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Avant propos

Ce travail rentre dans le cadre de I’obtention du dipldome de Master en Biochimie

appliquée. 1l comporte une synthése bibliographique et une étude expérimentale.

L’étude expérimentale est divisée en deux parties: I’extraction des protéines des
graines de Pinus pinea L. et 1’évaluation de son pouvoir anti-inflammatoire in vivo. Cette
derniére partie comporte I’observation clinique des souris, 1’observation macroscopique des
colons, I’étude histologique et le dosage de la myéloperoxydase. Mais le travail pratique qui a
été réalisé dans le laboratoire de la faculté des sciences de la nature et de la vie de ’université
de Bouira et dans le laboratoire de pharmaco-toxicologie de SAIDAL a commencé le 1*" Mars
2020 dans une periode pré-pandémique et il a été arrété avec ’apparition des premiers cas de
Covid-19 en Algérie. En effet, nous avons pu effectuer 1’extraction, ’observation clinique et
macroscopique alors que I’étude histologique et le dosage de la myéloperoxydase ont été

Proposes comme perspectives.
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Introduction

L’inflammation est un moyen physiologique de défense de ’organisme vis-a-vis des
différentes agressions. La réaction inflammatoire vise a détruire et éliminer 1’agent pathogéne
(Ndiaye et al., 2006).

Les maladies inflammatoires de I’intestin sont un groupe de troubles inflammatoires
du tractus gastro-intestinal qui englobent généralement deux pathologies: la rectocolite
ulcéro-hémorragique et la maladie de Crohn (Roda, 2010).

Les traitements conventionnels des maladies inflammatoires de [1’intestin englobent
particulierement les amino-salicylates, les corticostéroides et les immuno-modulateurs.
Cependant, ces médicaments présentent des effets secondaires ce qui n’est souhaitable dans la
guérison des maladies (Mennecier, 2017). Pour cela, la médecine s’est orientée vers

I'utilisation des sources naturelles bioactives telles que les plantes (Mohammedi, 2013).

Depuis I’antiquité, les plantes ont été utilisées par 1’étre humain a travers le monde
pour se soigner car elles représentent une source intéressante des molécules bioactives.
Encore aujourd’hui, pour faire face aux limites thérapeutiques des médicaments chimiques
notamment les effets secondaires et la toxicité qu’ils présentent, les connaissances sur les

plantes médicinales sont devenues de plus en plus développées (Mohammedi, 2013).

Parmi les plantes médicinales, on trouve Pinus pinea L., une plante riche en composes
bio actifs. Elle est utilisée dans diverses applications notamment en menuiserie, en confiserie,
en patisserie et méme en médecine pour ses activités biologiques notamment I’activité gastro-

protective et 1’activité hypo-lipidémiante (Sbay et Hadjib, 2016).

Les protéines vegétales sont devenues une alternative aux protéines animales, non
seulement dans I’alimentation, mais aussi dans plusieurs domaines. Cela est justifié par leur
disponibilité, leur faible codt et surtout par leurs propriétés nutritionnelles, fonctionnelles et
biologiques.

Elles sont largement appliquées en pharmacologie car elles sont moins susceptibles de
s'accumuler dans les tissus corporels ou de provoquer des effets secondaires graves (Li-chan,
2015).

Parmi les propriétés biologiques nous citons I’activité antimicrobienne, anti oxydante, anti
hypertensive et anti-inflammatoire. A titre d’exemple, en général, les légumineux présentent
un effet hypocholestérolémique et les peptides dérivés du soja présentent une activité anti-

inflammatoire vis-a-vis de I’inflammation intestinale (Pihlanto, 2013 ; Young et al., 2011).

-



Introduction

Afin de remédier aux probléemes lies aux principes actifs synthétiques et afin
d’augmenter le pouvoir anti-inflammatoire des molécules pharmaceutiques, cette présente
étude a pour but d’évaluer le pouvoir anti-inflammatoire des extraits protéiques des graines de

Pinus pinea L. sur I’inflammation intestinale induite chez les souris par ’acide acétique.

Pour cela, notre travail englobe deux majores parties :

. La premiére partie est consacrée a une étude bibliographique comportant des
généralités sur les protéines végétales et sur I’espéce Pinus pinea L. ainsi que des
connaissances sur les maladies inflammatoires de I’intestin.

. La deuxiéme partie, quant a elle est divisée en deux volets:

Le premier est consacré a I’exposition des matériels et des méthodes utilisées pour

I’extraction des protéines et pour les tests de 1’évaluation de I’activité anti-inflammatoire. Le

deuxieme comporte les résultats obtenus des différents tests ainsi que leur discussion.

-



Synthese bibliographique



Syntheése bibliographique : Les protéines végétales

|. Les protéines vegeétales
I.1. Définition

Les protéines sont des polypeptides composés d’une succession d’acide aminés (AA)
liés entre eux de manicre covalente par des liaisons peptidiques. Il s’agit des biopolymeres
d’acides aminés.

Un acide aminé est une molécule composée d’un atome de carbone comportant deux
fonctions ionisables, une fonction amine (-NH) sur un coté (N-terminal), une fonction
carboxyle (-COOH) sur I’autre coté (C-terminal) et un radical latéral qui est propre a lui et
qui fait la différence entre les 20 acides aminés qui existent. En effets, ces derniers sont
classés en : AA apolaires aliphatiques, AA apolaires aromatiques, AA apolaires soufrés et AA
polaires non chargés, AA polaires chargés negativement appelés aussi AA acides, AA
polaires chargés positivement ou AA basiques (Kruh, 1978).

1.2. Structure des proteines
Les protéines peuvent se trouver dans plusieurs niveaux d’organisation :

e Structure primaire : c’est le niveau d’organisation le plus simple, la protéine est représentée
par une chaine linéaire d’acides aminés maintenue par des liaisons peptidiques.

e Structure secondaire : elle correspond au repliement de la chaine primaire donnant naissance a
trois principales formes : les hélices qui sont des repliements hélicoidaux formeés par les
liaisons hydrogenes entre les groupements carbonyles (-CO) des résiduset les
groupements amides (-NH) des autres résidus, les feuillets qui sont représentés par des brins
liés entre eux par des liaisons hydrogenes et les coudes qui sont les zones qui relient deux
structures secondaires.

e Structure tertiaire : c’est la structure tridimensionnelle ou spatiale de la protéine qui lui
confére sa fonctionnalité. Elle est maintenue par les liaisons hydrogénes, les liaisons ioniques
et les liaisons disulfures qui se forment entre les atomes de soufre de deux cystéines des
chaines radicales des acides aminés.

e Structure quaternaire : c’est I’assemblage de plusieurs sous unités reliées par des liaisons non

covalentes. Cette structure caractérise les protéines multimériques (Ramiandrisoa, 2014).



https://fr.wikipedia.org/wiki/Carbonyle
https://fr.wikipedia.org/wiki/Amide
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1.3. Différences entre les protéines végétales et les protéines animales

Les protéines végétales sont devenues de plus en plus une alternative aux protéines

animales en raison des différents avantages qu’elles présentent notamment leur faible codt,

leur disponibilité, la diversité de leurs sources et leurs différentes propriétés.

Le tableau ci-dessous résume les différences entre les protéines animales et les

protéines végétales.

Tableau | : Les différences entre les protéines animales et les protéines végétales
(Jeejeebhoy, 2000 ; Mezajoug Kenfack, 2010).

