqueuse est franchie par les sécrétions acides et les pepsines. Ces résultats sont expliqués
par Ieffet de I’oméprazole, un inhibiteur de la pompe & protons gastrique (H/K* ATPase), et
catalyseur de 1’échange des ions H" et K *. Ceci entraine une inhibition efficace de la sécrétion
acide.

La réduction des volumes du jus gastrique sous I’effet des polyphénols est peut étre liée a 1’effet
antisecrétoire et anti-inflammatoire des flavonoides. Les flavonoides sont capables de moduler le
fonctionnement du systeme immunitaire par I’inhibition de I'activité des enzymes responsables des
états inflammatoires (Kim et al, 2004; Ben-Saad et al., 2017 ; Sowndhar-Rajan et al., 2018).
Certains flavonoides (flavones et flavonols) sont capables d'inhiber I'histamine, un puissant
stimulant de la sécrétion gastrique. La diminution de volume de suc gastrique chez les rats prétraités
par I’acide gallique a 100 mg/kg, est due a son effet gastroptecteur confirmé par 1’étude de Arshad
etal., (2017).
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3.1.5. Acidite gastrique

L’acidité gastrique, provient de l'acide gastrique qui est l'un des principaux acteurs de
la digestion,et un des éléments qui compose lesuc gastrique. C'est une solution
d'acide chlorhydrique produite par les cellules de la paroi de I'estomac. Cet acide réduit la taille des
aliments digérés dans I'estomac pour qu'ils puissent prendre une forme assimilable par I'organisme.
En cas d’ulceére, le PH gastrique diminue, et I’acidité augmente ce qui va aggraver les lésions de la

mugqueuse.

Les variations de I’acidité gastrique chez les rats traités par le diclofénac seul a (150 mg/kg) ou en
cas de prétraitement par ’EMEP a (100 mg/kg), I’acide gallique a (100 mg/kg) ou par I’oméprazole

(20 mg/kg) pendant 3 jours, sont regroupés dans le tableau 11 ci-dessous.

Tableau 11. Variations de [’acidité chez les rats traités par le diclofénac seul a (150 mg/kg) ou en cas de
prétraitement par I’ EMEP a (100 mg/kg), ’acide gallique a (100 mg/kg) ou par [’'oméprazole (20 mg/kg),
pendant 3 jours.

Témoin DCF DCF+AG DCF+EMEP | DCF+OME

Acidite "
(LEg/ml) 0,885+0,02 |[3£0,7 1,46 £03* 1,866 + 0,2* 0,225+ 0,1*

Les résultats sont exprimés en moyenne * écart type. Test de Student : comparaison faites entre le groupe
traité par le diclofénac et Témoin :* P< 0,05 désigne un effet significatif. Groupe prétraité comparé au
groupe traité par le diclofénac : P < 0,05 désigne un effet significatif.

Les résultats obtenus montrent que 1’acidité gastrique augmente de facon significative (p<0.05)
chez les rats traités par le diclofénac avec une valeur de (3 + 0,7 pEg/ml) contre (0,885 + 0,02
MEg/ml) obtenu avec le témoin. Le prétraitement par 'EMEP ou par I’acide gallique, réduit
significativement (p<0.05) cette acidité dont les valeurs égales respectivement 1.46 + 0.3 u Eg/ml et
1.866 + 0.2 pEg/ml. De méme pour I’oméprazole, I’acidité gastrique diminue de fagon significative
(p<0.05) et atteint 0,225 + 0,1 pEg/ml & cause de I’inhibition de la pompe a proton. D’aprés les
résultats obtenus, il apparait que ’EMEP et 1’acide gallique posseédent une activité anti-ulcérogene

via la réduction de 1’acidité totale.

L’étude des parametres gastriques montrent que 1’administration de DCF chez les rats par voie
orale induit I’augmentation de 1’indice d’ulcére, le volume de suc gastrique et 1’acidité totale et
diminue la production du mucus, ce qui conduit a la génération des Iésions au niveau tissulaire. Le

DCF est bien connu pour son effet ulcérogéne sur la muqueuse gastrique (Saiah et al., 2017).
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3.2. Variation de taux de la protéine C réactive (CRP)

L’ulcére gastrique correspond a une inflammation de la muqueuse de lI'estomac. Cette inflammation
est caractérise par une sécrétion accru des médiateurs pro-inflammatoires telle que : les
interleukines IL1, IL 6 et le TNFa. Ces médiateurs stimulent les hépatocytes pour synthétiser la
protéine C réactive. La CRP se déefinit comme étant un indicateur de I’inflammation apparaissant
dans le sang dés l'introduction d'un antigéne dans I'organisme. Elle disparait aprés la formation des
anticorps. Le tableau 12 ci-dessous représente la concentration de la CRP apres traitement par le
diclofénac seul (150 mg/kg), ou en cas de prétraitement par ’EMEP (100mg/kg), I’acide gallique
(100mg/kg) ou I’oméprazole (20mg/kg).

Tableau 12. Variations de la CRP chez les rats traités par le diclofénac seul a (150 mg/kg) ou en cas de
prétraitement par I’EMEP a (100 mg/kg), [’acide gallique a (100 mg/kg) ou par ['oméprazole (20 mg/kg).

Lot CRP (mg/l)
Témoin 1+0
Diclofénac (150mg/kg) 7475 £0,74 #
Acide gallique (100 mg/kg) 3,7 +063"
EMEP (100 mg/kg) 2,775 +1,025"
Oméprazole 20 mg/kg 41+£0,49 "

Les résultats sont exprimés en moyenne * écart type. Test de Student : comparaison faites entre le groupe
traité par le diclofénac et Témoin : * *P< 0,01 désigne un effet trés significatif. Groupe prétraité comparé au
groupe traité par le diclofénac : *P < 0,05 désigne un effet significatif.

