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RESUME

L’objectif de ce travail est la microencapsulation d’un principe actif (extrait phénolique)
par l'alginate de sodium sous forme de billes sphérique solide. Et la caractérisation par IR,
analyse par microscope optique, détermination de taux d’humidité, taux de gonflement,
mesure de diamétre de billes et la densité. Ainsi que, 1’étude de la libération du principe

actif.

Les résultats expérimentaux ont montré que la cinétique de libération que pour des
billes de composition (2% Alginate, 16,5 mg d’extrait phénolique) le rondement de la
libération atteint 98% au bout de 3h. 1’étude par spectrométrie Infrarouge a permis de

confirmer la microencapsulation du PA.

Dans un deuxiéme temps, nous avons provoqué une inflammation colique chez des
souris suivie par un traitement a I’aide des microcapsules et du médicament de référence.
Des sacrifices et des prélevements du colon ont été effectuées pour étudier 1’évolution de la
guérison des souris. Un examen anatomopathologique est réalisé afin d’évaluer I’effet de

notre extrait sur I’inflammation colique en comparaison avec le médicament de référence.

Mots clés : polyphénols, Marc de raisin, rectocolite, anti-inflammatoire, encapsulation,

alginate de sodium.



ABSTRACT

The objective of this work is the microencapsulation of an active ingredient (phenolic
extract) with sodium alginate in the form of solid spherical beads. And characterization by
IR, optical microscope analysis, determination of moisture content, swelling rate, ball
diameter measurement and density. As well as, the study of the release of the active

ingredient.

The experimental results showed that the kinetics of release only for beads of
composition (2% Alginate, 16.5 mg of phenolic extract) the rounding of the release
reached 98% after 3 hours. the infrared spectrometry study confirmed the

microencapsulation of PA.

In a second step, we caused colonic inflammation in mice, then we treated these mice
with microcapsules and the reference drug. Sacrifices and colon samples were made to
study the evolution of mouse healing by anatomopathological examination in order to
evaluate the effect of our extract on colonic inflammation in comparison with the reference

drug.

Keywords: Polyphenols, grape marc, colitis, anti-inflammatory, encapsulation, sodium

alginate
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INTRODUCTION

Les maladies inflammatoires chroniques intestinales sont des maladies multifactorielles
dues a une réponse immunitaire inappropriée chez des individus geénétiquement
prédisposes, résultat d’une interaction complexe entre facteurs environnementaux et

microbiote intestinal [1]

La rectocolite est une maladie chronique idiopathique inflammatoire qui affecte
exclusivement le colon et le rectum, caractérisée par une diarrhée et des saignements
rectaux [2]. Plusieurs stratégies thérapeutiques ont ¢ét¢ adoptées : D’acide 5-
aminosalicylique, les corticoides, les immunosuppresseurs et les thérapies biologiques
représentées par I’infliximab [3]. Cependant, considérant le fait que ces approches
thérapeutiques engendrent des effets indésirables et des complications plus ou moins
séveres a long terme [4,5]. Pour cela, la valorisation des ressources naturelles pour
combattre ce type de maladie est la préoccupation des chercheurs qui sont toujours a la
recherche des biomolécules naturelles qui ont moins d’effets indésirables que les
médicaments mais dotés du méme effet thérapeutique. C’est pourquoi nous nous sommes

intéressees dans ce mémoire aux composés phénoliques extraits du marc de raisin.

Plusieurs études ont montré que les polyphénols pourraient moduler 1’inflammation
intestinale et c’est la raison pour laquelle nous nous sommes attelées a tester 1’effet curatif
des extraits du marc de raisin riche en polyphénols sur la rectocolite ulcéro-hémorragique

induite sur un modéle animal.

La richesse documentaire et les nombreuses expérimentations menées ont permis de
confirmer les bienfaits de ces molécules végétales, notamment leurs propriétés
antioxydantes, anti-inflammatoires, antibactériennes et antivirales. Des études cliniques et
épidémiologiques ont demontre leur efficacite dans la lutte contre certains cancers, les
maladies cardio-vasculaires et neurodégénératives, les diabétes et 1’ostéoporose. Ces

propriétés ont pu étre mesurées in vitro. [6]

Néanmoins, le golit d’astringence et I’instabilité des polyphénols limitent son utilisation.
Des solutions techniques comme la microencapsulation qui consiste a vectorisé les

médicaments vers leur site d’absorption, ou encore mieux, vers leur site d’activité. La
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microencapsulation est une technique envisageable qui offre la possibilité de masquer le
gout des polyphénols, d’optimiser leur assimilation par I’organisme et d’améliorer la
conservation de leurs propriétés au cours du procédé de fabrication et du stockage en

utilisant un enrobage des principes actifs ou des particules par des membranes protectrices

[7]

Dans cette étude nous nous sommes intéressees a la microencapsulation de 1’extrait
phénolique du marc de raisin, afin de préserver les polyphénols et d’adapter ce matériau

précieux aux usages pharmaceutiques.

Pour se faire, nous avons procédé a 1’élaboration des microcapsules puis a 1’évaluation
de I’efficacité de la micro-encapsulation dans 1’inflammation intestinale. Pour cela, notre
étude est divisée en trois chapitres : le premier chapitre de ce manuscrit constitue une étude
bibliographique. Le second expose les procédés expérimentaux, suivi des résultats obtenus

et de leur discussion.
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I. L’INFLAMATION INTESTINALE

1.1 Historigue

Les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI) désignent des lésions
inflammatoires, d’¢tiologie peu connue, atteignant le tractus digestif. Ces atteintes sont
définies par des manifestations cliniques variées et souvent, comme leur nom I’indique, en
évolution chronique, c’est a dire avec une succession de phases de rémissions et de
poussées de la maladie. Les lésions inflammatoires sont secondaires a une activation du
systtme immunitaire intestinal en amont duquel I’implication de facteurs
environnementaux (mode de vie, flore intestinale, virus) et génétiques (prédisposition
héréditaire) commence a étre mieux connue. La maladie de Crohn (MC) et la recto-colite
hémorragique (RCH) sont les deux principales formes de MICI. La MC fut découverte par
Fabry en 1623 et décrite pour la premiere fois par Antoni Lesniowski en 1904. En 1932,
apres avoir décrit 14 cas d’une affection alors appelée « iléite terminale ou régionale » et
localisée a la moitié terminale de 1’iléon, le gastro-entérologue Burrill Crohn, donna son
nom a cette pathologie. La RCH fut différenciée de la dysenterie bactérienne en 1859 par
Samuel Wilks puis décrite par Arthur Hirst en 1931. Bien que la MC et la RCH présentent
un phénotype clinico-pathologique similaire, ces deux pathologies different par la
localisation de I’inflammation dans le tube digestif et la nature des atteintes histologiques

[8].
1.2 Définition

Les maladies inflammatoires chroniques intestinales (MICI) représentent un groupe de
maladies idiopathiques caractérisées par une inflammation chronique de I’intestin. Ce
groupe correspond a deux grandes affections : la maladie de Crohn (MC) et la rectocolite
hémorragique (RCH). Ces deux affections comportent des caractéristiques cliniques et

pathologiques distinctes mais il existe également un certain chevauchement [9].

La pathogénése des MICI n’est que partiellement connue a ce jour. Des facteurs
génétiques et environnementaux telle qu’une modification de la flore bactérienne intra-
luminale et une perméabilité intestinale accrue jouent un réle dans la dérégulation de

I’immunité intestinale, avec pour effet des 1ésions gastrointestinales [10].
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1.3 Les formes de maladie inflammatoire de ’intestin

1.3.1 La maladie de crhon

La maladie de Crohn est une maladie inflammatoire chronique du systeme digestif, qui
évolue par poussées (ou crises) et phases de remission. Elle se caractérise principalement
par des crises de douleurs abdominales et de diarrhée, qui peuvent durer plusieurs semaines
ou plusieurs mois. Fatigue, perte de poids et méme dénutrition peuvent survenir si aucun
traitement n’est entrepris. Dans certains cas, des symptodmes non digestifs, qui touchent la

peau, les articulations ou les yeux peuvent étre associes a la maladie.

En cas de maladie de Crohn, I’inflammation peut toucher n’importe quelle partie du
tube digestif, de la bouche a 1’anus. Mais le plus souvent, elle s’installe a la jonction de

I’intestin gréle et du colon (gros intestin) (Figure 1.1) [11].

Maladie de Crohn Recto-colite-ulcéro-hémorragique

Figure 1.1 : Localisation des atteintes intestinales dans la maladie de Crohn et la
RCUH [12].

1.3.2 La colite ulcéreuse

La RCH est une affection chronique caractérisée par une inflammation diffuse de la
muqueuse colique. Elle touche le rectum dans 95 % des cas et peut s’étendre en proximal
de facon symétrique, circonférentielle, sans interruption pour toucher une partie ou la
totalité du colon. Les signes cliniques cardinaux de la RCH sont représentés par la diarrhée
glairo sanglante souvent avec un syndrome rectal proéminent fait de ténesme et de faux

besoins.

L’évolution de la maladie est faite de poussées entrecoupées de rémissions pouvant

survenir spontanément ou en réponse au traitement. La RCH touche environ 500.000
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personnes au Etats-Unis avec une incidence de 8 & 12 nouveaux cas par 100.000 habitants
par an [13].

Figure 1.2 : Aspect anatomopathologique de la maladie de Crohn et de la RCUH.
[14]

4 Symptdmes

La RCH se manifeste principalement par des « crises » (poussées), avec des selles
abondantes et fréquentes (diarrhées), dont la sévérité et la fréquence sont trés variables
d’un malade a I’autre et dépendent de 1’étendue de I’inflammation. Celle-ci peut se limiter
au rectum (on parle alors de rectite) et a I’anus (proctite), ou s’étendre & une partie plus ou
moins importante du c6lon (colite). L’atteinte peut étre limitée a la partie gauche du c6lon
ce qui entraine de I’ordre de 4 a 6 selles par jour alors qu’une atteinte étendue a la totalité

du cdlon (on parle de pancolite) entraine jusqu’a 15 a 20 selles par jour [15-16].

1.5 Diagnostic

Pour diagnostiquer la maladie de I’inflammation de I’intestin, le médecin doit passer par

plusieurs tests cliniques mais les plus importants sont I’endoscopie et I’anatomopathologie.
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a. Tests cliniques

L’examen clinique comporte une anamnese détaillée a la recherche des symptomes de la
pathologie (douleurs abdominales, diarrhée, Antécédents familiaux...), analyses sanguines

pour détecter I’inflammation (FSC) et analyses des selles.

b. Imagerie et endoscopie

Elle consiste a effectuer des images du colon prises par :
+ Radiographie abdominales.

« Scanner ou bien IRM.

+ Coloscopie.

C. Anatomopathologie

Elle se divise en deux gros examens qui sont :

» Examen macroscopique : c’est 1’observation du colon a I’eil nu pour détecter les

différents types de lésions.

« Examen microscopique : se fait sous microscope pour chercher les lésions de type

inflammatoire.

d. Examen proctologique

Pour détecter les fissures, les ulceres ......

e. Entéroscopie

C’est un test complémentaire se fait par vidéocapsule sur 1’intestin gréle [17].

1.6 Approches thérapeutiqgues de la colite ulcéreuse

Les stratégies thérapeutiques de la RCUH regroupent des produits pharmacologiques et
des interventions chirurgicales. Elles sont adaptées aux malades selon 1’étendue des 1ésions

et la séverité des poussées.

1.6.1 Approche médicamenteuse

Plusieurs molécules ont été proposées dans le traitement de la RCUH dont les effets

sont suspensifs et non curatifs. La premiére approche implique les anti-inflammatoires
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représentés par les salicylés traitant les formes légeres de la colite ulcéreuse. Le plus
souvent prescrit est la salazopyrine® (sulfasalazine) [18,19].

Cependant, de multiples effets indésirables lui sont associés tels que : des insuffisances
rénales, des vomissements, des diarrhées, des troubles hématologiques et méme des effets

sur la fonction sexuelle [20].

Dans les formes les plus séveres, 1’inflammation peut étre contrélée par des corticoides.
En cas d’une cortico-résistance ou une cortico-dépendance, un traitement a activité
immuno-modulatrice (I’azathioprine) pourrait étre envisagé. D’autres traitements
biologiques tels que les anticorps dirigés contre le TNFa représentent la nouvelle vague

thérapeutique la plus efficace et la plus couteuse [21- 23].

1.6.2 Approche chirurgicale

Le traitement chirurgical est proposé en derniére intention chez les patients en cas de
complication ou de résistance au traitement médical, d’une colite aigue grave, ou encore
lors d’un risque accru d’un cancer colorectal. Son principe repose sur 1’ablation d’une

partie du cblon et/ou du rectum malade ou susceptible de le devenir [24, 25].

Les limites d’utilisation et les effets secondaires rencontrés lors de ces approches
constituent un probléme majeur de santé publique, ce qui a orienté les chercheurs vers un
autre angle que les préparations a base de substances chimiques, et les a amenés a faire

plutdt recours aux substances naturelles : la « phytothérapie » [26, 27].

1.6.3 Produits biologiques

Les medicaments biologiques constituent une option importante dans le traitement de la
MII modérée a grave. Ces produits sont des anticorps mis au point pour des indications
précises : ils bloguent de facon sélective les molécules jouant un réle dans le processus
inflammatoire. Les gastro-entérologues prescrivent couramment des médicaments
biologiques, notamment I’infliximab (Remicade®), [’adalimumab (Humira®), Ile
golimumab (Simponi®), le vedolizumab (Entyvio®), 1’'ustekinumab (Stelara®), et plus
récemment, un biosimilaire de I’infliximab (Inflectra®), afin de contrdler les symptomes

(induire une rémission clinique) des maladies inflammatoires de I’intestin [28].
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I1. LES POLYPHENOLS
1.1 Généralités

Les composés phénoliques sont des meétabolites secondaires synthétisés par les
vegétaux. Ils participent aux réactions de défense des végétaux face a différents types de
stress (pathogénes, rayonnements UV...) et contribuent a la qualité organoleptique et
nutritionnelle des aliments d’origine végétale. Les composés phénoliques sont des
molécules comportant au moins un noyau aromatique porteur d’un ou plusieurs

groupements hydroxyles.