Protéines animales

Protéines végétales

Richesse en AA Riches Pauvres
indispensables
Présence ou absence des Absentes Présentes
substances anti nutritives
Digestibilité Elevée (90%) Faible (60%)
Risque de transmission Oui Non
d’agents pathogénes
Colt Colteuses Non codteuses
Disponibilité Moins disponibles Tres disponibles

Risque d’avoir des maladies

Fréquent

Moins fréquent

1.4. Les differents types de protéines végétales

Les protéines végétales peuvent étre classées selon la méthode d’extraction en :

e Concentrats de protéines:

C’est I’ensemble des protéines extraites dans les conditions ou elles sont moins solubles voir

non solubles, autrement dit, elles sont extraites en utilisant un solvant dans lequel elles sont

insolubles en portant le pH du milieu au pH des protéines afin d’éliminer les composés non

protéiques hydrosolubles. La teneur en protéines est estimée a 60%.

e Isolats de proteines:

C’est I’ensemble des protéines isolées des autres COMposés non protéiques en passant par

deux étapes: la 1°¢ consiste & solubiliser les protéines dans un solvant ol elles sont trés

solubles (solvants alcalins dont le NaOH est le plus utilis¢) afin d’éliminer les composés

insolubles et la 2°™ consiste a récupérer sélectivement les protéines solubilisées par

précipitation en portant le pH du milieu au pH des protéines et éliminer les composés
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solubles. Les isolats sont plus concentrés en protéines que les concentrats et la pureté est
estimée a 90%.

e Hydrolysats des protéines:
C’est I’ensemble des peptides résultants de I’hydrolyse d’une protéine et présentant des
propriétés fonctionnelles et biologiques plus sures.
L’hydrolyse peut se faire par deux méthodes : une hydrolyse chimique utilisant un acide ou
une base et une hydrolyse enzymatique utilisant des protéases telles que la trypsine et la
pepsine.
La différence entre I’hydrolyse enzymatique et 1’hydrolyse chimique c’est que cette dernicre
ne peut pas étre utilisée en cas de production des protéines alimentaires et pharmaceutiques a
cause de la perte de certains acides aminés et de la production des molécules toxiques au
cours de la réaction, contrairement a I’hydrolyse enzymatique qui ne présente pas ces
inconvénients et qui donne des hydrolysats protéiques similaires a la sequence protéique de
point de vue de composition en acides aminés. Ainsi, I’hydrolyse enzymatique n’est pas

dangereuse ni polluante (Chabanon, 2005).

1.5. Sources de proteines vegétales

Plusieurs plantes sont considérées comme des sources efficaces pour 1’obtention de
protéines a diverses applications car elles produisent de grandes quantités de protéines avec
des protocoles qui sont faciles et avec des faibles codts (Arif et Pauls, 2018).
Parmi les sources de protéines vegétales on trouve : les legumineux tels que le pois, les

céréales tels que le mais et le blé, les oléagineux tels que le soja, le colza et le tourne sol.

1.6. Les fractions protéiques des vegétaux
On distingue selon la solubilité des protéines quatre fractions: les albumines, les
globulines, les prolamines et les glutélines.
e Les albumines :
Ce sont des protéines solubles dans 1’eau et présentent principalement un role
meétabolique (enzymes) ou un rOle de defense (inhibiteurs d’enzymes, protéines

antimicrobiennes, etc.) (Mezajoug Kenfack, 2010 ; Gueguen et al., 2016).
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e Les globulines :
Ce sont des protéines solubles dans les solutions salines. Elles constituent les protéines de
réserve et représentent 60 a 90% des protéines surtout chez les graines de dicotylédones : les
légumineux et les oléagineux.
e Les prolamines :
Ce sont des protéines solubles dans les solvants hydro-alcooliques et représentent les
protéines de réserve majoritaires des céréales. Elles sont riches en glutamine et prolines.
e Les glutélines :
Ce sont des protéines solubles dans les milieux trés alcalins et représentent les protéines

majeures des céréales (Gueguen et al., 2016).

1.7. Proprietés des protéines végétales

1.7.1. Propriétés nutritionnelles

Les protéines végétales ou encore matiéres protéiques végetales, représentent 1’un des
ingrédients de I’industrie alimentaire.

La valeur nutritionnelle d’une source protéique est définie par son aptitude a satisfaire
les besoins en protéines, autrement dit, son aptitude a fournir a I’organisme son besoin en
acides aminés pour sa croissance, sa synthese et renouvellement des composes protéiques
nécessaires tels que les enzymes, cette aptitude dépend de deux parametres, la biodisponibilité
et efficacité.

La biodisponibilité signifie la composition équilibrée de la protéine en AA et surtout

sa richesse en AA indispensables.
Les protéines végétales sont pauvres en AA indispensables en les comparant avec les
protéines animales, par exemple les légumineuses sans déficients des AA soufrés et les
céréales sont déficients de lysine. 1l a été prouve que la biodisponibilité dépend aussi de la
digestibilité de la protéine. Les traitements technologiques appliqués sur les protéines et qui
servent a améliorer leur digestion par inactivation des substances anti-nutritives et
changement de la configuration de la protéine, augmentent le taux des AA indispensables
(Gueguen et al., 2016).

L’efficacité des acides aminés absorbés refléte leurs effets biologiques sur la santé. Il a
¢té prouvé que certaines protéines végétales ont un pouvoir diminuant de I’inflammation
notamment les protéines riches en arginine et cystéine et que les protéines du soja ont des

propriétés hypolipidémiantes (Weghuber et al., 2007 ; Mariotti, 2011).
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1.7.2. Les propriétés fonctionnelles

Elles sont definies par les différentes interactions qui se font entre la protéine et le
milieu dans lequel elle se trouve, elles sont prises en considération surtout dans I’industrie
alimentaire car elles conférent a I’aliment ses qualités nutritionnelles et organoleptiques.
Parmi les proprietés fonctionnelles on trouve les propriétés émulsifiantes, moussantes et
gélifiantes.

Par exemple, les glutens sont utilisés comme ingrédient de texturation dans la fabrication du
pain pour son pouvoir de viscoélasticité, les albumines et globulines du soja sont utilisées
dans les produits carnés et les desserts pour ses propriétés émulsifiantes, moussantes et
gélifiantes et les concentrés protéiques des graines de pinus halpensis Mill présentent des
propriétés moussantes et émulsifiantes (Gueguen et al., 2016 ; Abbou et al., 2019).

1.7.3. Les propriétés biologiques

Les protéines vegétales sont apparues comme alternative a la chimiothérapie pour
protéger I’organisme contre les maladies.

Il a étée démontré que des peptides provenant de tubercules de pomme de terre ont une
activité antioxydante et protégent I’ADN contre les dommages induits par les radicaux
hydroxyles (Pihlanto, 2013).

Pour les légumineux, une teneur élevée en cystéine et méthionine chez les protéines du
soja augmente les niveaux d'antioxydants du corps et ses peptides présentent un effet anti-
inflammatoire (Sonawane et Arya, 2018 ; Young et al., 2011).

En ce qui concerne la classe des oléagineux, les protéines de colza riches en cystéine
permettent de prévenir l'apparition précoce de la résistance a linsuline et les protéines

d’amande présentent un pouvoir anti-inflammatoire (Pihlanto, 2013 ; Udenigwe et al., 2013).
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I1. Pinus pinea L.

I1.1. Généralités sur I’espéce

Le Pinus Pinea L., Pin parasol, famille de Pinacées, est une plante méditerranéenne.

C’est un arbre qui peut atteindre jusqu’a 25 m de hauteur et qui peut vivre plus de 200 ans si
les conditions sont favorables, & savoir le climat chaud, ensoleillé et lumineux, les sols
pierreux ou sablonneux (Charrier, 2004).
Il s’agit d’un arbre gymnosperme, conifére, port en parasol, a tronc unique, cylindrique et
droit, avec un systéme racinaire en pivot. Ses feuilles peuvent se trouver sous deux formes
selon 1’dge de l’arbre : les écailles, des feuilles primaires de la plantule d'un an, apres
quelques mois, les aiguilles non piquantes positionnées sur les rameaux courts viennent
remplacer les écailles (Guittonneau et Huon, 1992 ; Agrimi et Ciancio, 1993).

Le pin pignon est espece monoique, les organes reproducteurs sont regroupés en cones
au lieu de fleurs, d’ou I’appellation coniféres. Les cones males sont plus gros, de couleur
jaunatre, ovoides et groupés sur un petit rameau, alors que les cones femelles sont tout petits
et de couleur rougeéatre (Theron, 1964 ; Charrier, 2004).

La classification de I’espéce Pinus pinea L. est représentée comme suit (Sbay et
Hadjib, 2016) :

e Embranchement : Spermaphytes.

e Sous embranchement : Gymnospermes.
e Classe : Coniféropsidae.

e Ordre : Coniférales.

e Famille : Pinaceae.

e Genre : Pinus.

e Espece : Pinus pinea L.

