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INTRODUCTION GENERALE

Introduction

L’inflammation est un processus homéostatique dont le but est de limiter les affections
tissulaires, détruire 1’agent causal et activer le processus de réparation tissulaire. Elle peut se

manifester de maniére aigiie ou chronique (Parke, et al., 1995), (Ferguson, 2010).

De nombreuses pathologies peuvent étre liées a cette derniere. C’est le cas des maladies
inflammatoires chroniques de I’intestin connues sous 1’acronyme MICI. Elles affectent 1’étre

humain depuis des siecles, (Kirsner, 1988).

Les MICI est un groupe d’affections idiopathiques incluant la rectocolite ulcéro
hemmorragique (RCUH) et la maladie de Crohn (MC) qui affectent particulierement 1’adulte
jetne (Louis, et al., 2012). Ces pathologies ne cessent de prendre de I’ampleur au cours de ces
20 derniéres années. En effet 1’incidence annuelle de la RCUH est estimée de 24, 3 et
258,6/100000 habitants et une prévalence de 505 et 248,6 /100000 habitants en nord de
I’Europe et en Amérique du Nord respectivement (Molodecky, et al., 2012). En Algérie, on ne
dispose pas de statistiques globales a 1’heure actuelle. Les chiffres disponibles ne concernent
que certaines populations algériennes. A Alger par exemple, la prévalence évaluée sur la
période 2003-2006, a été estimée, en moyenne, a 20,7 /100.000 habitants. Ces résultats

traduisent une prévalence faible (Balamane, et al., 2013).

Leur physiopathologie fait intervenir une composition anormale du microbiote intestinal
(appelée dysbiose), une dysfonction de la barriere épithéliale, un déficit de ’immunité innée
et une dérégulation de I'immunité adaptative. Par ailleurs les facteurs environnementaux

semblent jouer un réle important dans la survenue de ces maladies (G., et al., 2003).

Actuellement il n’existe toujours pas de traitement curatif contre les MICI mais
seulement des traitements symptomatiques. La thérapie est basée sur I’administration
quotidienne de doses relativement élevées d’anti-inflammatoires ou d’immunomodulateurs,
associés a des effets secondaires graves et ne permettant qu’une rémission temporaire de la
maladie (Chaparro, et al., 2016). D’autre part, malgré les progres thérapeutiques réalisés au
cours de ces derniéres années avec l'introduction de plusieurs nouveaux agents anti-TNFa (,
Timor Necrosis Factor alpha) un grand nombre de patients ne répondent pas a ces nouvelles
thérapies (Bouguen, et al., 2013). Pour cela, le développement de nouvelles modalités de

1
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traitement est nécessaire afin de permettre un meilleur contréle de 1’inflammation, qui doit
présenter une bonne interaction avec le systétme immunitaire de la muqueuse et aussi

permettre de rééquilibrer la flore intestinale.

Plus de 170 000 molécules bioactives ont été identifiées pour leurs effets contre ces
maladies (Carillon, 2009). Les biopolyméres sont largement répandus dans la médecine
traditionnelle et trés prometteuse. Ces derniers comprennent le Chitosane connu pour ses
propriétés antibactériennes et antifongiques et pour son pouvoir de régénération tissulaire .11
C’est un biopolymere obtenu par désacétylation de la chitine issue des carapaces des

crevettes.

Au cours de cette présente étude, nous nous sommes intéressés a 1’évaluation de I’effet
Curatif du Chitosane sur la colite ulcéreuse induite par l'acide acétique chez des souris albinos
males afin de déterminer l'effet anti-inflammatoire de ce biopolymere contre la Recto-colite
ulcerohémmorragique. Par le suite nous avons tent¢ de donner au Chitosane une forme

pharmaceutique convenable.

Pour cela notre étude est divisée en deux parties, la premiere partie de ce manuscrit
constitue une étude bibliographique portant sur le Chitosane et ses applications dans le
domaine médical, ainsi que sur I’inflammation plus particuliérement 1’inflammation
intestinale "la Rectocolite hémorragique ".La seconde partie expose les procédés
expérimentaux réalisés au cours de nos travaux, suivie de la discussion des différents résultats

obtenus.
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CHAPITRE I : PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1 Les biopolymeéres

I.1.1 Définitions

Les biopolymeéres aussi appelé les polymeres bio-basés sont les polymeres issus de la
biomasse formés, dans la nature, au cours des cycles de croissance de tous les organismes. Ils
sont considérés comme étant des polymeres naturels. Leur synthése est généralement

catalysée par une enzyme. (RUTOT, et al., 2004).