Plus de 8000 structures phénoliques sont actuellement connues et parmi elles, plus de
4000 flavonoides ont été identifiés. Ces composés sont repartis en différentes classes
définies en fonction du nombre de noyaux aromatiques et de la structure de leur squelette
carboné : les acides phénoliques (C6-C1 et C6-C3), les flavonoides (C6-C3-C6), les
lignanes (C6-C3-C3-C6) et les stilbenes (C6-C2-C6).

Les polyphénols sont une catégorie de molécules organiques largement répandues dans
le regne végétal et dans nos aliments. Ils forment une famille étendue de molécules
biologiques jouant un réle protecteur chez les plantes avec une grande variété structurale
allant de composés contenant un simple noyau phénolique (acide phénolique) a des

composés polymériques complexes comme les tanins.

Tous les composés phénoliques végétaux proviennent d’un intermédiaire commun, la
phénylalanine ou un précurseur proche, 1’acide shikimique. Ces molécules sont
caractérisées par une structure chimique commune, constituée d’au moins un cycle

aromatique portant un ou plusieurs groupements hydroxyles.

L’association avec d’autres composés, comme les acides carboxyliques et organiques,
les amines, les lipides et les liaisons avec d’autres phénols sont également fréquents et

conferent aux polyphénols de multiples propriétés et de nombreux bienfaits pour la santé.

Ils sont classés en fonction du nombre de cycles phénoliques qu’ils contiennent et des

éléments structuraux qui lient les cycles les uns aux autres. [29 - 31]

Ils se divisent en 3 principales classes présentées dans la figure I1.1 ci-apres.
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Figure 11.1 : Structures chimiques des différentes classes de polyphénols [32].

11.2 Classification et structure des polyphénols

11.2.1 Les acides phénoligues

Les acides phénoliques regroupent les acides hydroxybenzoiques présentant une
structure de base de type C6-C1 et les acides hydroxycinnamiques dont la formule de base
est en C6-C3. Les acides hydroxybenzoiges les plus répandus sont 1’acide gallique et
I’acide salicylique. Les acides hydroxycinnamiques les plus abondants sont 1’acide
caféique et I’acide férulique. Ils sont rarement retrouves a 1’état libre mais principalement

sous forme liée (dérivés glycosylés ou esters de 1’acide quinique, shikimique ou tartrique)
[33, 34].

11.2.2 Les flavonoides

Les flavonoides sont les composés phénoliques les plus abondants dans le régne végétal.
Ce sont des composés polyphénoliques présentant une structure en C6-C3-C6 et
comportant deux noyaux aromatiques (noyaux A et B) et un hétérocycle oxygéné (cycle
C).

Fxample ; Catechin, proanthocyaniding
Main sources: 13, blueberry, cranberry
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La classification des flavonoides est basée sur les groupes fonctionnels présents au
niveau du cycle C. lls sont ainsi répartis en plusieurs sous-classes : flavones, flavonols,
flavanones, flavanols, isoflavones et anthocyanes [35, 36]. La plupart des flavonoides sont

présents sous forme glycolée [37].

11.2.3 Les stilbenes

Les stilbenes ont une structure de base en C6-C2-C6. Ils sont constitués de deux noyaux
aromatiques liés par un groupe éthylénique. Le noyau aromatique A possede deux
groupements hydroxyles en position méta et le noyau B porte des fonctions hydroxyles ou
méthoxyles en méta, ortho et para. Ces composés existent principalement sous forme

glycosylée [35, 36].

11.2.4 Les lignanes

Les lignanes sont caractérisés par une structure en (C6-C3).. lls sont produits par
dimérisation oxydative de deux unités phénylpropanes. lls sont principalement présents
dans les végétaux sous forme libre tandis que leurs dérivés glycosylés ne constituent

qu’une forme mineure [38].

11.3 Les polyphénols du raisin

Chaque partie du raisin (pellicule, pulpe et pepins) a une composition qualitative et
quantitative en polyphénols différente (figure 7). La nature et la concentration de ces
composés varient selon 1’origine géographique du raisin, le cépage, la composition du sol,
le climat, les pratiques de culture... [39, 40]. La quantité de composés phénoliques totaux
dans les différentes parties de la baie de raisin rouge a été estimée a environ 33% dans les
pellicules, 62% dans les pépins, 1% dans la pulpe et 4% dans le jus [41]. Les composés
phénoliques présents dans les raisins sont principalement des flavonoides (anthocyanes,
flavanols et proanthocyanidines) et des acides phénoliques [37].
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Figure 11.2 : Composition qualitative en polyphénols dans le raisin [42].

11.3.1 Les flavonoides

Ils sont ainsi répartis en plusieurs sous-classes :
a. Lesanthocyanes

Ce sont les pigments rouges des variétés de raisin rouge. Les anthocyanes du raisin sont
des glucosides de delphinidines, cyanidines, peonidines, petinidines et malvidines. Les
anthocyanes sont présents dans les raisins & des teneurs moyennes de 1’ordre de 500 & 3000
mg/kg mais ces teneurs peuvent atteindre des valeurs plus importantes pour les cépages
dits << teinturiers>> comme 1’ Alicante (5000 mg/kg) [43]. lls sont localisés exclusivement
dans la pellicule des raisins rouges [44]. Dans le cas des cépages dits << teinturiers>>, on
observe aussi une accumulation d’anthocyanes dans la pulpe. Les raisins blancs sont

dépourvus d’anthocyanes [45, 46].
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b. Les flavonols

Les flavonols sont la deuxiéme classe de flavonoides les plus abondants dans les raisins
[47] et sont uniquement présents dans la pellicule du raisin [48]. Les cultivars rouges sont
souvent plus riches en flavonols que les blancs [49, 50]. Les flavonols sont présents sous
forme 3-glycosylée dans le raisin mais peuvent étre trouvées aussi sous forme aglycone
(quercetine, kaempferol, myricetine, isorhamnetine) dans les vins a la suite de I’hydrolyse
acide pendant la vinification et le stockage [51]. La teneur moyenne en flavonols du raisin
varie de 10 a 285 mg/kg [37].

c. Les flavanols et proanthocyanidines

Les flavanols sont les principaux composés phénoliques du raisin et sont présents sous
forme de monomeres (catéchine, épicatéchine) mais surtout de proanthocyanidines (ou
tanins condensés) [49]. Les flavanols et les proanthocyanidines s’accumulent
principalement dans les péepins et les pellicules de raisin. Les proanthocyanidines sont
présentes dans les raisins sous forme d’oligoméres et de polyméres. Les
proanthocyanidines les plus abondantes sont les procyanidines. L’épicatéchine est la
principale unité des tanins condensés suivie par la catéchine [46]. Dans les cépages blancs,
les flavanols représentent 46 a 56% des composés phénoliques totaux alors que dans les

raisins rouges, ils représentent entre 13 et 30% de ces composés [46, 47].

11.3.2 Autres composés phénoliques

Les composés phénoliques non flavonoidiques les plus abondants dans le raisin sont les

acides phénoliques et les stilbéenes [52].

a. Lesacides phénoliques

Les acides hydroxy cinnamiques sont les acides phénoliques les plus abondants dans le
raisin. Les plus répandus sont les acides caféique, p-coumarique et férulique,
principalement sous forme estérifiee avec ’acide tartrique. Ainsi ’acide caftarique (acide
caféoyltartrique) est 1’acide hydroxy cinnamique prédominant dans le raisin (jusqu’a 50%
des acides hydroxy cinnamiques totaux) avec une teneur avoisinante 200 mg/kg. Ces
composés sont plus concentrés (de 2 a 100 fois plus) dans la peau que dans la pulpe [43,
53-54].
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Les teneurs en acides hydroxybenzoiques sont faibles dans les raisins par rapport aux
acides hydroxycinnamiques. Le principal acide hydroxybenzoique du raisin est 1’acide

gallique dont la teneur est comprise entre 100 et 230 mg/kg [43, 46].

b. Les stilbénes

Les stilbénes sont présents en faibles proportions dans les raisins. Les principaux
stilbénes du raisin sont le resvératrol, son dérivé glucosylé : le picéide et des dimeres de

resveratrol (viniférines) [46, 50].

11.4 Les polyphénols de marc de raisin rouge

Le marc de raisin est composé d’un mélange de pellicules, de pépins et d’une tres faible
quantité de parties ligneuses (tiges, pétioles, rafles). Le marc de raisin se caractérise par
une teneur élevée en polyphénols due a I’extraction partielle pendant la vinification. Le
marc de raisin rouge est une riche source de flavonoides, particulierement de flavan-3-ols
et proanthocyanidines, d’anthocyanes, et de flavonols. Il renferme également quelques
acides phénoligues, notamment I’acide gallique et I’acide caftarique [55, 56]. Parmi les
anthocyanes on retrouve principalement des deérivés 3-O-glucosylés de delphinidine,

cyanidine, pétunidine, péonidine et la malvidine.

La malvidine 3-O-glucoside représente a elle seule 30% des anthocyanes totaux dans
les pépins et 40% dans les pellicules alors que la cyanidine-3-O-glucoside ne représente
pas plus de 2% des anthocyanes totaux [55]. Le marc de raisin fermenté est également trés
riche en tanins. Ceux-ci sont principalement composés de polymeres de
proanthocyanidines ainsi que d’oligomeéres, notamment la procanidine B1, et de
monomeres, notamment la (+)-catéchine et 1°(-)-épicatéchine [57]. Les flavonols,
notamment la quarcétine, sont présents en quantités relativement faibles dans le marc de
raisin rouge [56]. Globalement, les teneurs en polyphénols varient fortement selon les

cepages et les modes de vinification [58].
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11l1. LES POLYPHENOLS ET L’ INFLAMATION INTESTINALE
111.1 Généralités

Les polyphénols exercent des effets benéfiques vis-a-vis de nombreuses maladies
chroniques (maladies cardiovasculaires, cancers...). Ces effets protecteurs ont longtemps
été attribués a leur potentiel antioxydant. Cependant, de nombreuses études ont mis en
évidence que les polyphénols possedent egalement des propriétés anti-inflammatoires. Ces
composés peuvent exercer leurs propriétés anti-inflammatoires a des niveaux multiples
grace a leur capacité a moduler 1’activité de diverses enzymes et 1’expression de génes
impliqués dans les voies de signalisation de 1’inflammation. D’autre part, de nombreux
polyphénols sont faiblement absorbés au niveau de I’intestin gréle et atteignent ainsi le
colon. La présence de polyphénols et de leurs produits de dégradation par la flore colique
en quantité non négligeable dans le colon pourrait conduire a une action anti-inflammatoire
locale. Ainsi les polyphénols pourraient jouer un role intéressant dans le contrble de

I’inflammation intestinale.

A Theure actuelle, plusieurs études ont évalué les effets de polyphénols purs ou
d’extraits riches en polyphénols sur I’inflammation intestinale que ce soit in vitro ou in
vivo et ont montré que ces micronutriments pourraient limiter ou retarder le

développement de I’inflammation intestinale [37].

1.2 Effets des polyphénols in vitro

Les modeles cellulaires constituent des outils adaptés aux études mécanistiques. Au
cours des études in vitro, différentes lignées cellulaires (cellules épithéliales d’intestin ou
de colon d’origine humaine telles que les lignées Caco-2, HT29 ou DLD-1 ou provenant de
rongeurs telles que les cellules IEC-18) ont été utilisées pour étudier les effets au niveau
cellulaire de composés phénoliques purs ou d’extraits riches en polyphénols.
L’inflammation est le plus souvent induite par un seul stimulus (LPS ou IL-1f) ou par un
mélange de cytokines. Le polyphénol ou I’extraits riche en polyphénols est mis en présence
des cellules soit avant 1’administration de 1’agent inflammatoire soit simultanément. Le
plus souvent, les doses testées vont de 0.1 a 370 uM pour des molécules isolées. Lorsque
ces études utilisent des extraits végétaux, les concentrations finales en extraits vont de 2 a
500 pg/mL [59].
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1.3 Effets des polyphénols sur différents médiateurs de I’inflammation

Les études in vitro ont montré que les polyphénols peuvent exercer des effets
protecteurs en modulant la production et I’expression de différentes cytokines. Ainsi un
extrait de peau de grenade et son polyphénol majoritaire, la punicalagine, induisent une
diminution de I’expression d’IL6 et d’IL8 dans des cellules Caco-2 stimulées par un
mélange de cytokines [60]. Des effets similaires ont été décrits pour un polyphénol du thé
vert, ’epigallocatéchine gallate (EGCG), ainsi que pour la génistéine [61]. La sécrétion
d’IL-8 est également diminuée en présence de différents extraits riches en polyphénols

(extraits de vin rouge, de canne a sucre ou de thé vert) [59, 62-63].

Au cours d’une inflammation induite in vitro, 1I’expression d’iNOS et de COX-2 ainsi
que la production de NO et de PGE> sont augmentées [59]. Les polyphénols peuvent agir
sur ces médiateurs afin de réduire I’inflammation. Ainsi, sur des cellules de cancer de
colon Caco- et SW480 stimulées par le LPS, le resvératrol inhibe d’une maniére dose-
dépendante 1’expression d’iNOS au niveau protéique et génique engendrant ainsi une
diminution de la sécrétion de NO [64]. De méme, un extrait de polyphénols de vin rouge
diminue la production de NO dans des cellules HT-29 stimulées par un mélange de
cytokines [65]. L’expression d’iNOS et la production de NO sont également diminuées en
présence d’oleuropéside ou d’un extrait de thé vert [66, 67]. En présence de cellules Caco-
2 stimulées par le LPS, le resvératrol induit une inhibition de 1’expression de COX-2
associée a une réduction de la production de PGE> [68]. De méme, un extrait de vin rouge
riche en polyphénols inhibe de facon dose-dépendante I’expression de COX-2 induite par
des cytokines [65]. La production de PGE> est également diminuée en présence d’extraits

de grenade, de canne a sucre, de peau de pomme ou de poudre de cacao [59, 69].