11.2. Composition chimique des graines de Pinus pinea L.

La graine de P. pinea L. qui est représentée par I’amande recouverte d’une coque
ligneuse est une graine riche en lipides (Agrimi et Ciancio, 1993).
D’aprés Kadri et al. (2015) I’étude physicochimique des graines de P. pinea L. du Nord
Algérie montre qu’elles sont composées de 19,78% des lipides représentés principalement par
’acide oléique, linoléique, palmitique et ’acide stéarique, de 1,16% des sucres, de 14,25%
des protéines, de 7,99% des polyphénols totaux et de 2,17% des flavonoides avec un taux
d’humidité de 8,47%.
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Elles présentent aussi une richesse en vitamines telles que la vitamine B1, B2, B3, B9, E et K

mais aussi en fer et en potassium (Sbay et Hadjib, 2016).

11.3. Les protéines de réserve de Pinus pinea L.

Les protéines de réserve végétales sont considérées parmi les aliments de base de
I’étre humain, elles fournissent plus de la moitié des protéines totales.

Pour les graines de P. pinea L., les globulines représentent la plus grande partie des
protéines totales (environ 75%), les albumines représentent 15%, les glutélines 10%, les
prolamines sont les moins abondants et ne représentent que 1 a 2% (Nasri, 2007).

11.4. Quelques activités biologiques de Pinus pinea L.

L’espéce Pinus pinea L. représente une valeur importante dans plusieurs domaines
notamment en menuiserie pour la bonne qualit¢ du bois de son arbre, en cuisine et en
confiserie pour le gout apprécié de ses amandes (Sbay et Hadjib, 2016).

Elle présente aussi des activités biologiques qui sont réesumées dans le tableau ci-dessous

Tableau I1: Exemples des activités biologiques de Pinus pinea L.

Activités biologiques La fraction responsable de Réference
Pactivité
Effet fongicide Huiles essentielles Amri et al., 2012
Activité antimicrobienne Huiles essentielles Fekih et al., 2019
Activité antioxydante extrait phénolique Fekih et al., 2019
Activité gastro-protective Huile végétale Sbay et Hadjib., 2016
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1. L’inflammation intestinale

I11.1. Généralités sur I’inflammation

L’inflammation est un moyen physiologique de défense de I’organisme vis-a-vis des
différentes agressions qui peuvent étre exogénes telles que les agressions chimiques (acide,
base, etc.), physiques (froid et chaud, irradiations par les rayons, etc.) et biologiques (toxines
bactériennes, virus, etc.) ou méme les agressions endogenes. Elle se termine par 1’élimination
de ’agent pathogéne causant cette agression (Ndiaye et al., 2006).

La réaction inflammatoire se fait par Dintervention des cellules immunitaires
(phagocytes, lymphocytes, polynucléaires neutrophiles, basophiles, etc.) et des molécules
telles que les cytokines pro-inflammatoires et anti-inflammatoires. Elle est caractérisée par
quatre principaux signes macroscopiques qui s’observent au niveau des tissus affectés : une

chaleur, une rougeur, un gonflement et une douleur (Yougbare-Ziebrou, 2015).

I11.2. Les maladies inflammatoires de I’intestin

Les maladies inflammatoires intestinales (MII) sont un groupe de troubles
inflammatoires du tractus gastro-intestinal caractérisés par une réponse immunitaire anormale
aux antigenes du contenu intestinal qui conduit a un état inflammatoire persistant (Roda,
2010). Elles englobent plusieurs conditions inflammatoires chroniques, notamment la
rectocolite ulcéreuse ou rectocolite ulcéro-hémorragique (RCH) et la maladie de Crohn (MC)
qui peuvent étre associent par des manifestations extra-intestinales, en particulier, les

manifestations articulaires et oculaires (Chaoui et al., 2005).

111.2.1. Anatomie du colon

Le colon est une partie du tube digestif, nommé aussi le gros intestin, situé dans
I’abdomen entre le caecum et le rectum. Il mesure environ 1,5 m de longueur et 8 cm de
diametre. Ses principaux rdles sont d’excréter les déchets, de maintenir 1'équilibre hydrique,
de réabsorber l'eau ainsi que d’absorber certaines vitamines telles que la vitamine K
(Cassilde, 2016).

Le colon est divisé en quatre principales parties : le colon ascendant ou droit, le colon
transverse, le colon descendant ou gauche et le colon sigmoide.

Histologiquement, de I'intérieur (lumiere) vers I’extérieur, la paroi colique et rectale
est constituée de quatre couches :
e La muqueuse : comporte un revétement épithélial, soutenu par un tissu conjonctif appelé la

lamina propria, son architecture est caractérisée par la présence des tubes droits appelés
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cryptes. La base des cryptes repose sur une mince couche de tissu musculaire lisse appelée
muscularis mucosae qui sépare la muqueuse de la sous-muqueuse.

e La sous-muqueuse : constituée de tissu conjonctif contenant des vaisseaux sanguins et un
réseau de nerfs sympathiques.

e La musculeuse : ou muscularis propria, tunique épaisse constituée de cellules musculaires
lisses.

e La séreuse pour le colon ou mésorectum pour le rectum, (Zacharias et Semtchenko,
1982): c’est une mince couche de cellules mésothéliales représentant la bordure externe de
cette structure (Geobs, 2003).

La figure ci-dessous représente un schéma de I’anatomie du colon et d’une coupe histologique

de sa paroi.

MUSCULEUSE :

couche longitudinale [_/-\
couche circulaire \\\Q\\

Colon transverse

T, TN

-
P S

Colon ascendant-— ~ Célon SOUS-MUQUEUSE =
0 ~" desccendant musculans mucosae [
- ; Ileon
cecum — L / )/ MUQUEUSE
- 4
Célon sigmoide Lumiére digestive
Rectum —— —*
Anus .

Figure 01 : Schéma représentant 1’anatomie du colon et la coupe histologique de la paroi
colique (Derkinderen, 2010 ; Giorgerra, 2019).

111.2.2. La rectocolite ulcéro-hémorragique (RCH)
111.2.2.1. Définition de la RCH

La rectocolite ulcéreuse se manifestant par une inflammation et une ulcération qui
affectent le colon et le rectum et n'impliquent généralement que la muqueuse ou la muqueuse
la plus interne (katheel, 2003).
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111.2.2.2. Formes de la RCH
En fonction de I'étendue anatomique de l'atteinte, la colite ulcéreuse peut étre présente
sous quatre formes:
e La rectite ulcéreuse ou proctite, qui se limite au rectum.
e La proctosigmoidite, touche le rectum et le colon sigmoide.
e La colite distale, ou colite du coté gauche, s’étend du rectum jusqu’au colon descendant.

e La pancolite, touche le colon en entier (Baumgart et Sandborn, 2007).

()

Figure 02 : Schéma représentant les formes de la rectocolite ulcéro-hémorragique.

(a): rectite, (b): proctosigmoidite, (c): colite distale, (d) : pancolite (Mennecier, 2017).

111.2.3. Maladie de Crohn (MC)

Contrairement a la RCH, la MC se manifeste par une inflammation transmurale qui
affecte n’importe quel endroit du tractus gastro-intestinal, mais les régions les plus affectées

sont I’iléon terminal, le colon et I’anus (Benamer, 2018).

111.2.4. Les signes cliniques

Les symptomes des MII en stade précoce comprennent un relachement progressif des
selles, des crampes abdominales et de diarrhée. Au fur et a mesure que la maladie passe de
légere a plus grave, d’autres symptomes sont observés et qui sont une perte de poids, une
fatigue, une perte d'appétit, présence du mucus dans les selles, des saignements rectaux graves
et une fievre (Katheel, 2003).

D’autre signes cliniques sont propres a la maladie de Crohn peuvent apparaitre sont

des abces et des fistules anales.

1
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111.2.5. Anatomopathologie

La RCH est une inflammation recto-colique continue, qui commence de la jonction
ano-rectale s’étend vers le haut et ne dépasse pas le colon, elle est caractérisée
macroscopiquement par une muqueuse rouge et fragile, un saignement muqueux, des érosions
et des ulcérations, alors que histologiquement, elle caractérisée par la présence des distorsions
glandulaires et un infiltrat plasmocytaire.

La MC est caractérisée macroscopiquement par un érythéme, des ulcérations
superficielles ou profondes, des sténoses ulcérées et des fistules. Histologiquement, elle est
caractérisee par des distorsions glandulaires, un infiltrat lymphoplasmocytaire et des

granulomes épithélioides (Dray et Mrteau, 2007 ; Abergel et al., 2015).