Biopolymeéres
Agro polymeéres Polyesters biodégradables
v 7 ¥ v
Directement Produit par des Issus des monomeéres
de la biomasse microorganismes bio-dérivés
4 \ 4
v v v :
| Polysaccarides | | Lipides ctrésines | | Protéines PHA (poly Polylactides
hydroxy
> Amidon Triglycérides | Végétal : plcanontes)
-Soja
Produits lingo- -Zéine - - .
" cellulosique Cire < -Gluten -Poly hydroxy Acide
-Coton butyrate (PHB) Polylactique
) e - Poly hydroxy (PLA)
Aut{e_s : butyrate Co-
, -Chitin Shellac < il - valérate (PHBV)
-Chitosan L.
Pects -Caséine <
-Pectines N
e -Collagéne
-Lactosérum

-etc.

Figure I-1: Classification des polyméres biodégradables

I.1.2 Différents types de bio- polymeéres

I.1.2.1 Biopolymeéres issus de la Biomasse

Ce sont les polymeres issus des plantes qui constituent la plupart du temps les parois

cellulaires des végétaux comme la cellulose et la lignine ou issus de la biomasse animale
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comme la chitine qui est un polysaccharide naturel extrait de coquilles de crabe, de crevettes,

etc. (Hoi-Yan, et al., 2007) on y trouve :

a) Les polysaccharides

Les polysaccharides constituent la famille de biopolymeéres les plus répandus et les plus

utilisés (RUTOT, et al., 2004). Parmi, ceux-ci nous pouvons citer

e Les polysaccharides (plantes/algues) : Amidon. Cellulose. Agar, Alginate,
Carraghénane Pectine, Gommes, Konjac.

e Les polysaccharides (par fermentation bactérienne) Xanthane, Dextrane, Gellane,
Curdlan, Pullulane et Elsinane.

e Les polysaccharides (carapace des crustacés) Chitine / Chitosane. (Rabetafika, et

al., 28 mars 2006)

b) Les protéines

Les protéines comme la casé€ine (protéine du lait) ou le gluten sont trés utilisées en tant
que biopolymeres. Ces protéines interviennent ainsi dans la formulation d’adhésifs ou de
peintures présentant des propriétés barrieres a l’oxygene et au gaz carbonique non
négligeables mais trés perméables a 1’humidité. La gélatine est aussi trés utilisée
principalement dans la fabrication de tablettes et de capsules pour I’industrie pharmaceutique.
(RUTOT, et al., 2004)On trouve aussi d’autres protéines comme : la z€ine et les polyacides

aminés (Rabetafika, et al., 28 mars 2000)

L’inconvénient majeur de I’utilisation des protéines comme matériaux biopolymeres

résident dans le prix de revient élevé des matériaux résultants. (RUTOT, et al., 2004)

¢) Les huiles végétales

Parmi celles-ci, I’huile de lin est étudiée et utilisée en vue de la fabrication de nouveaux
biomatériaux. Le lin, cultivé depuis des si¢cles dans une grande partie du globe, notamment
en Amérique du Nord et en Chine, permet 1’obtention, apres pressage, d’une huile qui est un
triglycéride riche en insaturations vinyliques. Les principaux acides gras constitutifs de 1’huile
de lin sont des acides gras insaturés a 18 atomes de carbone, dénommés acides linolénique,

linoléique et oléique. (RUTOT, et al., 2004)
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1.1.2.2  Biopolyméres produits par polymérisation chimique

Les polymeéres sont obtenus indirectement par polymérisation de monomeres eux-mémes
issus de ressources végétales comme ’acide lactique, résultant de la fermentation de sucres ou
encore des composés monomeres réactifs dérivés d’huiles végétales (RUTOT, et al., 2004).