D’apres les résultats obtenus on observe une augmentation tres significative (P< 0,01) de la
concentration de la CRP chez les rats traités par le diclofénac (7,475 £0,74mg/l) par rapport aux rats
témoins (1mg/l). Le prétraitement des rats par ’EMEP, ’acide gallique ou 1I’oméprazole a diminué
la concentration de la CRP de fagon significative (P < 0,05), elle atteint 3,7 +0,63mg/l ; 2,775 =
1,025 mg/l et 4,1+ 0,49 mg/l respectivement par rapport aux rats traités par le diclofénac seul
(7,475 +0,74mg/l).

A TD’état normal, la CRP existe sous forme de trace dans le sang, mais quelques minutes apres
I’événement aigu, une blessure, une inflammation ou une infection, on observe trés rapidement une
augmentation de la concentration de cette protéine jusqu’a 1000 fois sa concentration initiale
(Otterness et al., 1994). La réduction de I’inflammation sous I’effet de ’acide gallique et de

I’EMEP se traduit par la réduction significative de la CRP.
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3.3. Evaluation du stress oxydant gastrique

3.3.1. Dosage du glutathion

La cellule dispose pour sa protection au glutathion, thiol intracellulaire vital qui constitue un acteur
essentiel de la défense antioxydante cellulaire en se liant par son p6le SH aux métabolites toxiques.
Il joue son role antioxydant également en synergie avec les enzymes antioxydantes telle que la
Gpx et la GST (Kebsa, 2006). Le GSH est la premiére ligne des mécanismes de défense cellulaire

contre les dommages oxydatifs (EI-Missiry et al., 2001).

Les variations des taux du GSH cytosolique gastrique aprés apres traitement par le diclofénac a
(150 mg/ml), ou en cas de prétraitement par ’EMEP (100mg/kg), I’acide gallique (100mg/kg) ou
avec I’oméprazole (20 mg/kg) pendant 3 jours sont présentées dans la figure 24 ci-dessous.
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Figure 24. Variation des taux du GSH cytosolique gastrique apres traitement par le diclofénac absolu seul
(150mg/kg) ou en cas de prétraitement par I'’EMEP (100mg/kg), I'acide gallique (AG) (100mg/kg) ou par
l’oméprazole (OME) (20mg/kg) pendant 3 jours.

Les résultats sont exprimés en moyenne * écart type. Test de Student : comparaison faites entre le groupe
traité par le diclofénac et Témoin ***P< 0,001 désigne un effet hautement significatif. Groupe prétraité
comparé au groupe traité par le diclofénac : " P< 0,01 désigne un effet trés significatif, ***P< 0,001 désigne
un effet hautement significatif.

D’apres les résultats obtenus, les rats traités par le diclofénac présentent une diminution hautement
significative (P< 0,001) de 78,89% qui atteint 0,23+0,001 mmol/mg de protéines contre 1,09+0,028
mmol/mg de protéines enregistrés chez le témoin. Le taux de GSH augmente de fagon trés

significative (P< 0,01) chez les rats prétraitées par 1’acide gallique (0,48 = 0,0125 mmol/mg de
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protéines) et de fagon hautement significative (P< 0,001) chez les rats prétraitées par 'EMEP
(0,65 £+ 0,0045) ou par I’oméprazole (0,75 + 0,0041) par rapport aux rats traités par le diclofénac
seul. Les pourcentages de 1’augmentation sont dans 1’ordre de 64,61%, 52,08 et 69,33 % pour
I’EMEP, I’acide gallique et I’oméprazole respectivement.

Le glutathion réduit se trouve en concentration élevée dans la muqueuse gastrique (Saiah et al.,
2017). 1l est important pour le maintien de l'intégrité de la muqueuse, et sa déplétion induit des
ulcérations accrues au niveau de la muqueuse gastrique (Cnubben et al., 2001; Devi et al., 2007 ;
Saiah et al., 2017 ).

La diminution des taux de GSH chez les rats traités par le diclofénac, peut étre liée a la
consommation de GSH par la GST pour la neutralisation du peroxyde d’hydrogéne H,O, (Farzaei et
al., 2015). Cet effondrement est peut-étre di également a sa conjugaison directe avec les especes
radicalaires ou en raison de I’inhibition des enzymes impliquées dans sa régénération. Le
prétraitement par ’EMEP, 1’acide gallique ou 1’oméprazole augmente la concentration du GSH,
cela montre leurs effets préventifs contre la déplétion du GSH induite par diclofenac. Cette
augmentation des taux du GSH, est peut étre due a I’induction de sa synthése, sa régénération ou
aux deux effets. Comme elle peut étre due a I’effet scavenger des flavonoides des métabolites

réactifs toxiques du médicament (Kebsa, 2006).
3.3.2. Dosage du malondialdéhyde (MDA)

La peroxydation lipidique est le processus de dégradation oxydative des acides gras polyinsaturés
des membranes biologiques qui provoque une altération de la fonction membranaire, une
détérioration de l'intégrité structurale, une diminution de la fluidité et I'inactivation d'un certain
nombre de récepteurs protéiques et d'enzymes liées aux membranes (Sibi et al., 2016). Au cours de
ce processus, un grand nombre de sous-produits sont formés qui affectent un site loin de la zone de
leur génération, parmi ces dérivés toxiques, le MDA est le marqueur le plus utilisé en péroxydation
lipidique, a une demi-vie plus longue que celle des radicaux libres. Il diffuse facilement et peut
former des liaisons avec les bases d'ADN, il est lui-méme mutagene (Milane, 2004).

La figure 25 représente les variations des taux du MDA cytosolique gastrique apres traitement par
le diclofénac seul (150 mg/kg), ou en cas de prétraitement par ’EMEP (100mg/kg), I’acide
gallique (100mg/kg) ou I’oméprazole (20mg/kg) pendant 3 jours.
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Figure 25. Variations des taux du MDA cytosolique gastrique apres traitement par le diclofénac absolu seul
(150mg/kg) ou en cas de prétraitement par [’EMEP (100mg/kg), I’acide gallique (AG) (100mg/kg) ou par
l"oméprazole (OME) (20mg/kg) pendant 3 jours.