111.2.6. Mécanisme de pathogénicité

Les cellules épithéliales intestinales (CEI), en plus de leurs fonctions digestives,

représentent une barriére physique et chimique entre la lumiere intestinale et le milieu interne.
Parlant de la barriere physique, il existe des jonctions entre les cellules épithéliales qui
rendent la muqueuse impénétrable par les bactéries luminales. Alors que chimiquement, la
barriere intestinale est représentée par une couche visqueuse de mucus contenant des peptides
antimicrobiens qui ont la capacité de lyser les membranes des bactéries pathogénes (Roda,
2010 ; Kokten, 2016).
Il est a noter aussi que la muqueuse intestinale contient également des cellules de I'immunité
innée, qui sont les cellules dendritiques, les polynucléaires neutrophiles et les
monocytes/macrophages, en nombre important pour lutter contre les agressions microbiennes
(Kokten, 2016).

Etant donné limportance de I¢épithélium dans les mécanismes de régulation de
I'immunité intestinale ainsi que la tolérance que présente le systeme immunitaire vis-a-vis des
microorganismes commensauy, il est clair que des défauts a I'un de ces niveaux (les jonctions,
la couche de mucus et les cellules immunitaires intestinales) a cause des facteurs
environnementaux et génétiques, pourraient étre le principal mécanisme pathogene qui
provogue la perte de la fonction de la barriére et donc de la tolérance de systéme immunitaire
aux microorganismes luminaux et par conséquence une activation excessive du systeme
immunitaire muqueux, puis 1’apparition d’une inflammation chronique contre leurs antigénes,

comme cela se produit dans les Ml (Kokten, 2016 ; Roda, 2010).
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Par exemple, Escherichia coli qui est une bactérie commensale retrouvée dans le colon, peut
étre impliqué dans I’'inflammation et les taux d’anticorps anti-E.coli se trouvent plus élevés
chez les patients atteints des MII que les sujets sains (Benamer, 2018).

D’un point de vue mécanistique, cette activation excessive de la réponse immunitaire se
traduit par une augmentation du taux de cytokines pro-inflammatoires (Interleukine-1 ou IL-1,
IL-6, IL-8, facteur de nécrose tumorale (TNF-a)) (Kokten, 2016).

D’une autre part, les résultats de I’étude de Soderholm, 1999 ont montré qu’une
augmentation de la perméabilité de la barriere intestinale permet une augmentation de la
perméabilité des macromolécules ayant un potentiel antigénique chez I'nomme notamment
aux protéines alimentaires non dégradées. Cette augmentation de la charge d'antigenes dans la
lamina propria pourrait étre un déclencheur de I’inflammation des muqueuses et donc un

événement pathogene initiateur de la maladie de Crohn.

II1.2.7. Traitement de I’inflammation intestinale

Aucun des traitements médicaux des MII qu’on dispose aujourd’hui ne permet la
guérison totale, mais ils permettent d’induire une rémission clinique et de stabiliser la
maladie. Le traitement comprend plusieurs classes de médicaments a savoir les amino-
salicylates, les corticostéroides, les antibiotiques, les immuno-modulateurs et les anti-TNF. Le
choix du traitement dépend du type de MII, de la sévérité symptomatique et lésionnelle ainsi
que de la tolérance de ’organisme vis-a-vis de ce traitement (Iémann, 2007).
Le tableau ci-dessous résume les différentes classes de traitements des MII avec quelques

exemples des médicaments les plus utilisés :

Tableau 111 : Exemples des traitements des maladies inflammatoires de [Iintestin
(Mennecier, 2017).
Les amino- Les Les Les corticoides | Les anti-TNF
salicylates immunosuppresseurs |  antibiotiques
Sulfasalazine, Thiopurines Métronidazole, Prednisone, Infliximab,
Mésalazine. (Azathioprine et Ciprofloxacine. Budésonide. | Adalimumab.
mercaptopuringe),
Methotrexate.
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Malgré Defficacit¢ observée de ces médicaments, sauf qu’a usage prolongé, ils
présentent des effets secondaires (pancréatite, néphrite, hépatite, insuffisance rénale, etc.) et
compromettent la qualité de vie des patients (Mennecier, 2017).

D’autre part, le traitement chirurgical peut étre nécessaire pour la grande partie des
patients atteints des MII (dans 20% des patients atteints de la RCH et dans 80% des patients
atteints de la MC) sauf qu’il est potentiellement curatif dans la RCH puisqu’elle ne touche que
le colon et le rectum et pas curatif dans la MC car cette derniére peut récidiver dans un autre
segment digestif. Il sert a réséquer I’ensemble de la muqueuse colorectale atteinte.

Dans le cas de la RCH, deux types d’intervention chirurgicale peuvent s’effectuer: une
colectomie subtotale avec anastomose iléo-anale et une coloproctectomie avec iléostomie
terminale. L’anastomose iléo-rectale peut étre appliquée si le rectum n’est pas touché et c’est
rarement le cas. Alors que dans la MC, les interventions les plus courantes sont les résections
du gréle emportant les segments les plus lésés, la colectomie subtotale avec anastomose iléo-
rectale dans le cas de MC avec rectum conservé et anastomose iléo-anale dans le cas d’une
atteinte rectale (Maggiori, 2012).

111.2.8. La différence entre MC et RCH

Le tableau ci-dessous represente les différences entre la RCH et la MC.

Tableau IV: Les principales différences entre la RCH et le MC (Yantiss et odze, 2006 ;
Dray et Marteau, 2007).

Caracteristiques Rectocolite ulcéro- Maladie de Crohn

hémorragique

Distribution de la maladie Diffuse et continue Segmentaire

Atteinte rectale Toujours Occasionnellement
Atteinte iléale Occasionnellement Souvent
Localisation de la maladie | Superficielle (muqueuse) Transmurale

dans la paroi colique

Sévérité de la maladie

Augmentant vers I’extrémité

distale

Instable et variable

Caractéristiques

macroscopiques

Saignement muqueux,
érosions, ulcérations

superficielles

ulcérations superficielles ou
profondes, sténoses ulcérées,

fistules, abceés

Caractéristiques

histologiques

Distorsions glandulaires,

infiltrat plasmocytaire

Fissures profondes, infiltrat

lymphoplasmocytaire
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Environ 5% des patients atteints de MII sont inclassables aprés avoir pris en compte
des criteres cliniques, radiologiques, endoscopiques et pathologiques, car ils présentent
certaines caracteristiques des deux affections. C'est ce que l'on appelle « MIl, type non
classifié » (Mowat, 2010).

[11.3. L’intervention de stress oxydatif dans I’inflammation intestinale

Les especes réactives oxygénées (ERO) sont des espéces chimiques dérivées de

I’oxygene mais plus actives que 1’oxygeéne et qui peuvent €tre d’origine exogene (exposition
environnementale telle que le tabac, 1’alcool et les ultraviolets) ou d’origine endogéne (en cas
d’une inflammation). Elles sont aussi appelées les radicaux libres.
Les ERO sont indispensables a I’organisme car elles participent dans plusieurs processus
physiologiques, mais leur présence en taux élevé dépassant le pouvoir antioxydant de
I’organisme méne aux dommages sur les lipides, les protéines et les acides nucléiques. Cette
perturbation de la balance: oxydants (ERQO)/ antioxydants, est qualifiée de stress oxydatif. Ce
dernier peut étre d a une sur expression des ERO, a un défaut dans le systeme antioxydant ou
a une insuffisance d’apport nutritionnel antioxydant (Berger, 2006).

Les MII sont caractérisés par un déséquilibre entre la production des ERO et
d'antioxydants. Dans le cas d’une inflammation du tissu intestinal, les neutrophiles migrent
vers le site enflammé pour défendre contre ’agression par plusieurs mécanismes notamment
par la libération des granules qui comprennent I’enzyme myéloperoxydase (MPQO). Cette
derniere produit des oxydants et exerce une activité antimicrobienne (Serteyn et al, 2003 ;
Oury et al, 2016).