Les polyphénols peuvent moduler 1’expression d’autres médiateurs de 1’inflammation
tels que les molécules d’adhésion. Suite a une stimulation par le LPS, I’expression
d’ICAM-1 par des cellules Caco-2 est augmentée. L’administration preventive d’un extrait
de polyphénols de feuille d’olivier diminue 1’expression de cette protéine [70].

1.4 Biodisponibilité des polyphénols

La biodisponibilité se définit comme étant la fraction de la dose de médicament
administré qui atteint la circulation générale et la vitesse a laquelle elle 1’atteint. Les

polyphénols ont une diversité structurale considérable ce qui influence largement leur
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biodisponibilité. Les études disponibles sur la biodisponibilité des polyphénols permettent

de dresser un schéma général de leur absorption et de leur devenir dans I’organisme [71].

.41 Absorption intestinale

Les polyphénols sont présents dans les végétaux sous différentes formes. Sous forme
d’aglycones, ils sont facilement absorbés dans I’intestin gréle. Cependant, la plupart des
polyphénols sont présents dans les aliments sous forme de glycosides, d’ester ou de
polymeres qui ne peuvent généralement pas étre absorbeés sous forme native [38]. Ainsi,
avant d’étre absorbés, ces composes doivent étre au préalable hydrolysé par des enzymes
intestinales ou par la microflore colique [38, 72]. Les flavonoides, a I’exception des
flavanols, sont le plus souvent glycosylés et la glycosylation a un impact sur 1’efficacité de
leur absorption intestinale. En effet, les glucides peuvent étre absorbés au niveau de
I’intestin gréle alors que les flavonoides liés a d’autres sucres (rhamnose, xylose...) sont

généralement peu ou pas absorbes a ce niveau [36].

Les proanthocyanidines sont des polyméres de haut poids moléculaire. Aussi, bien
qu’ils soient trés abondants dans notre alimentation, ils sont trés mal ou non absorbes [36].
Les polyphénols non absorbés au niveau de I’intestin gréle vont atteindre le colon ou ils
vont étre métabolisés par la microflore intestinale sous I’action de plusieurs enzymes
générant ainsi des métabolites tres différents selon leur structure. La microflore hydrolyse
les glycosides en aglycones puis les dégrade en acides phénoliques simples [73]. Ainsi, les
concentrations en polyphénols dans le colon peuvent atteindre plusieurs centaines de

micromoles par litre [36].

111.4.2 Mécanisme des polyphénols

Les polyphénols ont la capacité de se fixer aux protéines par un mécanisme de liaison
non spécifique associé au groupement phénol ubiquitaire qui favorise les interactions

polyphénols/protéines responsables des effets biologiques comme antioxydants.

IIs sont capables de piéger dans I’organisme les radicaux libres qui altérent les cellules,

dégradent I’ADN et entrainent la mort cellulaire.

Par la présence de domaines hydrophobes et hydrophiles, les polyphénols interagissent
avec les lipides membranaires des cellules et les protéines par des interactions non

spécifiques qui peuvent entrainer des changements fonctionnels sur 1’activité des enzymes
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membranaires, les interactions ligand-récepteur, les flux d’ions et/ou de métabolites et la

modulation de la transduction du signal.

La présence du groupement phénol permet également aux polyphénols de s’adsorber, se
fixer et/ou s’insérer dans les membranes cellulaires au niveau de la bicouche lipidique ainsi
leur capacité a capturer les radicaux libres adsorbés sur la surface de la membrane pour

constituer une barriere physique.

Lorsqu’une interaction spécifique interagit avec les protéines impliquées notamment des
enzymes, des récepteurs ou encore des facteurs de transcription cellulaire, il s’agit donc
des inhibiteurs efficaces de I’activité d’un trés grand nombre d’enzymes, par exemple les
enzymes ayant des purines (ATP) comme substrats tels que les kinases, les ATPases, les
phosphodiestérases cycliques, les adénylate cyclases, les transcriptases inverses, les
xanthines oxydases, les ARN et ADN polymérases, les ribonucléases et les ADN ligases.
Etant donné la similitude entre les structures de I’ATP et du NADPH, les enzymes
dépendantes du NADPH seraient également affectées par les polyphénols, tels que 1’aldose
réductase, la malate déshydrogénase, le lactate déshydrogénase, 1’oxyde nitrique synthase

et la glutathione réductase.

Une autre spécificité intéressante des polyphénols porte sur le pouvoir de modulation
des facteurs de transcription cellulaire, notamment le facteur de transcription nucléaire NF-
kB hautement impliqué dans la réponse immunitaire pro-inflammatoire comme les
cytokines (ex : TNF-a, IL-6), les métalloprotéinases matricielles (MMPs) et les molécules
d’adhésion cellulaire (ex : ICAM). Ces médiateurs de I’inflammation peuvent induire la
production de dérivés réactifs de 1’oxygene (ROS) et ainsi générer une boucle de ré-
controle positive. Il a été suggéré que le stress oxydatif et I’inflammation constituent des
mécanismes homéostatiques/compensatoires maintenant la balance physiologique
tissulaire. Lorsqu’un des mécanismes surcharge chroniquement l’autre, il y a un

débalancement qui entraine ’altération des processus physiologiques [74].
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1) Mécanisme avec I’inflammation intestinale

Les maladies inflammatoires de 1’intestin se caractérisent par une inflammation
chronique des tissus du tractus gastro-intestinal favorisant la formation d’ulcéres pouvant

causer des saignements [75].

A plus long terme, la présence de maladies inflammatoires de I’intestin augmente le

risque de développer un cancer de I’intestin ou encore un cancer colorectal [76].

De nombreuses €tudes in vitro ont montré les effets bénéfiques d’une grande variété de
polyphénols tant sur la perméabilité de 1’épithélium intestinal que sur la réponse
inflammatoire traduisant ainsi le potentiel préventif et thérapeutique de ces molécules

naturelles [77].

En plus des cellules eucaryotes formant les tissus intestinaux, le micro-biote
symbiotique intestinal joue un réle primordial dans le maintien de la santé intestinale. Des
études récentes ont suggéré que les composés phénoliques influencent la composition de la
microflore intestinale par des effets pré-biotiques sélectifs et des activités antimicrobiennes

dirigées contre les bactéries pathogenes de 1’intestin [78].

Les propriétés bénéfiques attribuées aux polyphénols dans les troubles gastro-
intestinaux comprennent la protection contre les agents pathogénes, le renforcement des
jonctions épithéliales intestinales, I’augmentation de la sécrétion du mucus intestinal et la

modulation de la réponse immunitaire intestinale [79].

Les polyphénols agissent également sur les activités enzymatiques bactériennes qui
augmentent la prévalence du risque global de cancer. Utilisant un modele in vivo chez le
rat, des chercheurs ont montré que la supplémentation intra-gastrique en resvératrol
réduisait significativement plusieurs activités enzymatiques bactériennes associées a la
prévalence des tumeurs coliques. L’activité enzymatique bactérienne réduite était associée
a une diminution significative de ’incidence des tumeurs coliques chez les rats nourris au

resvératrol par rapport aux rats témoins [80].
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V. L’ENCAPSULATION
V.1 Généralité

La micro-encapsulation a été développée il y a environ 60 ans et elle est définie comme
étant une technologie d'emballage des solides, des liquides, ou des matériaux gazeux dans
des capsules scellées miniatures pouvant libérer leur contenu a des vitesses contr6lées dans
des conditions spécifiques.

Les matériaux d’encapsulation peuvent étre des matériaux purs ou un mélange, qui sont
également appelés matériaux revétus, matériaux de base, actifs, remplissage. D'autre part,
les matériaux d'emballage sont appelés matériaux de revétement, matériaux de paroi,
capsules, membranes, supports ou coques, qui peuvent étre constitués de sucres, gommes,

protéines, polysaccharides naturels et modifiés, lipides et polymeéres synthétiques [81].

Les processus d'encapsulation sont généralement effectués afin de préserver la stabilité
des composés bioactifs pendant le traitement et le stockage, ainsi que pour prévenir les
interactions indésirables avec les matrices alimentaires, contribuant a I’augmentation de la

stabilité et a la promotion d’une libération controlée du composé encapsulé.

Les biopolymeéres, tel que 1’alginate de sodium, se sont révelés efficaces lorsqu'ils sont
utilisés comme matériaux de revétements, offre une efficacité élevée dans I'encapsulation

des composés phénoliques extraits de plantes [82].

V.2 Types et caractéristiques de la micro-encapsulation

La figure IV.1 ci-dessous représente les types de la micro-encapsulation et leurs

caractéristiques
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Figure 1V.1 : lllustration des caractéristiques des polyphénols encapsulés produite
par plusieurs méthodes d’encapsulation [83].

Dans ce mémoire, nous avons travaillées avec le type spray drying qui se divise en :
-Les microcapsules : (figure 1V.2) La particule réservoir est constituée d'un cceur de

matiere active liquide (plus ou moins visqueux) ou solide, entourée d'une écorce solide

continue de matériau enrobant. Les microcapsules ne sont pas nécessairement sphériques.
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Encapsulé dispersé
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/ enii -

Figure IV.2 : Schéma et image MEB de microcapsules.

-Les microspheres : (figurelV.3) Un réseau macromoléculaire ou lipidique continu
formant une matrice dans laquelle se trouve la matiére active finement dispersée, a I'état de

molécules, de fines particules solides ou encore de gouttelettes de solutions.

Membrane
polymeére

Figure 1V.3 : Schéma et MEB de microspheres.

La membrane dune microcapsule ou la matrice d’une microsphére peut se caracteriser

par les facteurs physico chimiques suivants :
e Charge électrique de surface.
e Mouillabilité.
e Porosité.
e Tortuosité des pores.

e Degré de gonflement.

Le taux d'encapsulation (ou la teneur en matiére active) peut étre tres élevée dans les
microcapsules, de I'ordre de 85 a 90% (rapport massique). Comparés a ceux rencontrées

dans les microspheres, ils, sont plus faibles de I'ordre de 20 & 35% [84].
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1vV.3 Application de la micro-encapsulation

Les matériaux micro-encapsulés sont utilisés dans [I'agriculture, les produits
pharmaceutiques, les aliments, les cosmétiques et parfums, textiles, papier, peintures,
enduits et adhésifs, applications de toner, et de nombreuses d'autres industries [85].

Le Tableau IV.1 résume des différentes applications d’encapsulation dans de nombreux

domaines industriels.

Tableau IV.1: Exemples d’application de la micro-encapsulation dans de
nombreux domaines industriels [86].

Domaine industriel Exemples de composés encapsulés

Pharmacie et médical Antibiotiques, contraceptifs, enzymes, vaccins,
bactéries, vitamines, minéraux, antigénes, anticorps...

Cosmétique Parfums, huiles essentielles, anti transpirants, agents
bronzants, crémes solaires, colorants capillaires,
baumes démélants, mousses a raser...

Alimentaire Huiles essentielles, graisses, épices, arémes,
vitamines, minéraux, colorants, enzymes, levures,
microorganismes. ..

Agriculture Herbicides, insecticides, engrais,  répulsifs,
hormones végétales. ..

Biotechnologie Enzymes immobilisées, microorganismes, cellules
vivantes, cellules artificielles, cultures tissulaires,
composés nutritionnels. ..

Chimie Catalyseurs, enzymes, additifs pour plastiques, eau
(platre et béton), inhibiteurs de corrosion, retardateurs
d’incendie, colorants et pigments, agents UV
protecteurs, parfums, huiles essentielles, agents
lubrifiants...

Détergents Adoucissants, antistatiques, agents décolorants,
agents moussants, silicones, cires, détachants...

Textile Colorants, parfums, pigments, bactéricides,
fongicides, répulsifs d’insectes, agents antistatiques,
retardateurs d’incendie, agents imperméabilisants,
adhésifs, composés bioactifs médicaux, composés
bioactifs cosmétiques
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Graphismes et Impression Colorants, pigments, parfums, révélateurs, cristaux
liquides, toners, composés photosensibles...

Photographie Halogénures  d’argent,  pigments,  colorants,
composés  photopolymérisables, révélateurs pour
photographies couleurs, plastifiants...

Electronique Cristaux liquides, matériaux semi-conducteurs,
adhésifs, agents de séchage, retardateurs de flammes,
antistatiques...

V.4 Obijectifs de la micro-encapsulation

La micro-encapsulation peut étre realisée selon les points suivants :

eProtection et stabilisation

Pour protéger le matériau encapsulé contre 1’oxydation ou désactivation en raison de

réactions avec des espéces réactives de I’environnement. Et aussi pour protéger le

manipulateur ou le consommateur

eStructuration

L’encapsulation permet aussi de structurer des composants qui sont tres difficile a
administrer pour plusieurs facteurs tels que 1’état physique de matériel, la volatilité, la
réactivité, et I’insolubilité [87]. Elle peut masquer les propriétés organoleptiques comme la

couleur, le godt et I'odeur des principes actifs [88].

eLibération controlée

La microencapsulation peut étre réalisée pour atteindre libération contrblée /
déclenchée / ciblée, pour la manipulation en toute sécurité des matieres toxiques, réaliser

compartimentage ou immobilisation in vitro de matériaux biologiques et de catalyseurs.

De nombreuses formulations de médicaments pour administration orale, intraveineuse,
oculaire et sous-cutanée sont micro-encapsulés pour obtenir une libération contrélée, ciblee

ou déclenchée de principes actifs.