Les résultats sont exprimés en moyenne * écart type. Test de Student : comparaison faites entre le groupe
traité par le diclofénac et Témoin : **P< 0,01 désigne un effet trés significatif. Groupe prétraité comparé au
groupe traité par le diclofénac : ~ P< 0,001 désigne un effet hautement significatif.

D’apres les résultats obtenus, les rats traités par le diclofénac présentent une augmentation treés
significative (P< 0,01) de 50,45 % des taux du MDA qui atteint 3,35+ 0,0046 mmoles/mg de
protéines contre 1,66 + 0,005 mmoles/mg de protéines chez les rats témoins. ce résultat est similaire
a celui obtenu par (Devi et al., 2007; Saiah et al., 2017 ). Le taux de MDA diminue de fagon
hautement significative (P< 0,001) chez les rats prétraités par ’'EMEP (1,61 0,0013), 1’acide
gallique (0,62+ 0,0043) et I’oméprazole (0,65 + 0,0014) par rapport aux rats traités par le diclofénac
seul. Les pourcentages de diminution sont dans 1’ordre de 51,94 %, 81 % et 80,59 % pour I’EMEP,

I’acide gallique et I’oméprazole.

L’augmentation des taux du MDA chez les rats traités par le diclofenac, est peut étre due a
I’accumulation des espéces réactives de 1’oxygéne (ERO) ou a la diminution des taux d’enzymes
antioxydants. L'ulcération induite par les AINS provoque l'accumulation des radicaux libres
d'oxygéne, qui jouent un réle crucial dans la physiopathologie de I'ulcération gastrique (Szelenyi et
al., 1988). Les radicaux libres oxygénes provoquent une peroxydation lipidique qui augumente la
fluidité membranaire et I’entrée du Ca** dans les cellules épithéliales ce qui entraine une

diminution de l'intégrité membranaire et ainsi des ulceres gastriques (Bandyopadhyay et al., 1999).
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Il a été constaté que les radicaux libres sont impliqués dans le mécanisme d'ulcération aigué et
chronique (Loguercio et al., 1993). Une augmentation des niveaux de produits de peroxydation
lipidique pourrait accélérer le processus ulcératif chez les rats traités par le DCF. Alors que
I'inhibition de la peroxydation lipidique lors de 1'administration de I’EMEP, d’acide gallique et de
I’oméprazole peut empécher les 1ésions ulcéreuses induites par le DCF. Cet effet protecteur est
peut-étre dd a la captation des molécules du MDA par les principes actifs ou bien a I’inhibition des
réactions en chaine de la peroxydation lipidique (Kebsa, 2006). Ces Résultats sont en accord avec
plusieurs auteurs (Chidambara et al., 2002; Lai et al., 2009).

3.3.3. Activité enzymatique de la superoxyde dismutase SOD

Le superoxyde dismutase (SOD) représente 1’'une des premicres lignes de défense contre le stress
oxydant. Ces métalloprotéines assurent 1’élimination de 1’anion superoxyde O, par une réaction de

dismutation en le transformant en peroxyde d’hydrogene et en oxygene (Garre et al., 2007).

La figure 26 représente les valeurs de I’activité enzymatique de la SOD dans le tissu gastrique,
apres le traitement par le diclofénac seul (150mg/kg) et en cas de prétraitement par ’EMEP
(100mg/kg), I’acide gallique (AG) (100 mg/kg) ou I’oméprazole (20mg/kg) pendant 3 jours.
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Figure 26. Variation de [’activité enzymatique de la SOD dans le tissu gastrique, aprés le traitement par le
diclofénac absolu seul (150mg/kg), et en cas de prétraitement par I’EMEP (100 mg/kg), I’AG (100mg/kg) et
["oméprazole (20mg/kg) pendant 3 jours.

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type. Test de Student : comparaison faites entre le groupe
traité par le diclofénac et Témoin * P < 0,05 désigne un effet significatif. Groupe prétraité comparé au
groupe traité par le diclofénac :  P< 0,01 désigne un effet trés significatif.
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Une réduction significative (p <0.05) de l'activité enzymatique de la SOD cytosolique gastrique a
été enregistrée chez les rats traités par le diclofénac, elle atteint 22,05 + 1,48 Ul/mg de protéines
contre 42,61 + 3,38 Ul/mg de protéines chez les rats témoins. Avec un pourcentage de réduction de
48,25 %. Cette réduction est peut étre due a la destruction de cette enzyme suite au stress cellulaire
induit par les métabolites toxiques du DCF ou encore suite a son oxydation par les ERO (Kebsa,
2006). Cependant, l'activité de la SOD a augmenté de fagon trés significative (P< 0,01) dans les
groupes qui ont recu 100 mg/kg de I’AG (48,66 + 1,89 Ul/mg de protéines), de I'EMEP
(40,8 £ 1,69 Ul/mg de protéines) et ceux recevant I’oméprazole a 20mg/kg (50,2 + 1,69 Ul/mg de
protéines) par rapport au groupe traité par le DCF seul. Les pourcentages d’augmentation sont dans
I’ordre de 54,68 %, 45,95 % et 56,076 % pour ’EMEP, I’acide gallique et 1’oméprazole. Ceci
prouve I’effet préventif de ces traitements contre la toxicité gastrique du DCF. Cette amélioration
de I’activité enzymatique est peut étre due a 1’induction de I'expression génétique ou a 1’activation

de cette enzyme (Kebsa, 2006).

3.3.4. Activité enzymatique de la catalase

La catalase est une enzyme responsable de la détoxification du peroxyde d’hydrogene produit dans
les conditions physiologiques (Niki et al., 2007). Elle est localisée principalement dans les
peroxysomes, mais aussi dans les mitochondries et le cytoplasme (Lindau-Sehpard et Shaffer,
1993).

L’activité enzymatique de la catalase dans le tissu gastrique des rats traités par le diclofénac seul a
(150mg/kg) et en cas de prétraitement par 'EMEP a (100mg/kg), 1’acide gallique (AG) a
(100mg/kg) ou par I’oméprazole (OME) a (20mg/kg) pendant 4 jours sont représentés dans la figure

27 ci-dessous.