Lorsque la réaction inflammatoire devient incontrélée, Iinfiltration des neutrophiles
augmente et donc le taux des oxydants produits par la MPO devient énorme dépassant le
pouvoir anti oxydant de ’organisme, ce qui provoque des lésions de I’ADN, une oxydation
des protéines et une peroxydation des lipides notamment les acides polyinsaturés de la
membrane des cellules épithéliales intestinale, ce qui entraine sa perturbation et donc une

augmentation de la perméabilité intestinale (Oury et al., 2016).
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I. Matériels
I.1. Matériel végétal

A. Préparation de la poudre végétale

Les graines de pin pignon ont été récoltées du parc national de Chréa, wilaya de Blida.
Elles ont été lavées avec I'eau distillée, séchées a I’aire libre puis broyées a 1’aide d’un
broyeur mécanique jusqu’a obtention d’une poudre fine.

Une étape de délipidation est nécessaire avant ’extraction des protéines. Pour cela, la
poudre a été délipidée a 1’aide de soxhlet pendant 6 h en utilisant comme solvant organique
I’hexane a (1:10, m/v). La poudre récupérée a été séchée puis tamisée a I’aide d’un tamis de

200 de diamétre de pores.

1.2. Matériel animal

L’étude pratique a été effectuée sur des souris femelles Swiss albinos, procurees de
laboratoire de recherche et de développement de SAIDAL, Alger. Elles ont été hébergées
dans des cages au niveau de ’animalerie avec une température de 22 + 1 °C, une humidité
relative de 55 = 10% et de 12 h / 12 h de cycle lumiere / obscurité. Les cages sont dotées
d’une alimentation standard en granulés et de lI'eau ad libitum.
1.3. Réactifs et appareillages

Tableau V : Réactifs et appareillages utilisés

Etapes Réactifs Appareillage
Extraction Eau distillée Broyeur mécanique
Hexane Balance
NaOH (0,1 M) Soxhlet
HCI (0,1 M) Tamis
NaCl (0,5 M) pH metre
Centrifugeuse
Agitateur
Lyophilisateur
Sédation Acépromazine (10 mg/ml) Seringue
Evaluation clinique Balance
Thermometre
Induction Acide acétique 5% sonde intra-rectale

1
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Traitement Eau physiologique 0,9% Sonde de gavage
Sulfasalazine (100 mg/kg)
Extraits protéiques (100 ;
200 et 300 mg/Kg)
Dissection Trousse a dissection (pinces,
ciseaux)
Observation macroscopique Pied a coulisse
Balance
Loupe

1. Méthodes

I1.1. Extraction et préparation de ’extrait protéique

L’extraction des protéines de graines de Pinus pinea L. a été effectuée en utilisant la
méthode d’extraction alcaline et précipitation au point isoélectrique (Sumner et al., 1981).
v Principe

La technique d'extraction alcaline et précipitation isoélectrique est basée sur la
solubilisation alcaline des protéines, I'élimination de la matiere insoluble par centrifugation, la
précipitation des protéines a un pH correspondant au point isoélectrique et la collecte des
protéines précipitées par centrifugation.
v" Mode opératoire

Le protocole a été decrit par Sumner et al. (1981) avec quelques modifications.
a/ Alcalinisation

La poudre délipidée a été mélangée avec 1’cau distillée (1:30, m/v) et le pH a été
ensuite porté a 9 avec une solution de NaOH a 0,1 M (Annexe 01). Le mélange a été laissé
sous agitation de 200 rpm pendant environ 76 min. Le tout a été ensuite centrifugé a 3000 rpm
pendant 10 min, le surnageant contenant les protéines a été récupéré pour I’acidification alors
que le culot a été épuisé pour un meilleure rendement.
b/ Acidification

Le pH de surnageant a été porté au point isoélectrique des protéines avec une solution
de HCI 0,1 M sous une agitation de 200 rpm pendant environ 67 min. Ensuite, le mélange a
été centrifugé a 3000 rpm pendant 10 min, le surnageant a été éliminé et le culot contenant les
protéines a été récupéré, lavé avec de I’eau distillée, neutralisé avec le NaOH 0,1 a pH 7 et les

protéines ont été lyophilisées et enfin solubilisées dans une solution saline.
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11.2. Dosage des protéines totales

Le dosage des protéines a été effectué selon la méthode de Bradford (Bradford,
1976).
v Principe

Cette méthode colorimétrique est basée sur le changement de la couleur de bleu de
Coomassie qui est manifesté par un changement d’absorbance. Ce changement de couleur est
dl a l’interaction du colorant avec les acides aminés basiques et les résidus hydrophobes des
acides aminés des protéines présentes dans la solution.
v" Mode opératoire

Dans un volume de 100 pl de I’échantillon, un volume de 3 ml du réactif de Bleu
Brillant de Coomassie (G 250) préparé a I’avance a été ajouté, le mélange a été mis a 1’abri de
la lumiére pendant 5 min. Ensuite, ’absorbance a été mesurée par spectrophotometre UV a
595 nm et la concentration protéique des échantillons a été estimée en se référant a la courbe
d’étalonnage de la solution du sérum albumin bovin (BSA) (Annexe 02). Toutes les étapes

sont résumées dans la figure 03.
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Préparation de la matrice vegétale :
-Récolte
-Lavage
-Séchage
-Broyage
v
Délipidation par Soxhlet :
-Matrice végétale/hexane (1:10, m/v) a 40
°C
v
-Récupération de la poudre et séchage
-Tamisage (@ = 200 pm)
v

Extraction :

A. Alcalinisation

- Poudre/eau distillée (1:30, m/v)

- pH basique (NaOH 0,1 M, pH 9)

v

Centrifugation (3000 rpm, 10 min)
[

Epuisement:
- Eau distillée
- pH basique (NaOH 0,1 M, pH 9)

3
Centrifugation:
(3000 rpm, t= 10 min)

v

B. Acidification ¥
- pH acide (HCI 0,1 M, pH Elimination
isoélectrique) du culot

¥
Centrifugation :
(3000 rpm, t= 10 min)

v
Récupération Neutralisation : Solubilisation
de culot | | Lavage avec | ] -, —— L,
contenant  les Peau distillée (NaOH 0,1 M, Lyophilisation dans une
protéines pH 7) solution saline

Figure 03 : Schéma résumant le protocole expérimental de 1’extraction des protéines des

graines de Pinus pinea L.
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11.2. Evaluation de P’activité anti-inflammatoire

v Principe :

L’¢tude de l'activité anti-inflammatoire de I’extrait protéique des graines de Pinus
pinea L. sur linflammation intestinale est basée sur I’induction de I’acide acétique
CH3COOH par voie rectale chez les souris des lots acide acétique, référence et essais puis sur
la comparaison des résultats obtenus avec les résultats de sulfasalazine, médicament de
référence.

Mode opératoire :
Organisation des lots :

La veille de lexpérimentation, six lots ont été construits : lot témoin, lot acide
acetique, lot référence et 3 lots d’essais pour 3 différentes concentrations. Chaque lot est
composeé de 10 souris pesant entre 20 et 40 g et d’age moyen de 5 semaines qui ont été
identifiées et pesées. Le jour méme, les solutions utilisées a savoir, Acépromazine (10
mg/ml), T’acide acétique 5%, sulfazalazine (100 mg/Kg) et les extraits protéiques ont été

préparees (Annexe 01).

11.2.1. Induction de la rectocolite

La rectocolite a été induite selon le protocole décrit par Randhawa et al. (2014) avec
quelques modifications. En premier lieu, les souris ont été légerement sédatées par
administration de 0,10 ml de I’Acépromazine (10 mg/ml) par voie intra péritonéale.
En deuxi¢me licu, la colite a été induite par administration de 0,15 ml de I’acide acétique a
5% par voie rectale a l'aide d’une sonde de 2 a 3 cm dans l’anus en position
de Trendelenburg, par la suite ’animal a été maintenu en position téte en bas pendant 20 a 30

s pour assurer une distribution uniforme de la solution injectée et éviter son rejet.

11.2.2. Traitement

Apres 2 h de I’induction, différents traitements ont été appliqués sur les lots pendant 7
jours une fois par jour pour tester I’activité anti-inflammatoire.

Les étapes de protocole sont représentées dans le tableau ci-dessous
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Tableau VI : Les étapes de protocole de I’étude de I’activité anti-inflammatoire de I’extrait protéique des graines de P. pinea L.