L'aspirine, par exemple, peut provoquer des ulceres peptiques et des saignements si les

doses sont introduites en une seule fois.
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e Efficacité bioréacteur

La micro-encapsulation des cellules et des enzymes est utilisée pour améliorer
I’efficacité des bioréacteurs puisqu’une tres haute productivité volumétrique peut étre
obtenue, les biocatalyseurs encapsulés ont généralement plus grande stabilité thermique et
opérationnelle et le traitement en aval est simplifié, car la le biocatalyseur encapsulé peut
étre facilement récupéré et reutilise. En biologie moléculaire, a cellule unique,
I'encapsulation est utilisée pour réaliser un criblage a haut débit dans les expériences

d'évolution dirigée.

V.5 Avantages et inconvénients

e Avantages

Les avantages de la micro-encapsulation sont sa commodité d’utilisation, sa réactivité
retardée, la protection du principe actif, la transformation de I’aspect de la substance
(passage de D’état liquide a 1’état solide), la possibilit¢ de transporter un agent
thérapeutique de facon sélective sur un site donné sans oublier le faible colt du procédé
[89].

Les microparticules polymériques sont plus stables que les liposomes a la fois in vivo et
in vitro, ce qui permet d’obtenir une libération prolongée du principe actif, mais ¢galement
durant le stockage [90].

eInconvénients

L’inconvénient de cette forme est que la plupart des techniques de production
impliquent [’utilisation de solvants organiques dont résidus de ces solvants

peuvent donc se retrouver dans les microparticules.
Et aussi le profil toxicologique de bon nombre de polymeres est incertain.

1V.6 Mécanisme de libération du principe actif a partir des microcapsules

Il existe deux modeles pour décrire, identifier et interpréter le mécanisme de libération

du principe actif.

Les phénomeénes physico-chimiques de transfert tels que le processus de diffusion, la
dégradation ou le gonflement de la matrice, la libération par réactions chimiques sont pris

en compte.
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a) Le modele d’Higuchi [91]

Higuchi a développé différents modeles théoriques pour étudier la libération d’agents
faiblement ou fortement hydrosolubles incorporés dans des matrices solides ou semi-
solides. Parmi eux, la relation donnée en fonction de la racine carrée du temps a été
appliquée a différents types de formulations comme les systéemes a libération
transdermique et les formes matricielles comprimées (disques). Le modele d’Higuchi est

applicable en considérant que :

e Le gonflement ou la dissolution du polymeére est négligeabls au cours de
I’essai de dissolution.
e La diffusion du principe actif de la matrice vers le milieu de dissolution est

constante et dominante.
Le taux de libération est exprimé par I’équation suivante :

M 5

Selon cette équation, le taux de principe actif libéré est proportionnel a la racine carrée
du temps. La constante « KH », qui est fonction du coefficient de diffusion, est considérée
comme une constante de libération d’Higuchi et elle est utilisée pour décrire la vitesse de
libération de I’agent actif. « a » est considérée comme une constante qui peut évaluer

I’effet « burst » lorsque la libération est rapide et 1’effet retard lorsque la libération est lente

aux premiers instants.
b) Le modéle de Korsmeyer—Peppas [91]

Il est utilisé pour analyser la libération de formes galéniques pharmaceutiques a base de
polyméres, lorsque le mécanisme de libération n’est pas bien connu ou lorsque plus d'un
type de phénomeénes peuvent étre impliqués. La valeur numérique de « n », I’exposant de
libération, est utilisée afin de caracteriser les différents mécanismes de libération. La valeur

de « n » ne peut étre determinée que sur les premiers 60% de la libération.

M
—L =K, "
M,

Les données de libération In-vitro sont tracées par le logarithme du pourcentage cumulé

du P.A libéré en fonction du logarithme du temps.
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Lorsque n= 0,5, le mécanisme de libération suit la loi de diffusion de Fick et est
dépendante du temps. Si n est supérieur a 0,5, la libération suit un mécanisme non Fickien ;
dans ce cas plusieurs mécanismes peuvent étre impliqués, la plupart du temps, une
diffusion couplée a une €rosion ou a des phénomenes d’hydratation et gonflement de
matrices polymériques. Tandis que, lorsque n est inférieur a 0,5, le mécanisme est

caractérisé comme quasi-Fickien [91].
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INTRDUCTION

L’objectif de cette partie est de préparer des microbilles a base d’alginate de sodium et
d’extrait phénolique et les caractériser par : spectroscopie infrarouge, microscope optique,
détermination de taux d’humidité, taux de gonflement, mesure de diametre de billes et la

densité.

Cette partie comprend également une étude cinétique de libération du PA (extrait
phénolique) a travers la matrice de polymeére (alginate de sodium) et une étude in vivo afin

d’évaluer I’effet anti-inflammatoire intestinal de ces microbilles.

I. MATERIELS ET METHODES
1.1 Matiéres premiéres utilisées

1.1.1 Alginate de sodium
L’alginate de sodium utilisé est de marque (ACROS ORGANICS®, medium viscosity).

Ces caractéristiques sont regroupées dans le tableau (1.1)

Tableau 1.1.1: Les principales caractéristiques d’alginate de sodium

Formule brute CeH7NaOs

Solubilité Peu soluble dans I'eau
Viscosité Moyenne

Masse molaire 198,1059 g/mol

1.1.2 L’extrait phénolique
Le PA utilisé dans notre travail a été extrait au niveau de laboratoire d’analyse
fonctionnelle des procédés chimique (LAFPCI) département Génie des Procédés

Université de Blida 1.

1.1.3 Le médicament de référence

La sulfasalazine (commercialisée sous le nom de salazopyrine) est prescrite pour le
traitement des maladies inflammatoires de l'intestin, parmi lesquelles la maladie de Crohn.
Elle est également indiquée pour le traitement de la polyarthrite rhumatoide et d'autres

polyarthrites inflammatoires. (voir annexe 3)


https://fr.wikipedia.org/wiki/Gramme
https://fr.wikipedia.org/wiki/Mole_(unit%C3%A9)
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Figure 1.1.3 : Structure chimique de la sulfasalazine

1.2 Matériel biologique

Cette étude a été réalisée sur un lot de 18 souris de type albinos dont le poids corporel
est entre 25 et 30 g dans le but d’évaluer ’effet anti-inflammatoire intestinal du polyphénol
extrait du marc de raisin et de la salazopyrine® in vivo. Les souris proviennent de

I’animalerie de I’institut Pasteur d’Algérie.
Elles ont été soumises aux conditions suivantes : (Figure 1.2).

e Mise en cage polystyrene.

e Acces libre a la nourriture (aliment a bouchon) et a I’eau

e Une température de 21 £ 2°C.

e 50% d’humidité et un cycle nycthéméral qui correspond a 12h de lumiére

par 12h d’obscurité.

Figure 1.2 : Photos numériques montrant I’élevage des souris au sein de I’animalerie
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1.3 Matériels non biologiques

Le matériel, produits, réactifs et appareils utilisés dans le cadre de cette étude sont

mentionnés dans ’annexe 1, 2, 3, 4, 5 et 6.

Il. METHODES

1.1 Extraction des composés phénoliques

Le marc de raisin a été séché a 60° C, broyee et conservé jusqu'a l'utilisation.

L’extraction assistée par ultrasons a été effectuée dans un bain ultrason.

Les échantillons de marc de raisin secs ont été placés dans un erlenmeyer contenant
I’éthanol comme solvant d’extraction. Le bain ultrason fonctionne a une fréquence de 25

kHz, et une température de 20°C pendant une durée totale de 15min. ( figure 11.1)
Apres l'extraction, chaque échantillon a été soumis a :

e Une centrifugé.
e Elimination du solvant avec un rota vapeur.

e Lyophilisation pour éliminer 1’eau.
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Figure 11.1 : Les Etapes de ’extraction. A : Le Marc de raisin brut ; B : Le Marc de
raisin broyé ; C : Le Mélange du marc de raisin avec le ’éthanol ; D : Mettre le
Meélange dans un bain ultrason ; E : Centrifugation du mélange ; F : Récupération du
surnageant ; G : Lyophilisation du liquide ; H : Le Polyphénol sec.

11.2  Analyses phytochimiques d’extrait phénolique

11.2.1 Dosage des polyphénols totaux

Les polyphénols totaux des extraits ont été déterminés par la méthode de Follin-
Ciocalteu. Le dosage des polyphénols totaux par la méthode utilisant le réactif de Folin-
Ciocalteu. Ce dosage est basé sur une réaction d’oxydo-réduction. Le réactif de Folin-
Ciocalteu est constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique (HsPW12040) et d’acide
phosphomolybdique (HzPMo012040). 11 est réduit, lors de 1’oxydation des phénols, en un
mélange d’oxyde bleu de tungungsténe et de molybdene [92]. La coloration produite, dont
I’absorption maximum a 765 nm, est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents

dans les extraits obtenus.
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Mode opératoire

Un volume de 0,2 mL de I’extrait dilué est mélangé avec 0,5 mL de réactif de Folin-
Ciocalteu. Aprés 5 minutes d’agitation, 5 mL de carbonate de sodium a 5 % est additionné.
Le mélange est dilué jusqu’a 25mL. Ensuite, incubé a ’abri de la lumicre et a température
ambiante pendant 90 minutes. L’absorbance est lue a 765 nm contre un blanc a I’aide d’un
spectrophotometre (UV Visible). La concentration en composés phénoliques totaux est
exprimée en mg équivalent de I’acide gallique par g (mg EAG/g) en se référant a la courbe

d’¢étalonnage obtenue avec 1’acide gallique.

11.3 Evaluation de Pactivité antioxydante

11.3.1 Mesure de pouvoir de piégeage du radical DPPH

Le DPPH (1,1-diphényl1-2-picrylhydrazyl) est un radical libre, il se caractérise par une
coloration violette en état oxydé et une coloration jaune en état réduit [93]. En présence de
composés antiradicalaire, le radical DPPH est réduit et change de couleur en virant au
jaune. Les absorbances mesurées a 515 nm servent a calculer le pourcentage d’inhibition

du radical DPPH, qui est proportionnel au pouvoir antiradicalaire de 1’extrait.

Mode opératoire

Un volume de 500pL de I’extrait est mélangé avec 375ul d’éthanol et 125uL d’une
solution DPPH. Le mélange est incubé a température ambiante et 1’abri de la lumicre
pendant 60 min. L’absorbance est mesurée a 517 nm. Le pourcentage d’activité

antioxydant (AA%) est calculé selon la formule suivante :
AA(%) = [(Abs blanc — Abs éch) / Abs blanc] x 100

Abs blanc : Absorbance du DPPH au temps zéro avant 1’addition de 1’échantillon.

Abs éch: Absorbance de 1’échantillon testé aprés incubation.

I1.4 Formulation des microbilles de polyphénol

a. Choix des doses

D’apres des études précédentes sur I’inflammation intestinale nous avons trouvé que
plus les doses de polyphénols sont petites plus elles donnent un meilleur effet
thérapeutique. La plus petite dose tester est 23mg qui a donné un effet thérapeutique contre

I’inflammation intestinale [37], c¢’est pour cela qu’on a choisi d’utiliser cette dose et de
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diminuer les doses encore plus pour voir son effet thérapeutique contre la rectocolite

ulcéro-hémorragique.

La teneur en polyphénols totaux de I’extrait du marc de raisin est de 200mg/mL. De
cette derniére on a 0.115%, 0.0825% et 0.05%, ce qui correspond respectivement a 23mg,
16.5mg et 10mg.

b. Préparation de la solution gélifiante :
On prépare un bain de sel de calcium (CaCl2) a 0,2M pour la mise en forme des billes.
c. Formulation :

Les formulations au nombre de onze (11) ont été réalisées selon un plan d’expérience
avec le mode 6 (logiciel) en variant la concentration d’alginate de 1,5% a 2% et du

polyphénol de 0.05% a 0.115%.

Tableau I1.1 : Proportion de formulation des microbilles proposée par le mode 6.

1 | 2 | 3 | 4 | 5 | & |
Exp No | Exp Name Run Order Incl/Excl | alg POLY

1 1 N1 11 Incl - 1,3 0,05
2 2 N2 2 | Incl - 2 0,05
3 3 M3 g Incl - 1,5| 0,115
4 4 M4 4 | Incl - 2| 0,115
5 5 N& 10 Incl - 1,5| 0,0825
b & | MG 3 | Incl - 2| 00,0825
T T NT & Incl - 1,75 0,05
8 2 MNa T | Incl - 1,75 0,115
g 9 MY 5 Incl - 1,75| 0,0825
10 10 N10 2 | Incl - 1,75| 0,0825
11 11 N1 1 |Incl - 1,75| 00,0825

La formulation des microbilles a été réalisée en suivant le protocole de Deladino et al.
2015 [94] avec quelgues modifications. Les polyphénols sont mélangés a la solution
d’alginate de sodium, une fois homogénéis¢, les microbilles sont obtenues a 1’aide d’une
seringue dans une solution de chlorure de calcium (0,2M). Les microbilles formées ont été
maintenues dans le bain gélifiant de CaCl, afin de durcir pendant 5h. Ensuite, elles ont été
lavées et filtrées sur Biichner avec de I’eau distillée. Enfin, les microbilles sont séchées a
I’étuve a 70° C pendant 48h.
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Figure 11.2 : Les Etapes de la formulation. A, B, C, D : Homogénéisation du
polyphénol et I’alginate ; E : Synthese des microbilles avec la seringue ; F : Les
microbilles dans le bain de gélification ; G : Filtration sous vide et lavage des
microbilles ; H et | : Les microbilles avant et apres séchage.

1.5 Etude de dissolution in vitro des formulations

L’essai de dissolution trouve sous importance dans le controle d’une formulation mais
aussi pour expliquer son comportement. Il est destiné a déterminer 1’aptitude d’une forme
galénique a laisser passer en solution, dans un milieu déterminé le principe actif qu’elle
contient.

Dans le domaine des tests de dissolution, il est courant de mimer les conditions in vivo
par un milieu simulé homogéne in vitro, méme si cela reste tres éloigné de ce qui existe
dans le tractus gastro-intestinal, qui est anatomiquement et physiologiquement plus
complexe.