Dans cette étude, une réduction significative (p < 0,05) de l'activité de la CAT a été enregistrée chez
des rats ayant recu le DCF seul (0,15 £+ 0,014 Ul /g de protéines) par rapport au témoin (0,29 +
0,007Ul /g de protéines). La réduction de I'activité CAT refléte I’installation d’un stress oxydatif, et
confirme les résultats obtenus par (Niki et al., 2007). L'activité de la CAT dans les groupes
prétraités avec I’AG (0,23 + 0,056 Ul /g de protéines), ’EMEP (0,27 + 0,05Ul /g de protéines) et
avec I’oméprazole (0,24 + 0,028U1 /g de proteines) a été augmenté de facon significative (P < 0,05)

par rapport au groupe traité par le diclofénac seul (0,15 £ 0,014 Ul /g de protéines).
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Figure 27. Variation de [’activité enzymatique de la catalase (CAT) dans le tissu gastrique apres traitement
par le diclofénac absolu seul (150mg/kg) ou en cas de prétraitement par ’EMEP (100mg/kg), [’acide
gallique (AG) (100mg/kg) ou par I’oméprazole (OME) (20mg/kg) pendant 3 jours.

Les résultats sont exprimés en moyenne * écart type. Test de Student : comparaison faites entre le groupe

traité par le diclofénac et Témoin : * P< 0,05 désigne un effet significatif. Groupe prétraité comparé au

groupe traité par le diclofénac : *P < 0,05 désigne un effet significatif, "°P > 0,05 désigne un effet non

significatif.

Le CAT peut protéger la muqueuse gastrique contre les radicaux libres en réduisant 1’H,O, en eau
et en oxygene moléculaire (Panneerselvam et Arumugam, 2011). La SOD et la CAT constituent la
premiere ligne de défense contre les ERO (Verma et Nair, 2001), la SOD catalyse la dismutation de
I’anion superoxyde en peroxyde d’hydrogéne qui, & son tour, est dismuté en eau et en oxygeéne
moléculaire via la catalase (Tremellen, 2008). L’administration de diclofénac (150mg/kg) aux rats
a entrainé une diminution de la concentration de la SOD et CAT,; ces résultats sont similaires & ceux
obtenus par plusieurs auteurs (Devi et al., 2007; Saiah et al., 2017). Cette diminution pourrait étre
due a la destruction de ces enzymes suite au stress cellulaire induit par le diclofénac, ou encore

suite a son inactivation par les ERO (Preetha et al. 2006).

Le prétraitement des rats par ’EMEP et I’acide gallique a augmenté ’activité enzymatique de la
SOD par rapport aux rats qui recoit le diclofénac. L’explication probable de cet effet est ’induction
de I’expression des SOD et CAT, ou I’activation de ces enzymes ce qui prouve 1’effet préventif de
I’EMEP et de I’acide gallique. Ces résultats sont en accord avec les résultats obtenus par Sen et al.,
(2013) qui ont montré une réduction significative de I’activité de la SOD et de la CAT chez les rats
prétraité par 1’acide gallique a la dose de 100mg/kg . Plusieurs études suggerent que 1’extrait de
I’écorce de grenade renforce le systéme antioxydant par réduction de la production de ERO
(Chidambara et al., 2002). L’EMEP présente un effet gastro-protecteur important contre les
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dommages gastriques induits par le diclofénac, qui est probablement lié a leur teneur élevée en
plyphénols et en tanins (Seeram et al., 2006), et a leur capacité a maintenir 1’intégrité¢ de la
membrane cellulaire, a réduire la péroxydation des lipides et a conserver et/ou a activer les enzymes
anti-oxydantes (SOD, CAT).

3.3.5. Laglutathion peroxydase

La glutathion peroxydase (GSH-PX) ou GPx est une enzyme constituée de quatre sous unités
contenant chacune un atome de sélénium (Delattre et al., 2005). Le r6le principal de la GSH-PX
consiste en I’élimination des peroxydes lipidiques résultants de 1’action des radicaux libres sur les
acides gras polyinsaturés aux depens de son substrat spécifique, le glutathion réduit (GSH)
(Schrader et Fahimi, 2006; Valko et al., 2007). Dans les cellules de la muqueuse gastrique, la GPx
joue un rble fondamental dans 1’élimination du peroxyde d’hydrogéne et des hydro-perxydes
lipidique (Jeon et al., 2014) en utilisant le glutathion (GSH) comme donneur d’électron qui seras

oxyde a son tour en glutathion oxydé (GSSG) (Pisoschi et Pop, 2015).

La figure 28 illustre les variations de 1’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GSH-PX)
apres un traitement par le DCF seul (150 mg/kg), ou en cas de prétraitement par ’EMEP (100
mg/kg), I’acide gallique (100 mg/kg) ou I’oméprazole (20 mg/kg) pendant 3 jours.
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Figure 28. Variation de I’activité enzymatique de la GPx dans le tissu gastrique apres le traitement par le
diclofénac absolu seul (150mg/kg) ou en cas de prétraitement par I’ EMEP (100mg/kg), [’acide gallique (AG)
(100mg/kg) ou par I’'oméprazole (OME) (20mg/kg) pendant 3 jours.