On site :

a) Les PLA (acide polylactique)

Le poly (acide lactique), appelé aussi polylactide, est un polyester aliphatique connu
pour sa biodégradabilité et sa biocompatibilité, et peut étre considéré comme biopolymere car
il est obtenu au départ de I’acide lactique, lui-méme étant issu de la fermentation de
saccharide par deux voies : la polycondensation de I’acide lactique ou la polymérisation

d’ouverture de cycle du lactide, dimeére cyclique de 1’acide lactique. (RUTOT, et al., 2004)

b) Biopolyméres produits par des micro-organismes génétiquement modifiés (PHA,

PHV, PHBYV)

Les polyesters naturels, produits par une grande variété¢ de bactéries en tant que réserve
énergétique intracellulaire, ont eu une attention particuliére en tant que biopolymeéres. Ces
polymeres, des polyhydroxyalcanoates (PHAs), sont dégradables par les microbes : les
microorganismes sécrétent des enzymes attaquant le polymere et le clivent en de petits
segments capables d’étre métabolisés par la flore microbienne. Dans un environnement
acérobique, cette dégradation produit du méthane et du dioxyde de carbone. Jusqu’a présent,
les bactéries constituent I’unique source de ces polyesters. Le poly (B-hydroxybutyrate)
constitue une réserve de carbone dans un bon nombre de bactéries et a attiré I’attention en tant
que polyester thermoplastique biodégradable. Ces polymeéres sont obtenus par voie
métabolique qui fait intervenir des enzymes spécifiques a chaque étape de la biosynthese.
Afin d’accroitre leurs propriétés et permettre leur utilisation en remplacement des plastiques
conventionnels, de nombreux copolyméres ont également vu le jour tel que le poly (3-

hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalérate) (PHBV). (RUTOT, et al., 2004)



CHAPITRE i : PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1.3 Chitosane

1.1.3.1 Généralité sur le Chitosane

Le Chitosane (CS) est un polysaccharide cationique naturel, peu répandu dans la nature.
Il se trouve dans certains champignons, les zygomycetes, et dans la paroi abdominale des
reines de termites. Par la suite il est obtenu dans l'industrie par d’acétylation de la chitine,
biopolymeére extrait de l'exosquelette des crustacés, des mollusques, des insectes et des

certaines familles de champignons. (Sagheer, et al., 2009)

La chitine est I’un des polysaccharides les plus abondants dans la nature (deuxiéme apres
la cellulose) (Rivero, et al., 2009). Le CS est considéré comme appartenant a la famille des
glycosaminoglycanes (GAG), une sous-catégorie des polysaccharides, la seule qui a démontré
une bioactivité, aspect trés important en ce qui concerne les applications biomédicales.

(Sokker, et al., 2009)

Ce biopolymeére est formé d’une longue chaine de disaccharide de N-acétyl-glucosamine
et de glucosamine liée en S(1 — 4). Les structures de la chitine et du Chitosane différent
uniquement au niveau des groupements en positon C-2 : acétamide pour la chitine et amine
pour le CS. La chitine est caractérisée par la faction de groupements N-acétamide résiduels
appelée degré d’acétylation (DA). Le terme « Chitosane » est donc habituellement limité a
toute chitine suffisamment N-déacétylée pour étre soluble en milieu acide dilué. D’ordre
général, nous appellerons CS tout échantillon avec des degrés d’acétylation résiduelles (DA)

<30%. (Seng, 1988)

Le CS a trois types de groupes fonctionnels réactifs, un groupement amine et deux
groupements hydroxyles en positions C2, C3 et C6 respectivement. Grace a ses groupements
amines libres, ce composé posseéde des propriétés intéressantes qui différent de celles de la
chitine. Le Chitosane, soluble dans les acides faibles, posséde une charge positive alors que la

plupart des polysaccharides sont chargés négativement (Rinaudo, 2006)

Le Cs est considéré comme étant biodégradable puisqu’il est facilement hydrolysable et
métabolisé par une variété d’enzymes tels que la chitosanase et les lysosymes. (Izume, et al.,

1992)
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1.1.3.2 Production du Chitosane

La production commerciale du CS utilise la chitine provenant des crevettes et
des crabes, les deux sources naturelles les plus abondantes, est composé généralement de
quatre étapes : la déprotéinisation, la déminéralisation, la décoloration et la désacétylation.