Pour permettre I’étude in vitro de la dissolution d’un principe actif, parmi les tests

officiels regroupés dans les différentes pharmacopées on a la méthode a palette.

115.1 Principe de la méthode

Le dissolu test que nous avons utilisé dans notre travail est de marque ERWEKA
L’appareil est constitué de 8 bacs a fond hémisphérique d’une capacité nominale de 900

mL., dans lesquels on introduit le milieu de dissolution. Ces bacs sont placés dans un bain
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d’eau thermostaté. Chaque bac est muni d’un agitateur a palette dans le but d’agiter
seulement le milieu de dissolution. La couverture supérieure de I’ouverture de 1’appareil
est munie d’un systéme de commande pour le réglage de la température et de la vitesse
d’agitation, et une prise de prélévement pour chaque bac. Le prélévement d’un échantillon
dans un bac est effectué en mode manuel a 1’aide d’une seringue connectée a un tube de

prélévement recouvert d’un filtre a I’extrémité plongée dans le bac.

11.5.2 Le protocole expérimental

Préparation du milieu tampon pH = 6,8

50 ml de KH2PO4 (0,2 M) ont été préleves dans une fiole de 200 mL auxquels 22,4 mL
d’une solution de NaOH (0,2M) ont été ajoutés et complété le volume avec de l'eau
distillée, ajustez le pH si nécessaire, avec de I'nydroxyde de sodium 0,1 M ou de I'acide
chlorhydrique 0,1 M.

Préparation du milieu tampon pH =1,2

Disoudre 2g de NaCl dans une fiole de 1L auxquels 7 mL de HCI ont été ajoutés et

complété le volume avec de I’eau distillée avec ajustement du pH si nécessaire

11.5.3 Dosage du PA par spectroscopie UV-Visible

Détermination de la longueur d’onde maximale

Pour déterminer la longueur d’onde maximale d’absorption du PA, nous avons préparé
une solution étalon du PA. Ensuite nous avons dosé cette solution a I’aide d’un
spectrophotometre UV-Visible en faisant un balayage de longueur d’onde entre 200 nm et
400 nm, nous avons obtenu une courbe représentant 1’absorbance en fonction de la
longueur d’onde dont le pic maximal correspond a la longueur d’onde maximale du PA

(Amax) qui est égale a 278 nm.

11.6  Test de dissolution

La température du dissolu test réglée a 37 °C et I’agitation a 100 tours/min. le bac de
capacité de 900 mL est rempli du milieu gastrique ou intestinal, une fois la température
atteint 37 °C, on introduit la formulation préparée a I’intérieur du milieu en déclenchant
immédiatement le chronomeétre. Aprés un temps donné, on préleve 5 mL de la solution,

puis on dose par spectrophotométrie UV visible a une longueur d’onde de 278 nm.
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11.7 Caractérisation des microbilles

Pour la suite de notre étude, le choix des concentrations de la matrice PA/Alginate de

sodium a été fait a partir du test de dissolution.

11.7.1 Mesure du taux de gonflement

Le systeme a gonflement est particulierement intéressant pour la libération du principe
actif parce qu’il laisse diffuser des molécules de masse molaire élevée, il a ’avantage de

donner un type de libération indépendant des propriétés du principe actif.

Les propriétés de gonflement des microbilles dépendent de nombreux facteurs : le

milieu de gonflement, les paramétres physico-chimiques...etc.

Les tests de gonflement sont effectués dans des conditions gastro-intestinal (Gl), en
immergeant une masse de 0,1g des microbilles (préalablement séchées a 1’étuve sous vide
a 65 °C pendant 48 heures) dans une solution tampon pH 2,20 + 0,01 (HCI/KCI) pendant
2h, ensuite, dans une solution tampon pH 6,80 = 0,01 (NaH2PO4.2H20/Na2HPO4.12H,0)
pendant 22h. Aprés immersion, le poids des microbilles a été mesuré et le taux de

gonflement a été calculé selon I’équation suivante :

G% = ) X 109
0 = (mg —mi) p—

Avec: mg: Masse des microbilles a I’état de gonflement en grammes.

m; : Masse des microbilles séchées en grammes.

11.7.2 Mesure de la densité

La densité des billes d’alginate a été réalisée a I’aide d’un pycnometre selon la loi

suivante :

g M1 — pe
MO — M2
Avec Mo : Pycnometre vide.
Mz : Pycnomeétre rempli de solide.
M : Pycnomeétre contenant le solide et rempli d'eau jusqu'au trait de

jauge.



50

11.7.3 Taux d’humidité

Un échantillon de microbilles d’alginate humide a été pesé et mis dans 1’étuve sous vide

4 65°C pendant 48 heures. Le taux d’humidité est calculé par la formule suivante :

H% = ¢ )x 100
0 0 f mo

Avec: mo(g) : Masse initiale des billes humides en grammes a t=0

ms (g) : Masse finale des billes séchées en grammes a t= 48h

11.7.4 Analyse par infrarouge

L’analyse par IR des échantillons des microbilles ainsi que 1’extrait phénolique et
I’alginate a été réalisé au moyen d’un appareil IR de marque BRUKER TENSOR II.

Les échantillons ont été broyé et sécher a 105°C. Ces derniers ont été mélanger avec
KBr dans un rapport KBr/échantillon = 1,5.

11.8 Observation en microscopie optique

Les microbilles ont été observé sur microscope optique de marque. Les microbille
gelifié et seché ont été positionné sur une lame de verre puis observées sous microscope
optique afin de vérifier la sphéricité, I'intégrité et la dispersion des microparticules de

polyphénol dans le gel.

11.9 Etude de la stabilité des microbilles

11.9.1 Stabilité chimique

Nous avons étudié la stabilité chimique des microbilles d’alginate en fonction du pH en

utilisant le protocole expérimental suivant :

Des échantillons de 0,5 g de microbilles gélifiees humides (avec différentes
concentrations de polyphénols) sont plongées séparément dans des solutions a différents
pHs basique (12.26), acide (1.2) et neutre (7,75). L’ensemble est agité durant 48 heures a
I’aide d’un agitateur magnétique. Les billes sont ensuite filtrées sur un Biichner et rincées
plusieurs fois avec de 1’cau distillées. Apres lavage, les microbilles sont séchées dans

I’étuve sous vide a 50 °C pendant 72 heures puis pesees.
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11.9.2 Stabilité thermique

Nous avons étudié la stabilité thermique des microbilles d’alginate en fonction de la

température en utilisant le protocole expérimental suivant :

Des échantillons de 0.05 g de microbilles d’alginate séchées (avec différentes
concentrations de polyphénols) ont été mis dans 1’étuve sous vide a différentes
températures (25 £ 5 °C) a I’air ambiant 37 °, 45 °C pendant 48 heures puis pesées et

observées a I’ceil nu.

11.9.3 Stabilité mécanique

La rigidité mécanique des billes d’alginate a été étudiée par rhéologie en 1’évaluant les
deux modules de conservation (G’) et de perte (G’’) un gel par définition posséde un
plateau ou G’ est supérieur au G’ en fonction de la fréquence sous y= 1% ou bien en

fonction de la vitesse du cisaillement a une fréquence de 1 Hz en mode oscillatoire.

Toutes les analyses rhéologiques ont été effectuées avec un rhéomeétre de marque MCR
302 Anton PaarPhysica (Anton Paar,GmbH,Germany). La geéométrie utilisée est de type

plan-plan avec @ = 8 mm.
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I11.  ETUDE IN VIVO DE L’INFLAMATION INTESTINALE

111.1 Méthode d’induction de la rectocolite ulcéro-hémorragiqgue

L’évaluation de I’activité anti-ulcéreuse du polyphénol nécessite le développement,
chez un modele animal, d’une forme de pathologie telle qu’elle est retrouvée chez

I’humain.

L’ulcération intestinale a été provoquée selon la méthode décrite par Prabhu, V. et
Guruvayoorappan, C. (2014). « Protective effect of marine mangrove Rhizophora
apiculata on acetic acid induced experimental colitis by regulating antioxidant
enzymes, inflammatory mediators and nuclear factor-kappa B subunits. »
International Immunopharmacology [96] avec quelques modifications. Elle consiste en
I’introduction intra-rectale d’un agent ulcérogéne (voir figure 11.4) : 1’acide acétique
CH3COOH a 1 %. Un volume de 0,6 ml de celui-ci a été infusé lentement a 1’aide d’un
cathéter en plastique flexible d’une longueur de 4cm dans le colon des souris a travers
I’anus. Elles ont été ensuite maintenues en position basse pendant 30 secondes pour limiter

I’expulsion de la solution. Les souris ont été pesées, marqueées et réparties en six lots (n=3).

Figure 111.1 : Photo numérique montrant la méthode d’induction de la rectocolite
ulcéro-hémorragique par voie rectale.

Le tableau ci-dessous illustre la répartition des souris en différents lots selon la solution

administrée
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Tableau I11.1 : La nature des traitements regus par les différents lots

N° de lot | I i v \Y \Y4|
nature du Eau sulfasalazine ~ Polyphénols Polyphénols Polyphénols
traitement physiologique physiologique 23mg 16.5mg 10mg

administré

Induction
de la colite - v & & ki ki

(une heure

apres)

+ : colite induite /- : colite non induite

Le lot I recevant de I’eau physiologique est considéré comme lot témoin qui servira
d’un modele montrant le colon dans son état physiologique. Le lot II recevant de I’eau
physiologique et 0.6 ml d’acide acétique a 1% qui servira d’un modéle montrant le colon
malade. Les quatre lots (I, 1V, V, VI) traités respectivement avec le médicament la
salazopyrine® (sulfasalazine 100 mg/Kg) considéré comme molécule de référence et le

polyphénol a différentes concentrations (23 mg, 16.5 mg, 10 mg).

111.2 Mode d’administration du médicament

1 heure aprés a I’induction de I’ulcére, le médicament salazopyrine® a était effectuée
par un gavage intra-gastrique grace a une sonde gastrocesophagienne, et les microbilles du
polyphénol on était introduite une par une a 1’aide d’une spatule (figure 111.3). Cette
procédure a été répétée quotidiennement pendant 3 jours, 5 jours et 7 jours pour voir

I’évolution du traitement de la colite.

Tableau 111.2 : Les quantités journaliéres des différentes concentrations du

polyphénol.
Dose Quantité journaliére de polyphénols et du
(mg/7J) medicament (mg)
10 142
16.5 2.35
23 3.28
Médicament de référence (salazopyrine®) 3.75
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111.3 Etude de I’évolution pondérale

Les souris ont été pesées chaque jour pendant la période de I’expérimentation.

Figure 111.2 : Photo numérique montrant la pesé des souris.

I11.4 Analyse clinique

Les souris ont été mise sous une observation quotidienne pour distinguer leurs

comportements et les symptdmes de la rectocolite ulcéro-hémorragique. (Diarrhée, chute

de poils, etc....)

1.5 Sacrifice et prélévement des organes

Le sacrifice des animaux a été effectué par 1’éther. Le cOlon a été prélevé puis

conservé dans du formol & 4% a fin d’effectuer I’analyse histopathologique.

Figure 111.3 : Photos numérique montrant la préparation du matériel biologique pour
I’expérimentation.
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I11.6  Analyse histopathologique

La technique de base comporte plusieurs étapes :

- Fixation des organes prélevés.

- Examen macroscopique et mise en cassette.
- Déshydratation et éclaircissement.

- Inclusion en paraffine.

- Confection des coupes.

- Etalement des lames.

- Coloration et montage des lames.

Une étape d’analyse macroscopique est indispensable, avant et/ ou apres la fixation de la

piéce.

111.6.1 La fixation des organes prélevés

Elle a pour but de conserver les structures tissulaires en évitant aussi leur autolyse. Elle
doit se faire immeédiatement apres le prélevement, par immersion du prélévement dans un
grand volume de formol a 4%. (Le volume du formol doit étre 10 fois le volume de

’organe)

Figure 111.4 : La Conservation des organes dans le formol a 4%.

111.6.2 Examen macroscopigue et mise en cassettes

Les prélevements sont examinés par la présence éventuelle de lésions macroscopiques.
Ensuite, des sections tissulaires de 5mm sont effectuées et placées dans des cassettes

identifiées a 1’aide d’un crayon a mine.
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Les cassettes sont placées dans du formol a 4%. La fixation permet le durcissement et la
conservation de la morphologie des tissus.

Figure 111.5 : Coupe et mise en cassettes des tissus.

111.6.3 Déshydratation et éclaircissement

La déshydratation peut se faire manuellement ou a I’aide d’un automate ; elle permet
I’¢élimination de ’eau contenus dans le tissu, on passe les tissus dans trois bains de xyléne,
son rdle ¢’est I’élimination de 1’alcool, il facilite aussi leurs pénétrations par la paraffine.
Cette étape dure environ 6 heures. Au fur et a mesure de I’infiltration par solvant, les tissus

ont tendance a s’éclaircir.

Le tableau ci-dessous présente le programme de circulation au laboratoire d’anatomie et de

cytologie pathologiques vétérinaires.
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Tableau 111.3 : Le Programme de circulation au laboratoire d’anatomie et de

Opération

cytologie pathologiques vétérinaires.

Durée du séjour (min)

Déshydratation N°1: alcool 90° 60
N°2: alcool 96° 30
N°3: alcool 100° 30
Eclaircissement N°4 : xyléne | 120
N°5 : xylene 11 120
N°6 : xylene IlI 60
Enrobage N° 7 : paraffine + xyléne 120
N°8 : paraffine pure 60

_,_
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Figure 111.6 : Photos numériques montrant la déshydratation a I’aide d’un automate.

111.6.4 Inclusion

Le tissu est placé dans la paraffine en fusion portée a 56/58°C, la chaleur provoque

I’évaporation du solvant, les espace ainsi libérés sont combles par la paraffine.