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type. Test de Student : comparaison faites entre le groupe
traité par le diclofénac et Témoin *P < 0,05 désigne un effet significatif. Groupe prétraité comparé au
groupe traité par le diclofénac : P < 0,05 désigne un effet significatif.
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Une réduction significative (P<0,05) de I’activité enzymatique de la GPx a été enregistrée chez les
rats traités par le DCF seul (0,024 + 0,0014 pumol GSH/mg de protéine) par apport aux rats témoins
avec une activité de (0,026+ 0,0028 pumol GSH/mg de protéine). Ces résultats sont en parfait accord
avec les résultats obtenus par Bhama et al., (2015) et Lekha et al., (2016) qui ont observé une
réduction significative de 1’activité GPx chez les rats traités par I’aspirine comme agent ulcérogéne.
Cependant, une augmentation significative (P<0,05) a été enregistrée chez les rats prétraités par
I’EMEP (0,029+ 0,0035 umol GSH/mg de protéine), avec 1’acide gallique (0,038 £ 0,0028 pmol
GSH/mg de protéine) et avec I’oméprazole (0,043+ 0,0035 pmol GSH/mg de protéine). Ceci est
peut étre expliqué la capacité des polyphénols a améliorer les taux de GSH intracellulaire par
I’induction de sa biosynthése et sa régénération ou également par la capacité des polyphénols a
piéger les radicaux libres (Lahouel et al., 2010). Les résultats de Sen et al., (2013) ont montré que
I’acide gallique présente un effet stimulateur des mécanismes anti-oxydants et inhibiteur des

mécanismes pro-oxydants dans le tissu gastrique.

Dans ce travail, nous avons pu mettre en évidence I’implication de la GPx dans les voies de
détoxification et de protection des cellules gastriques contre les effets déléteres du stress oxydant

induit par le diclofénac.
3.3.6. Evaluation de I’activité enzymatique de la glutathion S-transférase (GST)

Les glutathion S-transférases représentent une importante famille d’isoenzymes réparties en huit
classes. Les GST sont des enzymes solubles avec une masse moléculaire d’environ 25 kDa. Les
fonctions biologiques remplies par les GST sont diverses. Les plus importantes sont la détoxication
des xénobiotiques, la protection des cellules contre les métabolites nocifs générés aprées la
dégradation des macromolécules, et la catalyse la conjugaison de GSH avec de nombreux

xénobiotiques et leurs métabolites réactifs (In-Sik Shin et al., 2013; Jeo et al., 2014).

La figure 29 ci-dessous représente les variations des taux de la GST cytosolique, les rats prétraités
par le diclofénac seul ou en cas de prétraitement par ’EMEP (100mg/kg), I’acide gallique a
(100mg/kg) ou I’oméprazole a (20mg/kg).
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Figure 29. Variation de [’activité enzymatique de la GST cytosolique gastrique aprés une dose de diclofénac
absolu seul (150mg/kg) ou en cas de prétraitement par I’EMEP (100mg/kg), [’acide gallique (AG)
(100mg/kg) ou par 'oméprazole (OME) (20mg/kg) pendant 3 jours.

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type. Test de Student : comparaison faites entre le groupe
traité par le diclofénac et Témoin *P < 0,05 désigne un effet significatif. Groupe prétraité comparé au
groupe traité par le diclofénac : P < 0,05 désigne un effet significatif.

A partir des résultats obtenus on a remarqué une diminution significative (P< 0.05) de I’activité de
la GST chez les rats traités par le diclofénac seul (0,016 £ 0,00033umol GSH/mg de protéine) en
comparaison avec les rats témoins (0,017+ 0,0025 pumol GSH/mg de protéine). Cette réduction est
peut étre due a la formation et a I’accumulation de ROS sous I’effet du diclofénac (Manal et al.,
2016). Par contre une augmentation significative (P< 0.05) a été enregistrée chez les rats prétraités
par ’EMEDP, acide gallique ou 1I’oméprazole, ces activités sont dans I’ordre (0,027 + 0,0035 ; 0,032
+0,0052 ; 0,02585 + 0,0044 umol GSH/mg de protéine).

L’augmentation de 1’activité de la GST sous ’effet des différents traitements est surtout en cas de

prétraitement par ’EMEP, est peut étre due a I’induction directe de cet enzyme par les polyphénols.

3.4. Etude histologique microscopique

La figure 30 ci-dessous montre les résultats de 1’étude histologique microscopique des tissus
gastriques des rats traités par le diclofénac seul (150 mg/ml), en association avec I’EMEP

(100 mg/kg), I’acide gallique (100 mg/kg) ou I’oméprazole (20 mg/kg).
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Figure 30. Coupes histologiques colorées a I'hématoxyline et & I'éosine des tissus gastriques: (A) Témoin,
(B) traité par le diclofénac seul, (C) prétraités par acide gallique, (D) prétraités par ’EMEP et (E)
prétraités par ['oméprazol (x40).

Chez le témoin, la muqueuse gastrique a révélé une architecture normale et saine (A). Cependant,
I'examen histopathologique des estomacs du groupe traité par le diclofénac a montré des dommages
gastriques étendus : réduction de I'épaisseur de la muqueuse gastrique associée a des nécroses
(Fléche rouge) (B). Par contre, le prétraitement par TEMEP a 100 mg/kg (D), I’acide gallique 100
mg/kg (C) ou Ioméprazole (E) a offert une atténuation considérable de ces anomalies avec
conservation de I’épaisseur de la muqueuse gastrique. Ces résultats sont en accord avec ceux
de Saiah et al., 2017 qui ont montré que le diclofénac a provoqué de fortes dommages au niveau de
la muqueuse gastrique avec augmentation des infiltrations des neutrophiles. De nombreux auteurs
ont signalé que l'ulcere gastrique induit par les AINS s‘accompagne d'une surproduction de ERO, ce
qui peut entrainer une peroxydation lipidique qui constitue la cause majeure du dysfonctionnement
cellulaire et des lésions observées (Bandyopadhyay et al., 1999).
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4. Etude de P’activité anti-inflammatoire de PEMEP et de I’acide gallique in vivo

L’expérience a été réalisée sur un modele de l'cedéme aigu€ de la patte de rat induit par la
carragénine. La carragénine est un mucopolysaccaride sulfaté provenant d’une Rhodophyceae
(Dirosa, 1972). L'injection de cette substance provoque la libération des médiateurs chimiques qui
sont responsables du processus inflammatoire. L’cedéme induit par cet agent pathogéne est
considéré comme un signe caractéristique de l'inflammation et un parametre trés important dans
I'évaluation de I'activité anti-inflammatoire de plusieurs composes (Morris, 2003). Cette technique a

été utilisée en raison de sa simplicité d'exécution et de sa rapidité d'induction (Chatter et al., 2013).