Lots Lot témoin Lot A. | Lot référence Lot essai 1 Lot essai 2 Lote essai 3
Etapes acétique
Sédation / 0,10 ml de I’ Acépromazine par voie intra péritonéale
Induction / 0.15 ml de I’acide acétique par voie rectale
Apreés 2h
Traitement 0,3 ml de I’eau 0,3 ml de lanti| 0,3 ml de 'extrait de | 0,3 ml de I’extrait de | 0,3 ml de I’extrait de
(Administration | physiologique/ inflammatoire concentration [C]:= | concentration  [C].= | concentration  [C]s=
par gavage) souris / Sulfasalazine 100 mg/Kg / souris | 200 mg/Kg / souris 300 mg/Kg / souris
(100 mg/Kg) /
souris

Les étapes réalisées, sédation, induction et traitement sont représentées dans la figure ci-dessous.

C. Traitement

Figure 04 : Photos prises représentant le protocole de 1’é¢tude de I’activité anti-inflammatoire de ’extrait protéique des graines de P. pinea L.

E
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11.2.3. Observation clinique

Enfin, I’observation clinique a été effectuée pendant les 7 jours de traitement, les
parametres qui ont été examinés sont :
Evaluation pondérale.
Evaluation thermique.
Saignements (Epistaxis, rectorragie, hémorragie générale, otorragie, érytheme rectale).
Aspect des selles (Dure, molle, diarrhée aqueuse, diarrhée muqueuse, diarrhée
hémorragique et diarrhée muco-hémorragique).
Douleurs.

Les résultats ont été exprimés selon les scores suivants :

Tableau VII : Les differents scores cliniques

Score de Score de consistance | Score de saignement Scores de douleur
variation du des selles
poids
v' 0: Aucune v 0:Selles normales |v* 0:Pasde v' 0: Pas d’expression
perte v' 1et 2: Selles molles saignement visible
v 1:1-5% v’ 3et4: Diarrhée v’ let2:Saignement |v° 1: Expression
v 2:5-10% léger caractérisant une
v 3:10-20% v’ 3 et 4: Saignement douleur modérée
v 4:>20% important v’ 2: Expression
caractérisant une
douleur sévére

En plus de ces scores, I’activité de la maladie a été exprimée par un indice : Disease

activity index (DAI) qui est calculé par la somme des 3 scores : score de la variation du poids,

score de saignement et score de la consistance des selles.

v" 0-2: Absence de la pathologie.
v' 2-3: Faible installation de la pathologie.
v' 4-5: Installation de la pathologie.
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11.2.4. Analyse macroscopique

L’analyse macroscopique consiste a évaluer la gravité de I’ulcération induite par
’acide acétique. Pour cela, le huitieme jour, les souris ont été sacrifiées par dislocation
cervicale puis disséquées, les colons, les foies et les rates ont été récupérés. Les colons ont été
coupés soigneusement au niveau de la partie de la jonction iléo-caecale et celle du rectum
proximal puis lavés avec I’eau physiologique.

L’observation a été faite a 1’aide d’une loupe et le score d'inflammation a été évalué en
prenant compte les signes de linflammation tels que la présence ou l'absence d'ulcére,
d’cedéme, d’hyperhémie ou d’autres changements morphologiques. Les criteres d'évaluation
des dommages macroscopiques ont été exprimés par des scores en utilisant une échelle allant
de 0 a 4 comme suit (Morris et al., 1989) :

v 0: Aucune modification macroscopique.
1: Erythéme de la muqueuse uniquement.
2: Léger cedéme de la muqueuse, léger saignement ou petites €rosions.

3: (Edéme modér¢, légers ulcéres saignants ou érosions.

< N X X

4: Ulcération grave, cedéme et nécrose tissulaire.
Encore, la longueur de chaque colon a été mesurée a 1’aide de pied a coulisse digital
de la jonction iléo-caecale au rectum proximal et le poids a été pris a I’aide d’une balance.

Ces manipulations sont illustrées dans la figure ci-dessous
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olon

Figure 05 : Photos prises représentant les étapes de I’étude macroscopique des colons.

11.2.5. Analyse statistique

L’analyse statistique a été réalisée en utilisant le logiciel Graphe Pad Prism 7.0,
software, one Way, par ANOVA, suivi du test de Tukey pour la comparaison statistique. Les
résultats des tests ont été exprimés en moyenne + SEM et les différences ont été considérées

comme significatives (*) a P<0,05.
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I. Dosage des protéines totales

Le dosage des protéines extraites des graines de Pinus pinea L. a été réalisé par la
méthode de Bradford et les résultats obtenus ont montré que le taux des protéines dans
’extrait est de 86,62 g / 100 g de ’extrait protéique. Ce taux de protéines est supérieur a celui
trouvé par 1’étude de Abbou et al. (2020) sur les protéines des graines de Pinus halpensis
Mill. Cette différence peut étre due a I’origine de ’espéce a savoir les conditions climatiques

ainsi qu’a la méthode d’extraction utilisée.

I1. Evaluation de activité anti-inflammatoire

La présente ¢tude consiste a ¢valuer ’activité anti-inflammatoire de ’extrait protéique
des graines de Pinus pinea L. sur I’'inflammation intestinale.

Afin de répondre a cette problématique, I'inflammation a été induite in vivo en
administrant ’acide acétique CH3COOH a 5% par voie rectal. Plusieurs agents peuvent étre
utilisés afin d’induire une ulcération chez un modéle animal mais I’inflammation induite par
I’acide acétique présente des similitudes avec celle observée chez I’étre humain, pour cela, il a
été choisi comme inducteur (Randhawa et al., 2014).

Ensuite, quelques paramétres ont été examines a savoir 1’observation clinique et
I’analyse macroscopique par la méthode des scores. L’activité anti-inflammatoire de I’extrait

a éte comparée avec celle de sulfasalazine, médicament de référence.

I1.1. Observation clinique

Aprés injection de I’acide acétique par voie intra rectale, une observation clinique
comportant les différents changements physiologiques et comportementaux a savoir le poids
de I’animal, la consistance des selles, le saignement ainsi que la douleur, a été faite et les
résultats ont été exprimés par des scores cliniques. Encore, I’activité de la pathologie a été
exprimée selon le DAI.

Les figures ci-dessous (Figure 6 et 7) illustrent I’évolution du poids avec les signes
cliniques observés chez les souris des différents lots (acide acétique, référence et essais) et

I’évaluation de I'indice de I’activité de la maladie en fonctions des jours, respectivement.




Résultats et discussion

40-

-~ E1
= E2
-4 E3
—¥— Référence

w
T

Poids (g)

& Acide acétique

DA: Diarrhée

DM: Diarrhée muqueunse
ER: Erythéme

RAS: Rien a signaler

S: Saignement

W
T

25

Jours

Figure 06 : Evolution pondérale des lots acide acétique, référence et essais en fonctions des
jours. (E1: 100 mg/Kg, E2: 200 mg/Kg, E3: 300 mg/Kg)
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Figure 07 : Evaluation de l'indice de I’activité de la maladie chez les lots acide acétique,

référence et essais en fonctions des jours. (E1: 100 mg/Kg, E2: 200 mg/Kg, E3: 300 mg/Kg)
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Les résultats obtenus pour chaque lot sont représentés comme suit :
Lot témoin: Aucune modification clinique ou comportementale n’a été observée chez les

souris et leur état est resté stable pendant toute la période de I’expérimentation.

Lot acide acétique: Une chute de poids importante a été observée tout au long des jours de
traitement avec une moyenne de (29,300 = 0,522 g) et des scores de variation de perte de
poids a des valeurs maximales ont été enregistrés (variation de la perte de poids >20%
correspondant a un score de 4). Ainsi, des diarrhées muqueuses et hémorragiques, une
rectorragie, un érythéme et des douleurs sévéres ont été enregistrés sans aucune amélioration
enregistrée pendant les jours de traitement.

Selon le DAL, la maladie a été installée le 1°" jour apres son induction et aucune diminution de

son activité n’a été observée pendant les 7 jours de traitement.