(Abuzaytoun, et al., 2005), (Skjak-brack G, 1989)

a) La déprotéinisation

La chitine a 1’état naturel se présente en association avec les protéines (Chitinoprotéine).
Ces protéines sont ¢liminées par un traitement basique en utilisant en général, des solutions a
base de NaOH, Na,C0O5, NaH 5, KOH, K,C0O5, Ca(OH),, Na,S05, CaS0O5, ou NasPO,,
de concentration de 0.1 a 5mol/L. La solution d’hydroxyde de sodium (~10% massique)
est la plus souvent utilisée pour dissoudre les protéines. La durée du traitement basique est de

I’ordre de 0.5 a 72 heures a des températures(65~100°C). (suyatama, Juin 2006)

b) La déminéralisation

Elle se réalise par un traitement acide sous agitation pour solubiliser le carbonate de
calctum et le chlorure de calcium. Les acides les plus souvent utilisés sont I’acide
chlorhydrique et I’acide formique, a des concentrations dela 10 mol/L. La durée du

traitement acide dure jusqu’a 48 heures a une température ambiante. (suyatama, Juin 2006)

¢) La décoloration

Pour les applications industrielles, la chitine obtenue a partir des crustacés doit étre
décolorée apreés les traitements acides et alcalins (Figure I-2)Erreur! Source du renvoi
introuvable. (H.K.Meyers, 1989) Le pigment dans les carapaces de crustacés forme un
complexe avec la chitine. Il peut étre enlevé par des réactifs tels que I’éthanol, 1’éther,
(Kyoung, et al., 2007) solution d’hypochlorite de sodiumNaOCI, peroxyde d’hydrogene
H,0,...etc. (C.J.Brine, et al., 1981), (M.N.Moorjani, 1975)

d) La désacétylation

La désacétylation aboutit a la suppression de groupes acétyle (CH3-CO) libérant les

groupes amines et confeére au CS un caractere cationique.
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En général, la chitine est partiellement désacétylée par N-désacétylation alcalines en

utilisant des processus industriels pour produire différents polymeres.

CHITIN
CH,
[ OH 0 |
-0 N
HO 0\ HO d Deacetylation
\ /o
TNHY (CHsCOY)
o =( OH
i CHy

OH 0={
o NH
HO‘&-OS/%O 0

CHITOSAN
CHa

NH
2 OH

Figure I-2 : le passage de la chitine en Chitosane par désatellisation

Les quatre étapes Mentionnées sont souvent empiriques et varient avec le degré de

déminéralisation des carapaces, les saisons et les conditions de températures. (R.A.A

Muzarelli, 1998)

Carapaces des crustacés et de
mollusques

Collecte et broyage

Etape 1: Extraction des protéines

NaOH

Ringage

Etapes 2 : Déminéralisation

HC1

A 4

Etape 3 : Décoloration

Ringage
v Séchage

Chitine

v

Etape 4 : Désacetylation

Ringage
Séchage
v Brovage

Chitosane

Oxydant

NaOH

Figure I-3 : méthode de production de Chitosane
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e) Purification du Chitosane

Pour la plupart des applications, le Chitosane doit étre purifié. On filtre donc le produit de
base dissous dans une solution acide. La microfiltration est employée pour éliminer les
composés insolubles et 1’ultrafiltration pour €liminer les composés de faible masse molaire.

Le filtrat est lavé et séché pour obtenir du CS sans amine libre.

1.1.3.3  Propriétés du Chitosane

a) Propriété physico-chimique du Chitosane

1. Degré de déscétylation (DA)
Le degré de d’acetylation (DA) est ’'une des propriétés les plus importantes du Chitosane
il a un impact sur les caractéristiques chimiques et physiques et aussi sur la biodégradation et
I’activité immunologique du Chitosane. (C., et al., 2001) Durant les derniéres trente années,
de nombreuses méthodes ont été développées pour déterminer le DA y compris la
spectroscopie infrarouge (B.Acharya, et al., 2004), la spectroscopie U-V, la RMN, la titration

colloidale et la titration potentiométrique (Xuan, et al., 2003)
La méthode de la spectroscopie IR proposée par (Khan, 2000)reste la plus adéquate.

2. Masse moléculaire (MM)

La masse moléculaire du Chitosane varie, selon la source et la procédure de préparation
utilisée. En effet, la chaine polymere peut étre dégradée au cours des traitements de
purification et d’acétylation, diminuant ainsi la masse moléculaire. (Kim et al. 2008). La
masse moléculaire du CS peut étre déterminée par plusieurs techniques, aprés mise en
solution du polymere tel que : le viscosimeétre capillaire ou dynamique a I’aide de 1’équation
de Mark-Houwinck-Sakurada ; diffusion statique de la lumiére via la construction d’un
diagramme de Zimm et enfin chromatographie d’exclusion stérique couplée a la diffusion de
la lumiere. Cette derni¢re technique est la plus utilisée. Il est important de déterminer la
masse moléculaire du Chitosane car elle influence de nombreux parametres physico-
chimiques. Plus le poids moléculaire est important, plus les membranes du CS ont tendance a
étre visqueuses. Grace a sa masse moléculaire élevée et sa structure linéaire non ramifiée, le
CS est un agent de forte viscosité dans les milieux acides et se comporte généralement comme

un matériau pseudo-plastique. (Rodriguez-Vazquez M., et al., 2015)