Puis la paraffine chaude est placée dans des petits moules contenant les fragments. Les
blocs ainsi formes seront mis au froid pour les rendre solides en utilisant une plaque
réfrigérante a -20°C. On procéde alors au démoulage ; on obtient ainsi des fragments

tissulaires inclus dans un bloc de paraffine solide.
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Figure I11.7 : A : Station d’enrobage ; B : Les Etapes d’inclusion.

111.6.5 La microtomie

A T’aide de microtome les blocs de paraffine vont étre coupes de fagon a réaliser des
coupes d’environ 3pum. L’ensemble des tranches de section vont former un ruban dans
lequel on retrouve des coupes sériées de prélevement tissulaire. lls seront ensuite étalés sur
des lames au bain marie a 37°C afin d’éviter les repliements du tissu. Les lames seront
incubées dans 1’étuve a 65°C pendant au moins 1 heure a afin de se débarrasser de la

paraffine et d’assurer I’adhérence des coupes.

Figure 111.8 : Photos numérique montrant les étapes de la microtomie.
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111.6.6 Coloration des lames

Cette étape se déroule en 2 phases :

1. Préparation des lames avant coloration :

- Déparaffinage : les lames passent par deux bains de xyléne (20 minutes pour
chacun)

- Réhydratation : successions de deux bains d’alcool (5 minutes pour chacun).

- Rincage a I’cau de robinet.

2. Coloration de base hématoxyline -éosine (HE) :

- Coloration a hématoxyline de Harris pendant 30 secondes.
- Ringage a I’eau de robinet.

- Coloration a I’éosine pendant une minute.

- Ringage a I’eau de robinet.

- Trempage rapide dans 1’alcool 90°.

- Séchage et montage : dépot d’une goutte de milieu de montage (Eukitt®) puis

recouvrir a ’aide d’une lamelle.

Figure 111.9 : Photos numérique montrant la coloration et montage des lames.
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INTRODUCTION

Ce chapitre regroupe les résultats des différents tests obtenus et leur interprétation. Nous
avons procédé par I’extraction et la caractérisation des produits purs, les différentes
formulations qui ont été préparées, par les différentes techniques d’analyses telles que
I’IRTF et le microscope optique. Ensuite on s’est intéressé a 1’étude de la cinétique de
libération in vitro (dissolu test) du PA, en se basant sur 1’analyse UV-Visible pour

déterminer la quantité du PA libéré.

Enfin, des tests in vivo ont été réalisés sur des souris (albinos) pour démontrer
I’efficacité des polyphénols contre [D’inflammation intestinale suivie par une

anatomopathologie.

I. CARACTERISTIQUES DES COMPOSES PHENOLIQUES

1.1 Analyse par spectrophotométrie IR-TF

L’analyse par spectrophotométrie FT-IR est une méthode qui nous permet de déterminer
les groupements fonctionnels donnés aux bandes les plus importantes.

Les spectres FT-IR ont été obtenu par d’un spectrophotomeétre a transformer de fourier
BRUKER TENSOR Il a I’aide du logiciel OPUS. Le domaine d’étude du nombre d’onde
est compris entre 400 et 4000 cm™. Pour effectuer une analyse, tous les produits sont
directement déposés (sans préparation préalable)

Le spectre FT-IR d’extrait phénolique est présenté dans la figure 1.1 ci-apres :
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Figure 1.1 : Spectre IR-TF d’extrait phénolique du marc de raisin
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La bande large (3000-3500 cm™) montre la présence du groupe O-H de polyphénols avec

une forte intensité.

e La bande d’absorption autour de 1604 cm™ indique la présence de liaisons C=C
aromatiques.

e Le pic centré a 1280 cm™ est dii aux vibrations d’élongation associées aux liaisons
C-O avec une forte intensité.

e Les pics entrent (1000-500 cm™) mettent en évidence la présence de liaisons C-H

avec intensité moyenne.

1.2 La teneur des polyphénols

Le taux des polyphénols totaux dans nos extraits, a été calculé a partir d’une courbe
d’étalonnage lin€aire, établie avec des concentrations précises d’acide gallique

(20-100 mg/L), (Figure 1.2) comme standard de référence, dans les mémes conditions
que D’échantillon. Les résultats sont exprimés en microgramme d’équivalent d’acide

gallique par milligramme d’extrait.

0.45
Abs ik y=0.0043x-0.0198 .
0.35
0.3
0.25
0.2
0.15
0.1
0.05
0 4
0 20 40 60 80 100

R*=0.9935

Concentration acide gallique [mg/L]

Figure 1.2 : Courbe d’étalonnage de ’acide gallique

L’extrait phénolique du marc de raisin a donné une teneur importante en polyphénols
la112.59 mg EAG/g de MS.

En se référant a la littérature, les travaux, montrent que le marc de raisin contient une
teneur tres élevée en polyphénols en comparant par d’autre type de fruits, cette teneur
élevée peut étre expliquée par les oligomeres de proanthocyanidin liée par des liaisons
covalentes avec les polysaccharides de la paroi cellulaire. Cette teneur varie d’une variété
a ’autre : Cabernet Sauvignon = 164,9 mg EAG/g de MS Syrah= 160,0 mg EAG/g de
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MS, Monastrell = 136,9 mg EAG/g de MS [97].

Les composes phénoliques du raisin se trouvent essentiellement dans les graines et les peaux
avec environ 75% [98].

Cependant, il semble clair que la composition des marcs de raisin est fortement liée a la variété
de raisin et le proces industriel appliqués, Le marc de raisin représente une bonne source des
composés de valeur biologique pour plusieurs applications meédicales, nutraceutiques et
alimentaires [99, 100].

Les facteurs environnementaux tels que : la température, la géographie, la durée du jour et
les éléments nutritifs, influencent fortement sur la biosynthese et 1’accumulation des

métabolites secondaires de la plante [101].

1.3 Activité antioxydante

L'activité antioxydante des deux extraits vis-a-vis du radical DPPH a été évaluée par un
spectrophotomeétre en suivant la réduction de ce radical qui s'accompagne par son passage
de la couleur violette a la couleur jaune mesurable a 517 nm. Cette activité comparée avec
celle d’un antioxydant de référence le BHA.

La figure 1.3 représente les résultats obtenus pour ce dosage.
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Figure 1.3 : Activité antioxydante de I’extrait et de BHA.

De plus D’activité antiradicalaire (capacité d'¢liminer le DPPH) est évaluée par la
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détermination de la concentration correspondante a 50% d'inhibition (CI50). La valeur de
C150% la plus faible correspond a l'activité antiradicalaire la plus importante. Le tableau et
la suivant represente les valeurs de C150% enregistrés dans notre extrait en comparant de
celle de BHA.

Tableau I.1: Activité 50% d’inhibition

Echantillon CI50

' [mg/L]
Extrait phénolique 4,32+0,21
BHA 4,97+0

Il. FORMULATION DES MICROBILLES

La formulation a été fait a une température ambiante a fin de facilité¢ 1’écoulement du
fluide dans la sortie de la seringue, plusieurs paramétres sont pris en considération au long
du processus des microbilles gélifiés par extrusion comme la hauteur seringue-solution

CaCl; et la vitesse d’agitation.

11.1 Dosage du bain CaCl;

En utilisant la méthode du dosage des polyphénols par le réactif de Folin-Ciocalteu nous
avons remarqué qu’il y avait aucun changement de couleur donc aucune trace des

polyphénols dans le bain ce qui signifie que tous ces derniers ont été encapsulés.

Figure 11.1 : Solution du bain CaCl: apreés le dosage
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1.2 Meécanisme de la formulation (la sphérification)

L’alginate de sodium est formé de groupements carboxyles COO~ et de Na* ce qui lui

rond électriquement neutre.

a) N Coo a

p-o-mannuronate (M) a-t-guluronate (G)

b) VOC o O0C HO — 0OC
W
[+ OoC oM
G G M M G

c
) MMMMGM GGGGGM GM GGGGGGGGMM GM GM GGM
N —— N —— e oz o — —
M-block G-block G-block MG-block

Figure 11.2: a) monoméres mannuronate M et guluronate G, b) poly-guluronate GG
et polymannuronate MM, c) exemple d'enchainement des blocs GG, blocs MM ou
blocs alternés MG dans une chaine d'alginate.

D’aprés [102], apres ajout des cations multivalents a un sel d’alginate de sodium, les
chaines passent de 1’état d’hélices flexibles a 1’état ordonné en formant une liaison entre les
guluronates (GG) de deux chaines d’alginate, ces blocs G d’alginate de sodium retiennent
par coordination les ions de calcium Ca?* qui remplacent les ions de sodium Na* en

fonction de polarite.

CO2- Na+ CO2- Na+

CO2- Na+ CO2- Na+

Schéma de la structure de 'Alginate de Sodium
2°

\ Ca2+ \ Ca2+
co l/ co:e.' /
Schéma de l'interaction
Alginate-Ca2+
coz- cOo2-
Ca2+ R\ Ca2+
CcO2- A/ cO2- /
CO2- CcO2-

Figure 11.3 : Mécanisme de gélification
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En conséquence, la rigidité du gel est en fonction de la proportion et de la longueur du
bloc G.

L'agrégation des chaines paralleles conduit a un assemblage géométrique

tridimensionnel régulier appelé "boite a ceufs" ionoréversible et non thermoréversible.

Cela permet la formation d’un gel, I’épaississement du liquide contenant 1’alginate de

sodium et ainsi qu’une pellicule durcie et forme la surface des billes. [102]

'_é-‘;l’_-l. f_?:l';‘?- Hﬂ"-u._,:\‘—'-'-"- -""L\ -
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Figure 11.4 : Géomeétrie tridimensionnel "boite a ceufs"

» Réaction chimique

D’apreés la littérature 1’€quation suivante représente la réaction chimique de ce mécanisme :

2CH,0¢Na* + Ca?t + 2CI~ » (CsH,0,C007), + 2 NaCl

11.3 Test de maturation des microbilles

Apres avoir suivi I’évolution de la masse des microbilles gélifier en fonction du temps

dans un bain CaCl, représenté graphiquement dans la figure ci-apres :
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Figure 11.5 : Cinétique de gélification des microbilles contenant du polyphénol

Les résultats obtenus dans la figure précédente montrent que la masse des microbilles
diminue en fonction du temps et aprés 60 min elle commence & se stabiliser a cause de

I’évacuation d’une partie de 1’eau contenue dans la goutte.

En fin nous avons choisis un temps de maturation de 5 h qui est largement suffisant

pour atteindre la gélification compleéte.

I11. TEST DE DISSOLUTION

Les figures suivantes (Figure Ill.1 A,B,C) montrent 1’évolution du pourcentage du PA
libéré en fonction du temps a partir des mélanges PA/Alginate avec différentes proportions

d’alginate de sodium dans le milieu intestinal.
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Figure 111.1 : Cinétiques de libération du PA a partir de différentes concentrations
d’alginate a pH=6,8 et T=37°C. A : microbilles encapsulées avec 1,5 % d’alginate, B :

Essai 1 : 10 mg de polypheénol, essai 2 : 10 mg de polyphénol, essai 3 : 23 mg de polyphénol, essai
4 : 23 mg de polyphénol, essai 5 : 16,5 mg de polyphénol, essai 6 : 16,5 mg de polyphénol, essai 7 :
10 mg de polyphénol, essai 8 : 23 mg de polyphénol, essai 9 : 16,5 mg de polyphénol.

Les résultats obtenus ont montré que, pour la formulation avec 1,5% d’alginate de
sodium, la vitesse de libération du PA atteint jusqu’a 50% a 60% pour 1’essai 3 et I’essai 1
aprés 120 min, tandis que pour I’essai 5 la vitesse de libération du PA est encore lente, ou

10% du PA ont été libéré aprés 160 min.
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Pour la formulation avec 1,75% d’alginate, la vitesse de libération du PA est plus rapide
par rapport a la formulation avec 1,5% d’alginate, ou 50% a 70% du PA ont été libéré dans
160 min.

Pour la formulation avec 2% d’alginate le profil de libération du PA atteint son
maximum aprées 160 min (98 %).

D’apres les résultats obtenus, la vitesse de libération du PA est proportionnelle a la
quantité du polymere incorporeée. Plus la formulation est concentrée en masse du polymere,
plus la vitesse de libération du PA augmente.

Ce résultat est intéressant dans le sens que I’amélioration de la solubilité, permet de
réduire les effets secondaires car la dissolution rapide du PA évite le contact direct des

cristaux de PA avec la muqueuse gastrique et donc diminue son irritation [103].

IV. CARACTERISATIONS DES MICROBILLES

A partir du test de dissolution, le choix de la concentration d’alginate de sodium a été fixe
a 2%.

1V.1 Densité, taux d’humidité, taux de gonflement

Le tableau suivant représente les résultats de la densité, du taux d’humidité et du taux de

gonflement des microbilles synthétisé ainsi que pour I’alginate.

Tableau V.1 : Caractéristiques de difféerentes microbilles préparees.

Caractéristi rg Taux de rh Taux Densité
(9) gonflement (9) d’humidité
% %
icrobilles
Polyphénols

(mg)
10 10.122 3278.9 0.1182 95.86 0.9993
16.5 8.0478 2570.36 0.1169 95.16 0.9999
23 3.6719 1166.90 0.0957 95.60 1.0002

Alginate 1.3787 898.2 0.0958 | 96.08 0.9990
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Ou les paramétres suivants représentent

rg : rapport massique pour le taux gonflement (g), rh : rapport massique pour le taux
d’humidité (g).

Les resultats obtenus dans le tableau précédent montrent que :

e Le taux d’humidité des microbilles gélifié augmente quand la dose de polyphénol
diminue.

e Les densités des microbilles obtenues est supérieur a celle de I’eau (0.998 g.cm™3)
ce qui explique leurs émergences dans la solution aqueuse.

e Par contre les taux de gonflement ce différe plus la quantité des polyphénols

augmente plus le taux de gonflement diminue.