La structure de la muqueuse intestinale est maintenue par un équilibre entre la perte
apoptotique et la régénération cellulaire. Dans le cas des pathologies intestinales, notamment
dans les maladies inflammatoires de I’'intestin (MII), sous I’exposition aux cytokines pro-
inflammatoires telles que le TNF-a, la fréquence de I’apoptose épithéliale augmente, ce qui
altere la barriere intestinale et donc la capacité du colon a absorber 1’cau et les ions diminue,
cela induit leur perte dans la lumiere intestinale, d’ou vient I’apparition des diarrhées

(Schulzke et al., 2016).

Lot référence: Une chute de poids a été observée les premiers jours suivie d’une stabilisation
entre le 3°™ et le 7°™ jour avec une moyenne du lot de (28,600 + 0,481 g). Ainsi, les
symptomes indésirables tels qu’une diarrhée, un érythéme et des signes cliniques de douleur,
ont été observés a partir de 2°™ jour, puis, I’état général des souris a été amélioré
progressivement pendant les derniers jours, une diarrhée Iégére a été enregistrée apreés le 3°m
jour.

En observant le DAI, la pathologie a été installée des le 1° jour, puis son activité a été

diminuée a partir de J4.

La disparition des diarrhées en fur et & mesure de ’administration de sulfasalazine est
expliquée par son pouvoir de diminuer partiellement le taux de TNF-a (Sakthivel et al.,
2013).
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Nos résultats obtenus pour les lots acide acétique et référence sont en accord avec les
résultats de Topcu-Tarladacalisir et al. (2013) et Ghasemi-Pirbaluti et al. (2017).

Lot essai E1: Une chute de poids a été remarquée le 2°™ jour suivie d’une stabilisation, avec
une moyenne de (32,300 + 0,644 g) et des faibles scores de variation du poids (Score 2).
Ainsi, Une diarrhée, un érythéme et des douleurs ont été observés entre le 2°™ et le 4°™ jour
puis & partir de 5°™ jour rien n’a été signalé, la consistance des selles est devenue molle puis
normale et les souris ont repris leur activité.

Selon le DAL, la pathologie a été installée le 1* jour, puis son activité a été diminuée au bout

des 7 jours.

Lot essai E2: Une chute de poids a été observée le 2°™ jour suivie d’une stabilisation les
autres jours, la moyenne du lot était de (31,900 + 0,595 g). Une diarrhée, un érytheme, une
rectorragie et des douleurs ont été observés a partir de 2°™ jour, puis ils ont été diminués
progressivement & partir de 4°™ jour jusqu’au rétablissement presque total le 7™ jour.

Selon le DAL, la pathologie a été bien installée le 1° jour, puis elle a diminuée au bout des 7

jours de traitement.

Lot essai E3: Une chute de poids a été remarquée le 2°™ jour jusqu’au 4°™ jour suivie d’un
léger gain entre J5 et J7, la moyenne enregistrée était de (30,100 + 0,670 g). Une diarrhée, un
érythéme, une rectorragie et des douleurs ont été observés a partir de J2, puis a partir de J5
des selles normales et des selles dures ont été enregistrées et 1’état général des souris a été
amelioré.

Selon le DA, la maladie a été installée le 1°" jour puis son activité a commencé a diminuer le

4°™ jour.

La perte de poids pourrait étre due a une réduction de l'appétit (Ghasemi-Pirbaluti et
al., 2017).

L’analyse statistique de I’évolution pondérale a montré¢ une différence significative
entre les lots E1l/acide acétique et E2/acide acétique (P<0,05), mais aucune différence entre
E3/acide acétique, ni entre référence/acide acétique (P>0,05).

En paralléle, une différence significative a été enregistrée entre les lots E1/référence et E2
référence (P<0,05), contrairement au lot E3 qui n’a présenté aucune différence significative

avec le lot référence.
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Nous avons remarqué que notre extrait administré a pu atténuer les signes cliniques
observés chez les souris et améliorer leur état général par rapport aux souris de lot acide
acétique et d’une meilleure facon que le médicament sulfasalazine. Ainsi, I’installation de la
maladie a été diminuée en fur et a mesure de I’administration de I’extrait jusqu’au presque

une disparition de son activité le 7°™ jour.

11.2. Observation macroscopique

L’analyse macroscopique des colons a été réalisée aprés dissection des souris et les
différentes modifications ont été enregistrées et exprimées selon des scores établis par Morris
et al. (1989) allant de 0 a 4, la longueur des colons a été aussi prise et les résultats obtenus

sont représentés dans les figures ci-dessous :

Figure 08: Morphologie des colons aprés induction de I’inflammation et traitement avec
sulfasalazine pour le lot référence et avec I’extrait protéique des graines de P. pinea L. pour
les lots essais. (A). Groupe ulcéré non traité, (B). Groupe essai traité avec ’extrait (Méme
morphologie obtenue avec les trois concentrations), (C). Groupe référence traité avec

sulfasalazine, (D). Groupe témoin non ulcéré et non traite.

E
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Scores macroscopiques

Figure 09 : Scores macroscopiques des différents lots. Les résultats sont exprimés en
moyenne + SEM. *(P<0,05) par rapport au lot acide acétique. (E1: 100 mg/Kg, E2: 200
mg/Kg, E3: 300 mg/Kg)
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Figure 10 : Effet de I’extrait protéique des graines de P. pinea L. sur la longueur des colons.
Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. *(P<0,05) par rapport au lot acide acétique.
(E1: 100 mg/Kg, E2: 200 mg/Kg, E3: 300 mg/Kg)

30



Résultats et discussion

Lot témoin :
Toutes les souris du lot témoin ont présenté des colons sains sans aucun changement
morphologique ou phénotypique, en effet, un score macroscopique de (0,00 £ 0,00) a été

enregistreé.

Lot acide acétique :

L’analyse macroscopique des colons du lot acide acétique a révélé des dommages graves
manifestés par une hyperémie, un cedéme, un érythéme et des ulcérations indiquant une
atteinte grave des colons par I'inflammation, cela a été exprimé par un score €levé de (3,00 +
0,32).

Ces résultats trouves sont en accord avec les études réalisées par Topcu-Tarladacalisir et al.
(2013) et Ghasemi-Pirbaluti et al. (2017) et Thippeswamy et al. (2011) qui ont trouveé un
score significativement éleve par rapport au lot témoin.

Ainsi, la longueur des colons a subi une réduction significative (89,73 + 1,38 mm) par rapport

aux colons des souris témoins (P<0,05).

L’action ulcéreuse de I’acide acétique qui réside dans la perturbation des cellules

épithéliales peut étre expliquée par la libération de I’acide sous forme protonique ce qui
provoque une acidification massive du milieu interne de ces cellules (Randhawa et al.,
2014).
Ainsi, la rougeur, I'eedéme et méme I’ulcération sont expliqués par I’augmentation de la
perméabilité vasculaire induite par le leucotriene B4 (LB 4), un agent chimiotactique issu du
métabolisme de I’acide arachidonique, induisant la chimiotaxie des neutrophiles (Sharon et
al., 1985).

D’une autre part, le rétrécissement de la longueur des colons est dii a ’apoptose
cellulaire induite par le TNF-a, alors que I’augmentation de leur poids est justifiée par la

présence d’cedéme (Topcu-Tarladacalisi et al., 2013).

Lot référence :
Des modifications phénotypiques modérées telles qu’une légére ulcération et une hyperémie
ont été observées chez les colons du lot référence correspondant a un score de (1,40 £ 0,24),

un score significativement faible par rapport a celui du lot acide acétique (P<0,05).
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Ces résultats sont en accord avec les études réalisées par Sakthivel et al. (2013) qui ont
trouvé un score plus faible que celui du lot acide acétique mais éleve par rapport au lot
témoin.

Un rétablissement significatif de la longueur des colons a été enregistré aussi (110,40 + 2,80
mm) en les comparant avec le lot acide acétique (P<0,05).

Ces résultats sont en accord avec les résultats de Thippeswamy et al. (2011).

Selon les résultats obtenus, la sulfasalazine a pu diminuer le degré de sévérité de
I'ulcération colique. Plusieurs mécanismes peuvent expliquer son effet anti-inflammatoire,
notamment par inhibition de leucotriene B4 et du facteur nucléaire Kappa (NF-k).

Il a été démontré que la sulfasalazine agit sur la voie lipoxygénase du métabolisme de I’acide
arachidonique en bloquant la 5-Lipoxygénase, I’enzyme clef de la transformation de 1’acide
arachidonique en leucotrienes, agents pro-inflammatoires tels que le LB 4 (Sharon et al.,
1985).