Nous avons testé sur ce modéle 1’effet d’une dose unique de 200 mg/kg par voie orale de ’EMEP et
de I’acide gallique pendent une heure de traitement. Les résultats obtenus ont été comparés a ceux

de diclofénac (12mg/kg) et a ceux du contrdle ayant recu la carragénine a 1%.

La figure 31 montre I'évolution de volume de I'eedéeme induit par la carragénine en absence et en

présence de traitement par le diclofénac, ’EMEP et I’acide gallique.
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= 8- =0=—Teémoin
S
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G-) . -
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§ 5 B =>=EMEP 200 mg/kg
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S
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0 : , . .

0 20 40 60 80
Temps (min)

Figure 31. Effet de diclofénac, de [’EMEP et de [’acide gallique sur le volume de l'eedéme induit par la
carragénine (mm).
Nos resultats, montrent que I'injection de la carragénine a 1% entraine une augmentation tres
significative (P< 0,01) du volume de l'cedéme chez tous les lots apres 15 min d’injection, la
circonférence de la patte passe de 7,065 + 0,36 mm aprés 15min pour atteindre son maximum au
bout d’une heure avec une valeur de 7,81 + 0,94 mm chez les rats traité par la carragénine seule.

Cela pourrait étre dd a la reponse inflammatoire aigué induite par la carragénine qui se caracterise
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par l'infiltration de fluides tissulaires et de plasma entrainant la formation d'cedéme et

I'accumulation concomitante de leucocytes principalement les neutrophiles (Kumar et al., 2003 ).

L'administration de diclofénac comme anti-inflammatoire de référence a la dose de 12 mg/kg induit
une diminution significative (P < 0,05) du diamétre de la patte du rat. L'épaisseur de I'eedéme passe
de 7,715 £1,57 mm apres 15 min a 5,75 = 0,94 mm apres une heure contre 4,77 + 0,44 mm
enregistrée chez le témoin. L'administration de 1’acide gallique et de ’EMEP a la dose de
200mg/kg par voie orale a induit une diminution significative (P < 0,05) de I'épaisseur de 1'cedéme
apres une heure du traitement. Elle passe de 7, 775 £ 2,93 mm aprés 15 min a 5,365 £ 0,7 mm
apréslh pour ’EMEP, et de 7,565 £ 2,07mm aprés 15 min a 4,565 £ 0,166 mm aprés 1h pour
I’acide gallique. Si on procéde a une comparaison entre ’EMEP et 1’acide gallique, on note que
I’acide gallique possede I’effet anti-inflammatoire le plus efficace. L’EMEP donne un effet

comparable (p> 0.05) a celui du Diclofénac alors que I’AG donne un effet meilleur.

La Figure 32 montre les pourcentages d’inhibition de I’inflammation induite par la carragénine a
1% aprés traitement par le diclofénac (12 mg/kg), I’acide gallique et ’EMEP a la dose de 200
mg/kg.

& Diclofénac(20mg/kQg)
macide gallique (200 mg/kg)
NEMEP (200 mg/kg)

de la patte du rat (%)
)

Pourcentage d'inhibition de I'oedeme

30 min 45 min 60 min

Figure 32. Pourcentage d’inhibition de l'inflammation induite par la carragénine a 1% apres traitement par
le diclofénac (12 mg/kg), I’acide gallique ou I’EMEP a la dose de 200 mg/kg.

Le développement de 1'cedéme de la patte du rat apres l'injection de la carragénine a été décrit

comme un événement biphasique. La phase initiale de l',edéme a été attribuée a la libération
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d'histamine, de sérotonine et de substances semblables a la kinine, et la seconde a accéléré la phase

de gonflement pour libérer les substance semblables aux prostaglandines (Wantana et al., 2009).

L'évaluation du pourcentage d'inhibition montre que 1’administration par voie orale de diclofénac a
la dose de (12 mg/kg) entraine une diminution significative de 1'eedéme (P < 0,05) a 30, 45 et 60
min de traitement avec un pourcentage d'inhibition de 20,31+ 2,14 %, 54,4 + 1,98 % et 74,63 *
1,91% respectivement. Les AINS agissent en inhibant la cyclooxygénase (COX), qui inhibe la
synthese des prostaglandines, ce qui confere a cette classe de médicaments ses propriétés
analgésiques, antipyrétiques et anti-inflammatoires (Pereira-Leite et al., 2016). Les AINS peuvent
étre classés comme inhibiteurs non sélectifs (inhibant COX-1 et COX-2) ou comme inhibiteurs
sélectifs de la COX-2. Cependant, la plupart des médicaments anti-inflammatoires sont
cliniguement efficaces au cours de la seconde phase de l'inflammation (Olajid et al., 2000;
Mehmood et al., 2016). Le diclofénac, comme produit de référence, réduit I’inflammation par
I’inhibition des cyclo-oxygénases enzymes responsables de la production des prostaglandines et du

thromboxane (Bamane et al., 2012).

Les pourcentages d'inhibition de I'cedéme chez les rats des lots traités par ’EMEP ou par ’acide
gallique a la dose de (200 mg/kg) montrent que les deux traitements possédent une activité anti-
inflammatoire importante. Apres 60 min, ’EMEP et I’acide gallique montrent respectivement un
pourcentage d'inhibition de 71, 38 + 1,84 % et 82,25 = 2,01 %. De plus, I’acide gallique s'est révélé
plus actif que ’EMEP et le diclofénac. Les acides phénoliques, comme 1’acide gallique sont
fortement antioxydants et anti-inflammatoires (BenSaad et al., 2017). Les résultats de Sowndhar
Rajan et al., (2018) suggerent que l'acide gallique exerce un effet anti-inflammatoire en bloquant la
libération d'histamine et I'expression des cytokines pro-inflammatoires et de chimiokines. Les
résultats de kim et al., (2006) prouvent que l'acide gallique inhibe les réactions allergiques
inflammatoires dérivées des mastocytes en bloquant la libération d'histamine et I'expression des
cytokines pro-inflammatoires. En effet, une autre étude réalisée sur la lignée cellulaire RAW?264.7 a
démontré que [’utilisation de 1’acide gallique agit au niveau des médiateurs pro-inflammatoires en
réduisant les taux des cytokines pro-inflammatoires comme : IL-1B, IL6, NO, NOS, COX-2 et
TNF-alpha (Bensaad et al., 2017).