1V.2 Analyse par spectrophotométrie IR-TF

Les spectres IR-TF ont été obtenu par d’un spectrophotométre a transformer de fourier
BRUKER TENSOR I a I’aide du logiciel OPUS. Le domaine d’étude du nombre d’onde o
est compris entre 400 et 4000 cm™. Pour effectuer une analyse, tous les produits sont
directement déposés (sans préparation préalable)

Les spectres IR-TF des microbilles d’alginate et de 1’extrait phénolique encapsulé dans

les microbilles sont présentés dans les figures suivantes.
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Figure 1V.1: Spectre IR-TF des microbilles d’alginate
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Figure 1V.2: Spectre IR-TF des microbilles d’extrait phénolique encapsulé dans

I’alginate

La comparaison du spectre FT-IR du PA pur avec les spectres de la microbille
d’alginate et de microbilles PA/Alginate de sodium nous a permis de retrouver tous les pics

caractéristiques du PA ce qui nous confirme sa présence dans les formulations de notre

microbille ou en d’autres termes son encapsulation.

1IV.3 Observation par microscope optiqgue

Les microbilles préparées pour cette étude ont été observées au microscope optique.

Figure 1V.3 : Photographies optique des microbilles geélifiées, A) bille d’alginate
alginate humide, B) microbille du polyphénol humide, C) bille du polyphénol sec.

L’examen de I’analyse par microscope optique des microbilles permet de tirer les

conclusions suivantes :

» Lasphéricité des microbilles
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» La couleur des microbilles est brune caractéristiques de la présence des
polyphénols et blanche pour celles d’alginate.

» Dispersion des microparticules des polyphénols dans tout le volume de la sphere
des microbilles (figure 1V.3 B)

» Lataille des microbilles est de 1’ordre de 412,270 um pour les microbilles humides

et de 87,952 um pour les microbilles séches.

Les diameétres des microbilles sont obtenus a partir du traitement de photographies
numériques a I’aide d’un logiciel OPTIKA.

Les microbilles sont relativement homogénes en taille : le suivi du comportement des
microbilles au cours du séchage montre que le processus de séchage est accompagné par
une diminution de la taille et une restructuration importante des microbilles. La diminution
du diametre au cours du processus du séchage est de 95%. Le diametre diminue
significativement apres 24 h de séchage et reste constant apres 72h.

IV.4 Test de stabilité

Il est trés important de déterminer la stabilité des microbilles des polyphénols encapsulé
dans I’alginate de sodium dans des milieux a pH et a Températures différents.

V4.1 Stabilité chimique

Nous avons étudié le comportement des microbilles dans des solutions aqueuses de pH
variables la figure 1V.4. Ci-dessous représente les masses des différentes microbilles

séchées en fonction du pH.
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Figure 1V.4 : Effet du pH sur la stabilité chimique des différentes doses de
microbilles.

Nous pouvons dire que :

Les microbilles de 1.2 a 7.75 sont stables par contre en augmentant le pH a 12.26 ce qui
est un milieu trés basique les microbilles deviennent friable et non utilisable non seulement
pour les analyses mais aussi comme médicament celui-ci s’explique par le fait qu’en
milieu basique, il se produit un échange d’ionique entre les ions Ca* et les ions Na*de la
base NaOH. Les liaisons entre les chaines qui sont assurées par le calcium sont rompu ce

qui provoque la destruction en partie du réseau d’alginate.

IVV.4.2 Stabilité thermique

Nous avons étudié le comportement des microbilles avec différentes température et

nous avons conclus qu’ils sont stables au niveau de ces températures.

Aucun changement de poids, morphologie, tailles des microbilles n’a été remarquer.

1IV.4.3 Stabilité mécanigue

L’examen de la figure IV.5 présente la variation de G’ et G”’ en fonction du
cisaillement. Ces résultats montrent 1’examen que la bille exhibe un comportement solide

viscoélastique avec G’ de I’ordre de 50 KPa et supérieur au G*’.
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Ce comportement est maintenu dans une zone linéaire (LVE) sur une gamme de
cisaillement allant de 0.01 & 100 s™*. Au-dela de cette région, nous avons le point gel ou les
deux modules se retrouve au point d’intersection (G’=G’”). C’est le point de rupture des
billes au-dela duquel les comportements s’inversent et le systéme se comporte comme un

liquide viscoélastique (G’ > G”’).

CSD
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Figure 1V.5 : Variation de G’ et G’ en fonction du cisaillement

La figure IV.6 nous montre la variation de G’ et G’ en fonction de la fréquence a
différentes températures. Nous remarquons que les billes se comportent comme un solide
viscoélastique aux faibles fréquences (0.01 a 10 Hz), ce qui correspond aux temps les plus
¢levés. La valeur du point gel n’est pas accessible dans ce test car elle correspond aux
fréquences excessivement élevées. Les tests effectués aux différentes températures ne
montrent pas de variation du module de conservation et donc du comportement
rhéologique de la bille. A ce stade nous pouvons dire, que les billes sont stables

thermiquement
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V. ANALYSES CLINIQUES

V.1 Symptomatologie et comportement des animaux

Pendant cette période, les animaux ont été soumis a une observation quotidienne pour

diagnostiquer les symptémes de la maladie de la colite ulcéreuse (comportement,

symptomes) représenté dans 1’annexe 07.

V.2 L’évolution pondérale des souris

Les figures suivantes représentent 1’évolution du poids des souris traités par les

différentes formulations ainsi que celles qui sont traités par le médicament de références.

poids (g)

27.5
27
26.5
26
25.5
25
24.5
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23.5

jours

5jours 3jours 7jours

poids (g)

31
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28
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jours

5jours 3jours 7jours
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Figure V.1 : Evolution du poids des souris traités par les différentes formulations en
comparant avec le médicament de référence pendant 7jours. A : Souris traités avec 10
mg de polyphénols, B : Souris traités avec 16,5 mg de polyphénols, C : Souris traités
avec 23 mg de polyphénols, D : Souris traités avec Salazopyrine.

Les résultats obtenus dans les figures précédentes montrent que le poids des souris a
diminué juste apreés 1’administration de I’acide acétique a cause d’une forte diarrhée. Les
souris traitées par les microbilles de 16.5 mg d’extrait phénolique et le médicament de
réference ont commencé a reprendre leurs poids au bout du 3éme jours par contre les
autres microbilles correspond aux concentrations 10 mg et 23 mg c’est au bout de 5éme

jours.

Cette diminution de poids est due aux effets secondaires des polyphénols et aussi aux
symptomes de I'inflammation intestinale qui provoquent une perte de I'appétit et une diarrhée

donc automatiquement une perte de poids [37, 15-16].
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Les tableaux sur I’annexe 08 représentent 1’évolution pondérale quotidienne des souris

V.3

L’évolution pondérale et la lonqueur du colon

Les figures suivantes représentent les variations pondérales du colon et du systeme digestif

ainsi que la longueur de chacun.

1.4
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1
g
(%]
©
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o
0.4
0.2
0
10mg 16,5mg 23mg MR
W 3 0.7 0.95 0.8 0.78
W5 0.9 1.14 1.16 0.99
m7j 1.16 1.18 1.18 1.18
Témoin (-) 1.18g Dose (mg)
Témoin (+) 0.65¢g W3j W5 m7j
Figure V.2 : Variations pondérales du colon
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m 3 6 9.2 8.7
m 5 8.9 9.4 9 8.8
H 7 10.1 10.4 10.4 10.4
Témoin (-) 10.4cm Dose (mg)
Témoin (+) 5.5cm H3j m5 m7j

Figure V. 3 : Variations de la longueur du colon
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m5j 0.9 3.35 33 3.25
m7j 34 3.45 3.45 3.45
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Témoin (-) 3.45g

Témoin (+) 2.71g m3j w5 w7

Figure V. 4 : Variations Pondérale du systeme digestif

58.5
58
— 575
f», 57
5 56.5
S 56
%‘“ 55.5
4 55
54.5
54
10mg 16,5mg 23mg MR
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Témoin (+) 55.3cm H3j W5 m7j

Figure V. 5 : Variations de la longueur du systéme digestif
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VI. Etude histologique

Le colon du témoin négatif montre une architecture normale de la muqueuse intestinale
(figure V1.1), par contre pour le colon du témoin positif qui a regu de I’acide acétique on
remarque une inflammation dans la muqueuse et une ulcération focale de 1’épithélium de
surface ainsi qu’une dégénérescence et une desquamation des entérocytes de surface
(figure VI1.2).

Aprés avoir provoqué une inflammation nous avons eu une diminution du poids et de la
longueur du colon du témoin positif par rapport au témoin négatif qui est probablement da
a une perte tissulaire caractérisée par 1’ulcération, la dégénérescence et la desquamation
épithéliales. Ces lésions épithéliales au niveau du colon provoquent un probléeme
d’absorption au niveau des entérocytes et donc une diminution de I’absorption hydrique au

niveau de la matiére fécale qui sorte sous forme de diarrhée.

M : musculeuse, TC : tissu conjonctif, L : lumiére, Mg : muqueuse, SM : sous
muqueuse, E : entérocyte/ épithélium, CL : Crypte de Lieberkiihn

Figure V1.1 : Coupe histologique du colon de la souris témoin négatif. A : GX10, HE,
mugqueuse normale, B : GX40, HE, muqueuse normale.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Crypte_de_Lieberk%C3%BChn
https://fr.wikipedia.org/wiki/Crypte_de_Lieberk%C3%BChn
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M : musculeuse, L : lumiére, Mg : muqueuse, Inf : inflammation, U : ulcération.

Figure V1.2 : coupe histologique du colon de la souris témoin positif. A : GX10, HE,
inflammation et ulcération focale. B : GX40, HE, dégénérescence et desquamation
épithéliales

En comparaison aux témoins positifs et négatifs, la souris traitée avec le médicament de
référence (sulfasalazine) qui a été sacrifiée le 3eme jour montre une dégénérescence et
desquamation des entérocytes de surface. L’absence d’ulcération telle qu’observée chez le
témoin positif signe probablement selon nous un début de guérison. Nous avons observé
une diminution de I’inflammation & j5 et j7 toujours comparativement au témoin positif. La
souris qui a été sacrifiée le 5eme jour nous remarquons une ulcération dégénérescence et
desquamation au niveau de 1’épithélium de surface. Et en fin pour la souris qui a été
sacrifiée le 7eme jour nous remarquons une diminution de lI'inflammation et un aspect qui

est proche du témoin négatif.

Ces observations sont interprétées par le pouvoir anti-inflammatoire de la sulfasalazine
qui est soumis aprés administration orale a une dégradation via les bactéries du c6lon
donnant ainsi une manifestation de deux composés : le sulfapyridine et le 5-ASA (5-
aminosalicylate). Ces derniers sont des inhibiteurs puissants et spécifiques de ’'NF-kB, un

médiateur central de la réponse inflammatoire [104].

La Sulfasalazine réduit également I’inflammation en activant les récepteurs nucléaires

(PPARY) fortement exprimé au niveau de nombreuses cellules de I'immunité non
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spécifique par I’inhibition de la synthése des TNFa, IL-1b, IL-6 au moyen de son pouvoir

antiprolifératif sur les cellules épithéliales [105].

Les résultats obtenus suite a l'utilisation de la Sulfasalazine (100 mg/kg) concordent
avec deux autres études : la premiére menée par I'équipe de recherche de Thippeswamy et
al (2011) [106], qui ont induit une rectocolite ulcero-hémorragique par la méme technique
gue nous avons suivie dans notre étude, ou des scores macroscopiques de l'ordre de

(0.83+0.16) ont été signalé, par rapport au lot contrdle (4.80£0.58).

La deuxiéme realisée par Sakthivel & Guruvayoorappan (2013) [107], qui ont démontré
par leur expérience menée sur des rats, que l'injection intra-péritonéale de la Sulfasalazine

(100 mg/kg) a amélioré significativement le score macroscopique jusqu’a 4.
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L : lumiere, CL : Crypte de Lieberkihn, DD : dégénérescence et desquamation, Inf :
inflammation.

Figure V1.3 : Coupe histologique des colons des souris traitées avec le médicament de
référence. A : GX40, HE, J3, Dégénérescence et desquamation des entérocytes de
surface. B : GX40, HE, J5, ulcération dégénérescence et desquamation. C : GX40,

HE, J7, Diminution de I'inflammation, un aspect proche du témoin négatif.

Pour ce qui est du traitement au polyphénol, la souris traitée avec du polyphénol a 10
mg qui a été sacrifiée le 3¢éme jour montre une inflammation au niveau de la muqueuse
ainsi qu’une dégénérescence et desquamation au niveau de 1’épithélium de surface. Et pour
la souris sacrifiée au 5éme jour nous remarquons une diminution des lésions dégénératives

épithéliales et une diminution de I’inflammation par rapport au témoin positif. Et enfin
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pour la souris qui a été sacrifiée le 7éme jour nous remarquons une dégénérescence et une
desquamation épithéliales minimes ainsi qu’une légére inflammation dans la muqueuse
(Figure V1.4).

L : lumiére, CL : Crypte de Lieberkiihn, DD : dégénérescence et desquamation, Inf :
inflammation.