9
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Le poids moléculaire a aussi une relation avec 1’affinité et la perméabilité aux protéines
sériques. Lorsque le poids moléculaire est grand, 1’affinité aux protéines sériques augmente
tandis que la perméabilit¢ diminue. D’ainsi que les poids moléculaires élevés sont
communément associés a des taux de résorption du CS plus importants. (Rodriguez-Vazquez

M., et al., 2015)

b) Propriétés biologiques du Chitosane

3. Biocompatibilité
D’apres les tests cliniques aucune réaction inflammatoire ou allergique apres
implantation, injection, application topique ou ingestion de Chitosane dans le corps

humain n’a était signalé. (Rodriguez-Vazquez M., et al., 2015)

La DL50 du Chitosane a été évaluée dans différentes conditions. Chez le rat, la DL50
¢tait de 1500 mg/kg pour la voie orale et de 3000 mg/kg pour la voie intrapéritonéale. Chez la
souris, la DL50 était supérieure a 10 000 mg/kg pour la voie sous-cutanée, de 5200 mg/kg

pour la voie intrapéritonéale et supérieure a 16 000 mg/kg par voie orale. (Baldrick, 2010)

Globalement, et pour des doses administrées raisonnables, la non-toxicité du Chitosane

est admise. (C., et al., 2001)

4. Biodégradabilité
La biodégradabilit¢ joue un role important en ingénierie tissulaire, ainsi que dans
les applications vasculaires. Le CS n'est pas qu’un polymeére portant des groupes
amines, mais aussi un polysaccharide contenant des liaisons glycosidiques hydrolysables. Il
peut étre dégradé in vivo par des chitinases. De nos jours, huit chitinases humaines ont été

identifiées, trois d'entre elles possédant une activité enzymatique sur le CS (Funkhouser, et

al., 2007)

La biodégradation du Chitosane conduit a la formation d'oligosaccharides non toxiques
de longueur variable, qui peuvent étre incorporés dans les voies métaboliques ou encore étre
excrétés (Rodriguez-Vazquez M., et al., 2015) Le taux de dégradation du CS est lig,
notamment, au DA et a la MM. (Lila et al.) Ont prouvé que des hydrogels de CS avec un DA
important étaient résorbés plus rapidement apreés implantation sous cutanée chez le rat que des

hydrogels de CS avec un DA faible (Rami, et al., 2014)

10
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1.1.3.4  Applications médicales du Chitosane

De nos jours, le Chitosane a un grand intérét dans le domaine médical et pharmaceutique
grace a son caractere biocompatible et biodégradable. En effet, il peut agir comme agent anti-
thrombogénique, antibiotique et anti-tumorale. Il est employé dans une variété de systémes
implantables ou injectables pour la livraison d’agents thérapeutiques inhibant la resténose ou
induisant I’angiogenese. En outre, il accélere la guérison de blessures de divers tissus comme

la peau, le cartilage et les os.

Le CS peut accroitre les fonctions cellulaires et induire le relache de cytokines permettant
la réorganisation des tissus conjonctifs sans provoquer des inflammations ou allergies. Les
biopolymeéres a base de CS sont retrouvés sous plusieurs formes comme ’hydrogels, films,
fibres, microspheres ou comprimés selon leur usage. L’usage de CS dans la réparation
vasculaire est de plus en plus fréquent car ce polymere constitue une plateforme intéressante
pour les endoprothéses biodégradables, offrant une alternative aux endoprotheses usuelles.