L’EMEP a la dose de 200mg /kg montre un pourcentage d'inhibition de 71, 38 + 1,84 % similaire (P
> 0,05) a celui de diclofénac a la dose de 12mg /kg (74,63 £ 1,91 %). Nos résultats sont cohérents
avec ceux de Labib et EI-Ahmady (2015), qui indiquent que l'effet anti-inflammatoire de I'extrait
méthanolique de Punica granatum (200 mg/kg) a diminué de facon similaire dans le groupe

recevant le produit de référence Indométhacine (20 mg/kg) aprés 1 h. Aprés 2 heures, le groupe
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traité par [I'extrait méthanolique (200 mg/kg) a montré une diminution significative du volume de
I’cedéme de 53,3%, ce qui était considérablement plus élevé que celui résultant de I'administration
de I’indomethacin (44, 86%). D'autre part, ces résultats sont en accord avec plusieurs études
montrant que l'activité anti-inflammatoire de I'extrait peut s'expliquer en partie par la présence des
composés polyphénoliques tels que les tanins hydrolysables et les flavonoides (Zarfeshany et al.,
2014; Douaouri et Djebli, 2018). Ces derniers sont des composants bien connus des plantes anti-
inflammatoires. Certains flavonoides ont montré une action inhibitrice dans divers modeles
animaux d'inflammation (Kim et al., 2017). La majorité des tanins hydrolysables présents dans le
grenade telle que : les gallotannines, I'acide ellagique et les gallagyl tannins, ont montré un effet
inhibiteur sur la prolifération des cellules cancéreuses humaines et modulent les voies de
signalisation subcellulaires de I’inflammation en raison de leur forte activité anti-oxydante (Seeram
et Nair, 2002). Leur action anti-inflammatoire serait due a un effet sur la migration leucocytaire
(Biaye, 2002).

L’EMERP est trés riche en polyphénols et en tanins. Il présente et 1’acide gallique une activité anti-
radicalaire trés puissante in vitro, testés par le test DPPH°® et le test FRAP. lls présentent également
une activité anti-inflammatoire puissante et un bon effet gastroptecteur et anti-ulcérogéne contre
I’ulcére gastrique induit pat le DCF, et ce via I’augmentation de la production de mucus, la
réduction de I’acidité et I’amélioration de la balance antioxydant-prooxydant en faveur des

antioxydants.
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Les plantes médicinales restent toujours une source fiable des principes actifs connus par leurs

propriétés therapeutiques. La majorité des médicaments actuels sont des copies concentrées de

remeédes végétaux, notamment les polyphénols et les tanins qui sont les composés les plus

intéressants et les plus étudiés de nos jours. Actuellement, un grand intérét est porté a I’utilisation

traditionnelle des écorces de Punica granatum, cette plante est bien connu par sa richesse en acides

hydroxybenzoiques, connu sous le nom d’«acide gallique».

A D’issue de ce travail, visant a vérifier expérimentalement le bien-fondé de 1’usage traditionnel de

cette plante, et de I’acide gallique, un modele d’ulcération induit par le diclofénac a été applique.

De cette étude nous pouvons ressortir les points suivants:

L’extraction des composés bioactifs des écorces de Punica granatum par macération a fourni
un rendement de 40.48% de ’extrait brut (EMEP).

L’évaluation quantitative des composés polyphénoliques a révélé la présence de quantités
importantes de polyphénols et de tanins hydrolysables atteint 168.09 + 8.063 mg EAG/g de
MS et 102.4 + 4.087mg EAT/g MS respectivement. La teneur en flavonoides est faible de
I’ordre de 30.195 + 3.091 mg EQ/g MS.

Sur le volet chimique, I’analyse qualitative a été faite pour les extraits méthanolique et
éthanolique de la plante par CG-MS. Cette derniére a révélé, d’une part que les extraits
contiennent des flavonoides (Pinostrobinchalcone, Flemichapparine, ...), des acides phénols
(Acetylferulique, ...), des mono-et di-terpénes (1-Nonadecene, 1-Tridecene, Phytol,...), des
sesquiterpenes (squiterpenealcohol, (R)-Cuparene, Bergamotene,...), des acides gras insaturés

et des esters d’acides gras.

Le potentiel anti-radicalaire a été déterminé par la méthode de DPPH et FRAP, qui montrent
que ’EMEP et I’AG présentent des propriétés anti-oxydantes concentration-dépendantes
remarquables avec des IC50 de 58,16 et 62,34 pg/ml respectivement.

L’étude macroscopique des estomacs a révelé, que ’EMEP et I’AG a la doses de 100 mg/kg,
préviennent les lésions gastriques provoquées par le DCF et donnent le méme effet que
I’oméprazole avec des pourcentages d’inhibition des Iésions égales a 73.08%, 73.39 % et

78,89% respectivement.
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e En paralléle I’évaluation des paramétres gastriques a montré que ’EMEP et I’AG a la dose de

100 mg/kg ont amélioré la production du mucus et 1’acidité, et le volume de suc gastrique.

e L’effet gastro-protecteur de 1’acide gallique et de ’EMEP in vivo est due a I’amélioration de la
balance antioxydant-prooxydant, par le renforcement des capacités antioxydantes
enzymatiques (CAT, SOD, GPx et GST) et non enzymatiques (GSH) responsables de
I’inhibition de la peroxydation lipidique et la réduction des dommages gastriques causés par le

diclofénac.

e [L’effet gastro-protecteur est dii également a I’effet anti-inflammatoire de ’EMEP et d’acide

gallique confirmé sur le modéle de I’inflammation aigue induit par la carragénine.

e Sur le plan histologique, ’EMEP et I’AG a 100 mg/kg présentent un effet gastro-protecteur

comparable a celui de I’oméprazole médicament de référence.