Figure V1.4 : Coupe histologique des colons des souris traitées avec 10mg du
polyphénol. A : GX 40, HE, J3, inflammation dégénérescence et desquamation
inflammation. B : GX40, HE, J5, Diminution des lésions dégénératives épithéliales et
diminution de I'inflammation par rapport au témoin positif. C : GX 40, HE, J7,
dégénérescence et desquamation épithéliale minime et une légere inflammation dans
la muqueuse.
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La souris traitée avec du polyphénol a 16.5 mg qui a été sacrifiée le 3eme jour montre
une inflammation moins importante par rapport au témoin positif et une absence de lésions
épithéliales. Et pour la souris qui a été sacrifiée au 5éme jour, on observe une absence de
Iésions épithéliales et un infiltrat inflammatoire moins important dans la muqueuse et la
sous muqueuse. Pour la souris sacrifiée au 7éme jour, nous notons un aspect proche du
témoin négatif caractérisé par une absence de lésions épithéliales et la présence de

quelques rares cellules inflammatoires dans la muqueuse. (Figure V1.5)

La souris traitée avec du polyphénol a 23 mg qui a été sacrifiée le 3éme jour montre une
inflammation et une congestion ainsi qu’une légére dégénérescence épithéliale. Et pour la
souris qui a été sacrifiée le 5éme jour, nous remarquons une inflammation moins
importante par rapport au témoin positif, I’absence de lesions épithéliales et la présence de
quelques infiltrats inflammatoires dans la muqueuse et la sous muqueuse. Et enfin pour la
souris qui a été sacrifiée le 7éme jour, on observe un aspect proche du témoin négatif,
caractérisée par 1’absence de lésions épithéliales et la présence de quelques rares cellules

inflammatoires (figure V1.6).
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L : lumiere, CL : Crypte de Lieberkiihn, DD : dégénérescence et desquamation, Inf :
inflammation, E : entérocyte/ épithélium.

Figure VL5 : coupe histologique des colons des souris traitées avec 16.5mg du
polyphénol. A : GX40, HE, J3, absence de Iésions épithéliales et une inflammation
moins importante par rapport au témoin positif. B : GX40, HE, J5, Absence de
Iésions épithéliales et des rares cellules inflammatoires dans la muqueuse infiltrat
inflammatoire moins important dans la sous muqueuse. C : GX40, HE, J7, absence de
Iésions épithéliales quelques cellules inflammatoires dans la muqueuse un aspect
proche du témoin.
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L : lumiére, CL : Crypte de Lieberkihn, Inf : inflammation, M : musculeuse, E :
entérocyte/ épithélium, C : congestion.

Figure V1.6 : coupe histologique des colons des souris traitées avec 23mg du
polyphénol. A : GX40, HE, J3, une inflammation et congestion et une légere
dégénérescence épithéliale. B : GX40, HE, J5, une inflammation moins importante
par rapport au témoin positif absence de Iésions épithéliales et des infiltrats
inflammatoires dans muqueuse et sous muqueuse
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Nous avons remarqué une diminution de ’intensité et de la distribution des 1ésions par
rapport au témoin positif au fur et & mesure de 1’augmentation de la dose et de
I’avancement dans la durée du traitement. Mis a part le 23 mg a J3 ou nous avons observe
de la congestion et de I’inflammation. L’intensit¢ importante des lésions observées a J3

pourraient étre reliées a des facteurs propres au sujet concerné.

Pour les doses 10mg et 16.5mg nous avons un début de guérison caractérisée par la
diminution de I’ulcération épithéliale et la diminution de la dégénérescence et de la

desquamation.

A J5 et J7 I’inflammation diminue par rapport au témoin positif par contre pour la dose
10 mg a J7 nous avons constaté qu’il y a encore une faible dégénérescence et la présence

de I’inflammation avec aspect proche du témoin négatif.

L’analyse histologique témoigne 1’effet thérapeutique des polyphénols. Un effet
similaire a été observé avec le resvératrol (1 mg/ kg/j) administre a titre préventif chez des
rats ayant une colite conduite par le DSS [108]. Divers produits du raisin tels que des
proanthocyanidines de pépins de raisin ou du jus de raisin ont également montré une
protection contre les altérations histologiques consécutives a I’administration de TNBS
[109]. De plus, cheah et al. (2013) [110] ont montré que I’administration d’un extrait de
pépins de raisin prévient 1’augmentation du score histologique induite par le DSS
seulement dans la partie proximale du colon tandis qu’aucun effet n’a été observé au
niveau distal. Une consommation préventive d’anthocyanes de myrtille attenue également
les atteintes histologiques induite par DSS [111]. De méme dans une étude semblable
I’extrait de marc de raisin montre une protection contre les altercations histologiques
induite par DSS ils ont trouvé que la dose 23mg donne un effet meilleur que des doses plus
élever [37].
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CONCLUSION

Le marc de raisin constitue une source importante de polyphénols. Ces constituants sont
connus par leurs propriétés thérapeutiques divers. Toutefois, du fait du godt astringent des
composés phénoliques, ce dernier est inutilisable en 1’état brut. Ce qui motive la recherche
de solutions techniques a cet inconvénient que nous menons dans ce travail.

L’encapsulation des composés phénoliques par un biopolymeére (alginate de sodium)
s’avere une option envisageable, car elle a donné la possibilité de libérer les composants

bioactifs de marc de raisin.

Ce travail nous a permis en premier lieu de maitriser les plus simples techniques
analytiques en passant de 1’extraction des polyphénols aux outils analytiques de base dans
I’étude des composantes les plus intéressantes contenues dans une biomasse végétale. En
outre, ce travail nous a permis de quantifier les composés phénoliques en utilisant les
techniques universelles appropriées de ces composés (teneur total des polyphénols, activité

antioxydante) contenus dans le marc de raisin.

Deux aspects principaux sont visés par ce travail, le premier était 1’extraction des
composes phénolique a partir d’une biomasse végétale et d’évaluer les teneurs de ces
molécules bioactives. Le second de nature thérapeutique qui a été mis en évidence par des

test in vivo pour une inflammation intestinale.

Dans ce travail des microbilles (Alginate/polyphénols) ont été synthétisées et ont été
caractérisées. Les résultats d’analyse FT-IR ont montré aucun changement, ni des positions
des pics ni de leurs intensités. Cela indique qu’il n’y a pas d’interactions entre le PA et la
matrice polymeére. En effet, les spectres IR nous ont permis de retrouver tous les pics
caractéristiques du PA. Cela rend compte de ’efficacité d’encapsulation du PA. D’apres
les résultats de la dissolution, nous avons constaté que la vitesse de libération du PA est
proportionnelle a la quantité du polymere incorporée. Plus la formulation est concentrée en
masse du polymére, plus la vitesse de libération du PA augmente, cela nous a mené de
suivre notre étude avec une quantité de 2% de polymere.

L’analyse par le microscope optique nous a montré que les microbilles obtenues sont
relativement homogenes en taille, de forme sphérique d’un diameétre de 41227,04pum pour
les microbilles humides et de 34795,2 um pour les microbilles seches. Le taux d’humidité

des microbilles gélifiées des différentes doses du polyphénol est environ 95% celui-ci
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montre que la réaction de réticulation de I’alginate est totale. Pour Les densités des
microbilles elles sont supérieures a celle de I’eau (0.998 g.cm™3) ce qui explique leurs
émergences dans la solution aqueuse. Les tests rhéologiques effectuées aux différentes
températures ne montrent pas de variation du module de conservation et donc du
comportement rhéologique de la microbille, on peut dire, ainsi, que les microbilles sont

stables thermiquement.

L'effet anti-inflammatoire intestinal de [’extrait phénolique a été confirmé apres
I'évaluation histologique des échantillons du colon, car le traitement favorise la
régénération des tissus de I'épithélium intestinale et la réduction du rapport poids/longueur

du colon.

D’aprés cette étude, nous avons conclu que les doses 23 et 16,5 mg ont donné un

meilleur effet thérapeutique par rapport a la dose minimale de 10 mg.

Cependant, cela reste une étude préliminaire qui nécessite des études complémentaires
et approfondies dont de nombreuses perspectives peuvent étre envisagé. Ces perspectives

se résument par :

- Poursuivre cette étude en minimisant la dose utilisée entre 16,5 et 10 mg.

- Augmenter le nombre de lots des souris pour avoir des résultats plus
significatifs.

- Effectuer des tests complémentaires sur la caractérisation des microbilles
comme : analyse thermogravimétrique (ATG).

- Effectuer des tests complémentaires sur 1’identification des polyphénols
comme: la chromatographie liquide a haute performance (HPLC),
chromatographie a haute performance couplée a la spectrométrie de masse
(LCMS).

- Tester I’extrait phénolique sur d’autres types de maladies d’inflammation
intestinale.

- Essayer d’autres agents ulcérogénes pour comparer leurs effets avec I’acide

acétique.
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ANNEXES



Annexe 01 : Produits utilisés en extraction et formulation

Reactif Marque Photographie
Marc de raisin
Ethanol & 100% HonneyWell®

Alginate de Sodium
(medium viscosity)

ACROS ORGANICS®

Chlorure de calcium

SIGMA-ALDRICH®




Eau distillée Institut pasteur d’Algérie ©
Acide gallique Panreac®
Folin- Ciocalteu Panreac®

Carbonate de sodium

Gerhard Buchmann GmbH®

Hydroxyde de sodium

BIOCHEM®




Dihydrogénophosphate de
potassium

BIOCHEM®

Annexe 02 : appareillage utilisé en extraction et formulation

Appareillage Marqgue Photographie
Bain ultrason Elmasonic®

Centrifugeuse SIGMA®

Lyophilisateur CHRIST®




Balance

OHAUS ADVENTURER®

Agitateur

VELP SCIENTIFICA®

Homogénéisateur

WISESTIR®

Pompe péristaltique

THERMO SCIENTIFIC®

Pompe sous vide

PRO-LAX™

Etuve

memmert®




Rot vapeur HANVAPOR®

UV-Visible SCHIMADZU 1800®

Dissolutest ERWEKA®

Microscope optique OPTIKA®




Annexe 03 : produits utilisés dans I’étude in vivo

Produits

Marque

Photographie

Acide acétique

SIGMA-ALDRICH®

Sulfasalazine 500 mg

PFIZER®




Eau distillée

Institut pasteur d’Algérie®

Huile de vaseline

Institut pasteur d’ Algérie®

Formol (formaldehyde) Panreac®
a 37-38%
Ether SIGMA-ALDRICH®

Alcool a 90°

Cosmania®




Annexe 04 : Matériels utilisés dans I’étude in vivo

Matériels

Marque

Photographie

Vortex

JANKE & KUNKEL IKA®
labortechnik

Tube en polypropyléne
diametre 2 millimétre

IMPROVE®

Sonde gastrique




Seringue

SOFT-JECT®

Matériel de dissection

Cloche




Annexe 05 : réactifs utilisés en histopathologie

Reactif Marque
Alcool a 90° Cosmania®
Ethanol Honeywell®

Photographie




Xylene

CARLO ERBA®

Paraffine Panreac®
Hématoxyline de HARRIS Panreac®
Eosine Panreac ®
Eukitt :
Resine synthetique de Fluka®

montage




Annexe 06 : Materiels utilisés en histopathologie

Matériel

Marque

Hotte chimique pour la
macroscopie et le montage

Chem Fast®

Cassettes pour I’inclusion

MARIENFELD®

Photographie




Automate de circulation Slee®

Station d’enrobage Slee®

Moule pour I’inclusion

Microtome Leica®

Bain marie NUVE BATH®




Etuve ventilée VWR®

.
T
SO
Laborgerite GmbH
“Economy Quality”

" MICROSCOPE

Lames en verre porte objet ISO LAB®

Panier porte lames

Microscope optique a OLYMPUS CX23®
camera pour les photos CANON®

Annexe 07 : Symptomatologies des souris

a) Les polyphénols 10mg :

Jour 1 2 3 4 5 6 7
Une Une Diarrhée | Selles | Selleun | Selle un Selles
Symptémes | douleur | douleur forte molles peu peu normales
forte forte Chutede | Chute molles molles
Diarrhée Une poils de poils
forte diarrhée
forte
Chute de
poils

b) Les polyphénols 16.5mq :

Jour 1 2 3 4 5 6 7

Une Une Selles Selles Selles Selles Selles
Symptémes | douleur | douleur | molles | normales | normales | normales | normales




forte forte Chute
Diarrhée Une de poils
forte diarrhée
forte
Chute de
poils
c) Les polyphénols 23mg :
Jour 1 2 3 4 5 6 7
Une Une Selles Selles Selles Selles Selles
Symptémes | douleur | douleur | molles | normales | normales | normales | normales
forte forte Chute
Diarrhée Une de poils
forte diarrhée
forte
Chute de
poils
d) Le médicament de référence :
Jour 1 2 3 4 5 6 7
Une Une Selles Selles Selles Selles Selles
Symptémes | douleur | douleur molles normales | normales | normales | normales
forte forte Chute de
Diarrhée Une poils
forte | diarrhée 1/3
forte | gonflement
Chute | abdominal
de poils
Annexe 08 : Evolution pondérale des souris
a. Les polyphénols 10mg :
Jour
0 1 2 4 5 6 7
La dose
(mg)
25.41g | 24.83g | 23.83g | 23.85g
10 25.14g | 24.21g | 24.83g | 24.97g | 25.569 | 25.49¢
26.90g | 25.89g | 26.38g | 25.96g | 25.39g | 26.30g | 26.09 | 26.15g




b. Les polyphénols 16.5mqg

Jour
0 1 2 3 4 5 6 7
La dose (mg
16.5 27.769 | 26.949 | 26.00g | 26.67g

30.769 | 30.58g | 28.50g | 28.67g | 29.18g | 29.55g

29.55¢g | 29.419g | 27.65q9 | 27.409 | 27.93g | 27.97g | 28.78g | 29.02g

c. Les polyphénols 23mg :

Jour
0 1 2 3 4 5 6 7
La dose (mg
23 29.80g | 29.769 | 28.30g | 28.00g

28.35g | 27.98g | 28.04g | 26.97g | 26.73g | 25.39g

29.65¢ | 28.91g | 29.50g | 28.97g | 27.769 | 28.26g | 28.73g | 29.10g

d. Médicament de référence (sulfasalazine) :

jour 0 1 2 3 4 5 6 7
la dose (m

500 28.95¢ | 28.79g | 27.78g | 29.23g

28.00g | 27.68g | 26.83g | 27.32 | 27.38g | 27.01g

28.00g | 28.13g | 28.15¢ | 28.04g | 28.19g | 27.63g | 28.17g | 28.25¢
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