Ainsi, la sulfasalazine a un effet inhibiteur de ’activation de NF-k, le principal facteur de
transcription qui intervient dans la signalisation inflammatoire en activant I’expression de
divers médiateurs pro-inflammatoires notamment le TNF-a, IL-1 et IL-6 (Wahl et al., 1998).
Le rétablissement de la longueur des colons est aussi expliqué par son pouvoir a diminuer le
taux de TNF-a (Wahl et al., 1998 ; Topcu-Tarladacalisi et al., 2013).

Lots essais :

L’analyse des colons des 3 lots essais E1, E2 et E3 a révélé des modifications légeéres
similaires aux celles du lot référence (Aucune différence significative n’a été enregistrée
(P>0,05)) et inférieures au lot acide acétique avec une différence significative (P<0,05)
correspondant a des scores de (1,20 + 0,58), (1,40 + 0,24) et (1,0 £ 0,32) respectivement.
D’autre part, un rétablissement des longueurs a été enregistré pour les 3 lots (112,30 + 5,82
mm), (109,90 + 4,37 mm) et (110,90 £ 4,11 mm) correspondant a E1, E2 et E3
respectivement, sans aucune différence significative avec les résultats de I’administration de

la sulfasalazine (P>0,05).

En analysant ces résultats, nous constatons que notre extrait a pu diminuer d’une fagon

considérable les dommages de 1’ulcération causée par ’acide acétique administré.

3
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Nous pouvons déduire d’aprés les résultats obtenus de 1’observation clinique et
macroscopique que I’extrait protéique des graines de Pinus pinea L. a un effet anti-
inflammatoire vis-a-vis de I’inflammation intestinale, avec un résultat semblable & celui du

médicament sulfasalazine.

L’effet anti-inflammatoire des extraits protéiques végétaux a été confirmé par des
études expérimentales faites in vivo et in vitro.

D’une part, I’évaluation de I’activité anti-inflammatoire de di et tri-peptide des graines
de soja dans un modéle porcin d'inflammation intestinale induite par le sulfate de dextrane-
sodium (DSS) a montré que l’extrait a pu atténuer les signes macroscopiques de
I’inflammation et a pu réduire d’une maniére significative l'activité de la MPO et ’expression
des TNF-a et IL-17 (Young et al., 2011).

D’autre part, d’aprés 1’étude de Udenigwe et al. (2013), l'hydrolysat de I’extrait
protéique d'amande a reduit in vitro I’expression génétique de TNF-a, d’IL-6 et des

indicateurs enzymatiques inflammatoires tels que la cyclo-oxygénase.

Le mécanisme par lequel notre extrait exerce son effet anti-inflammatoire n’est pas
encore illustré. Sur la lumiére de ces études et en se basant sur 1’étude effectuée par Shimizu
et al. (2007) dans laquelle les auteurs ont expose les différents mécanismes de I’activité anti-
inflammatoire des peptides alimentaires, plusieurs mécanismes peuvent étre suggerés. En
effet, ’activité anti-inflammatoire de I’extrait protéique des graines de Pinus pinea L. peut
étre due a son pouvoir inhibiteur de I’expression génétique de certaines molécules pro-
inflammatoires telles que le TNF-a et les interleukines, comme c’est le cas dans les peptides
extraits des graines de soja et elle peut étre due a son pouvoir de lutter contre le stress oxydant

en diminuant Pactivité de la MPO.
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Les traitements pharmacologiques & base des agents chimiques des maladies
inflammatoires de I’intestin doivent étre écartés a cause de leurs effets secondaires.

Cette étude avait pour but d’évaluer Dactivité anti-inflammatoire des extraits
protéiques des graines de Pinus pinea L. sur Iinflammation intestinale - in vivo-

L’activité anti-inflammatoire a été évaluée par plusieurs tests aprés I’induction de
I’inflammation par administration de I’acide acétique chez les souris. Les résultats ont montré
que I’extrait a un pouvoir réducteur de I'inflammation colique, cela a été confirmé par une
baisse des paramétres inflammatoires examinés: une absence des diarrhées, de saignements et
d’érythéme, une diminution de I’activité de la maladie, une diminution de douleurs, une
absence de séveres ulcérations dans le colon et un rétablissement de leur longueur.

Cet effet anti-inflammatoire ne présente aucune différence significative avec celui de
sulfasalazine, médicament de référence.

Malgreé les résultats positifs obtenus, ce travail ne présente qu’un début de la recherche
de Tlutilisation d’un tel extrait en pharmacologic. En effet, des études expérimentales
complémentaires seront nécessaires a savoir :

v" L’identification de la composition de D'extrait protéique afin de pouvoir isoler la ou les
molécules bioactives responsables de I’activité anti-inflammatoire.

Des tests de I’activité des hydrolysats au lieu des protéines brutes.

Le dosage de la méylopéroxydase.

L’¢étude histologique des colons.

Le refait des mémes tests avec d’autres concentrations.

Comprendre les mécanismes impliqués dans le processus de I’inhibition de I’inflammation.

DN N N N RN

L’étude pharmacologique et toxicologique (indice thérapeutique et dose létale 50 DLso).
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Annexes

Annexe 01: Préparation des solutions

1. Préparation de NaOH 0,1 M
4 g de NaOH ont été dissouts dans 1 L de I’eau distillée.

2. Préparation de colorant de Bradford
- 20 mg de colorant G 250 ont été dissouts dans 10 ml d’éthanol a 95%
- 20 ml de I’acide phosphorique a 85% a été ajouté

- Le volume a été ajusté a 100 ml par ’eau distillée.

3. Préparation de la solution de sulfasalazine (100 mg/Kg)

100 mg de sulfasalazine ont été dissouts dans 10 ml de I’eau physiologique

Annexe 02: Courbe d’étalonnage de la solution BSA

courbed'étalonnage de BSA
v =0,5443x + 0,0322
Absorbance (mg/g) ~ Ri= 0,9902

0,5
0,45
0,4
0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05
0

0 0.1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9
Concentration de BSA (mg/g)




Résumé

Résumé
Pinus pinea L. est une plante médicinale utilisee dans la phytothérapie traditionnelle dont ses
graines oléagineuses présentent des activités biologiques intéressantes. L’évaluation de I’activité anti
inflammatoire -in vivo- de l’extrait protéique de ces graines sur I’inflammation intestinale a fait
’objectif de notre étude. Pour cela, les souris ont recu I’acide acétique 5% par voie rectale puis traitées
avec I’extrait protéique et des parametres cliniques et macroscopiques ont été évalués. Les résultats de
dosage des protéines totales de 1’extrait des graines ont montré un taux de (86.62 g/100 g d’extrait). Et
les résultats obtenus a Iissu du test anti-inflammatoire ont montré que I’extrait a amélioré les
symptomes cliniques de la maladie inflammatoire de I'intestin causée par 1’acide acétique, a pu rétablir
la longueur des colons et a pu diminuer la gravité de 1’ulcération colique. La comparaison des résultats
obtenus par administration de I’extrait protéique n’a montré aucune différence avec ceux obtenus par
administration de sulfasalazine, médicament de référence.
Mots clés: Pinus pinea L., activité anti-inflammatoire, inflammation intestinale, Protéines.
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Abstract
Pinus pinea L. is a medicinal plant used in traditional herbal medicine whose oil seeds have
interesting biological activities. The evaluation of the anti-inflammatory activity - in vivo- of the protein
extract of these seeds on intestinal inflammation was the objective of our study. For this, the mice were
given the acid acetic 5% by rectal administration then they were treated with protein extract and clinical
and macroscopic parameters were evaluated. The results of the total proteins determination of the seed
extract showed a rate of (86.62 g/100 g of extract). And the results obtained from the anti-inflammatory
test showed that the extract improved the clinical symptoms of inflammatory bowel disease caused by
acetic acid, was able to restore the length of the colon and was able to reduce the severity of colonic
ulceration. The comparison of results obtained by administration of the protein extract showed no
difference with those obtained by administration of sulfasalazine, the reference drug.

Keywords: Pinus pinea L., Anti inflammatory activity, Intestinal inflammation, Proteins.
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