Globalement, la plante sélectionnée dans ce travail contient des molécules bioactives tres
intéressantes qui peuvent étre purifiées et employées pour la prévention de 1’ulcére gastrique et

pour d’autres applications thérapeutiques.

Ce travail ne représente donc qu’une étude préliminaire qu’elle est certes prometteuse mais qui
nécessite des études complémentaires afin de pouvoir élucider le mécanisme d’action exact de
I’effet anti-ulcérogene et anti-inflammatoire de Punica granatum et de I’acide gallique et ce a

travers :

e Détermination de I’expression des médiateurs pro-inflammatoires par RT-PCR : cytokines
pro-inflammatoires I1L-1, IL6, NO, NOS, COX-2 et TNF-alpha.

e Détermination des niveaux plasmatiques de la Gastrine, histamine et pepsine.

e La purification des principes actifs majoritaires de Punica granatum impliqués dans le

pouvoir gastro-protecteur et anti-inflammatoire.
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Annexe 1. Courbe d’étalonnage du dosage des polyphénols (acide galligue comme standard).
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Annexe 2 : Courbe d’étalonnage de dosage des flavonoides en ug/ml (quercétine comme standard),
(moyennes de 3 essais).
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Annexe 3. Courbe d’étalonnage du dosage des tanins hydrolysables (acide tannique comme standard).
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Annexe 4. Courbe d’étalonnage des protéines (BSA comme standard).
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Annexe 6. Courbe étalon du MDA (TEP comme standard).
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Evaluation de I’effet anti-ulcérogéne et gastroprotecteur de I’acide gallique et de I’écorce de grenade
(Punica granatum) contre I’ulcére induit par le Diclofénac chez le rat albinos wistar

Résumé

L’ulcére gastrique est une perte de substance au niveau gastrique allant jusqu’a la destruction de la muqueuse et la mise
a nue de la musculeuse. La présente étude vise a évaluer 1’effet gastro-protecteur de 1’écorce de grenade et de ’acide
gallique contre I’ulcére gastrique induit par le Diclofénac (DCF) chez le rat albinos wistar. L’étude phyto-chimique a
montré que 1’extrait méthanolique de Punica granatum (EMEP) est tres riche en polyphénols et en tanins hydrolysables.
I1 posséde avec ’acide gallique (AG) une activité anti-radicalaire concentration dépendante contre le radical libre
DPPH?° et contre le F** avec des ICs, de 58,16 pg/ml et 62,34 pg/ml respectivement. Le diclofénac & la dose de 150
mg/kg induit chez ’animal un ulcére gastrique accru caractérisé par une altération des parameétres gastriques, une
élévation du (MDA) comme principal marqueur de la péroxydation lipidique et une diminution des systemes de
défense antioxydant (GSH, CAT, SOD, GST, GPx). Le prétraitement par 'EMEP, ’AG a 100 mg/kg, ou par
I’oméprazole a 20 mg/kg, entraine une nette amélioration des paramétres gastriques et ceux du statut antioxydant dans
I’estomac. L’étude histologique a confirmé la toxicité du DCF par I’apparition des altérations tissulaires séveres dans
les portions glandulaires de ’estomac et, 1’effet cyto-protecteur de ’EMEP et de I’AG par la réduction de ces
dommages. D’autre part, ’"EMEP et I’acide gallique ont été testés contre I’inflammation sur un modéle d'cedéme aigué
de la patte de rat induit par la carragénine a 1%. L’EMEP et de ’acide gallique administrés par voie orale a la dose de
200 mg/kg ont montré un effet anti-inflammatoire significatif apres une heure de traitement. Ces données confirment
que ’EMEP et I’AG présentent une forte activité anti-ulcéreuse, anti-oxydante et anti-inflammatoire et peut devenir une
nouvelle alternative thérapeutique pour les ulcéreux.

Mots clés : Ulcere gastrique, Diclofénac, EMEP, acide gallique, stress oxydant.

Abstract

Gastric ulcer is a loss of substance the gastric level up to the destruction of the mucous membrane and muscularis bare.
The present study aims to evaluate the gastroprotective effect of pomegranate bark and gallic acid against gastric ulcer
induced by Diclofenac (DCF) in albino wistar rats. The phytochemical study showed that the methanolic extract of
Punica granatum (EMEP) is very rich in polyphenols and hydrolysable tannins. It possesses with gallic acid (AG) a
concentration dependent antiradicalar activity against free radical DPPH ° and against fe** with IC50 of 58.16 pg /ml
and 62.34 pg / ml respectively. Diclofenac at 150 mg / kg induces an increased in gastric ulcer in rats characterized by
altered gastric parameters, elevated of (MDA) as a marker of lipid peroxidation, and decreased in antioxidant defense
systems (GSH , CAT, SOD, GST, GPx). Pretreatment with EMEP 100 mg/kg, GA100 mg/kg, or omeprazole 20 mg/kg
resulted in significant improvement in gastric parameters and stomach antioxidant status. The histological study
confirmed DCF toxicity by the appearance of severe tissue alterations in the stomach glandular portions and also the
cytoprotective effect of EMEP and AG by the reduction of these damages. On the other hand, EMEP and gallic acid
were tested against inflammation on an acute carrageenan-induced rat paw edema model. EMEP and gallic acid
administered orally at 200 mg /kg showed a significant anti-inflammatory effect one hour after treatment. These data
indicated that EMEP and AG exhibit strong anti-ulcer, anti-oxidant, and anti-inflammatory activities and may become a
new therapeutic alternative for ulcer patients.

Key words: Gastric ulcer, Diclofenac, EMEP, gallic acid, oxidative stress.
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