(Tardif, 2009)

Le CS sert aussi comme excipients d’encapsulation et relargage (médicaments, genes...),
produits dermatologiques (traitement de l'acné), pansements, bandages, fils de sutures
chirurgicaux biorésorbables, membrane de dialyse Encapsulation/immobilisation d'enzymes,
amaigrissants (lutte contre I'obésité) , gel dentaire, implants dentaires ,lentilles de contacts,

liquides ophtalmiques. (Aranaz 1., 2010)

1.1.3.5  Les différentes activités biologiques du Chitosane

a) Activité antifongique et antibactérienne

L'une des propriétés conférant au Chitosane un grand intérét pour les applications
médicales et agro-alimentaires est son activité antibactérienne et antifongique vis-a-vis d'un
large spectre de bactéries et champignons. Par exemple (C.Aimin, et al., 1999). Ont montré
que le Chitosane réduit la vitesse de développement de l'infection dans le cas d'une
ostéomy¢lite induite expérimentalement chez des lapins par staphylococcus aureus. (C.Aimin,

et al., 1999)

Le cas bactériostatique du Chitosane chez les lapins a été mise en évidence vis-a-vis de
nombreuses autres souches : Eschrichia, pseudomonas, et de champignons : candida,

Fasarium, Saccharomyces, etc. (Young, et al., 2002).

11
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En ce qui concerne le mécanisme d'action du Chitosane repose sur son caractére
polycationique. En solution, ses résidus GIlcN (—NH2) sont protonnées(—NH3+). Les
charges positives du Chitosane peuvent se lier a la membrane des bactéries chargées
négativement. Ces interactions entrainent la diminution de la stabilit¢é osmotique, la
destruction de la membrane et éventuellement la perte des éléments intra-bactériens. Une
hypothése est que la nature cationique du Chitosane interagit avec les résidus chargés
négativement qui sont présent a la surface de la membrane externe des bactéries ; (kauss, et
al., 1982) ceci conduit a une perméabilité de la paroi cellulaire bactérienne, et donc une fuite

des composants intracellulaires.

Le Chitosane a aussi la possibilit¢ de se lier particulicrement avec certaines
macromolécules et formerait des liaisons avec les protéines et les électrolytes présent dans le
cytoplasme : il perturberait alors l'action de certaines enzymes et inhiberait la synthése
d'ARNm en se liant a I'ADN bactérien, aprés pénétrations dans le noyau du microorganisme.

(E.I Rabea, et al., 2003)

Cette hypothése est toutefois plus controversée que celle basée sur l'interaction avec la

membrane externe.

b) Activité antioxydante

En raison des atomes d'hydrogene protique des groupements amines au niveau de carbone
C2 ou hydroxyles au niveau des carbones C3 et C6 du Chitosane, ce biopolymére a une
activité antioxydante formant des radicaux macromoléculaires (Vinsova et Vavrikova, 2011).
Les degrés de polymérisation et de désacétylation (DD) sont les éléments clés de I’activité
antioxydante du Chitosane. En effet, le Chitosane a faible poids moléculaire a une activité
antioxydante trés importante en comparaison avec le Chitosane a poids moléculaire élevé

dans lequel les atomes d'hydrogene protique sont bloqués (Pasanphan et al., 2010).

¢) Activité anti-tumorale

L’activité anti-tumorale du Chitosane est issue de sa structure chimique qui contient deux
groupements actifs (groupements amine au niveau du C2 et groupements hydroxyles au
niveau du C3 et du C6). En fait, les interactions entre les charges positives du Chitosane (NH3

+) et des charges négatives sur les membranes des cellules cancéreuses et les jonctions serrées

12
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augmentent la perméabilité et permettent aux médicaments adsorbés sur le Chitosane de

pénétrer dans les cellules cancéreuses (Schipper et al., 1997). Pour I’activité anti-tumorale,

L’activité anti-tumorale du Chitosane augmente avec la diminution du poids moléculaire,
du degré désacétylation, de la viscosité et donc avec I’augmentation de la solubilité dans I’eau

(Qin et al., 2002); (Vinsova et Vavrikova, 2011).

1.1.3.6 Définition de ’'inflammation

L'inflammation est la réponse des tissus vivants, vascularisés, a une agression dans le but

d'¢liminer l'agent pathogene et de réparer les 1€sions tissulaires.

Tantot elle peut étre nuisible due a l'agressivité¢ de l'agent pathogeéne, sa persistance, au
siege de l'inflammation, par anomalies des régulations du processus inflammatoire, ou par
anomalie quantitative ou qualitative des cellules intervenant dans I'inflammation. (MC

Rousselet, et al., 2005).

Elle se manifeste par la présence de cinq phénomenes pathologiques macroscopiques :
gonflement du tissu, ¢lévation de la température tissulaire, rougeur du tissu vasculaire,
sensation de douleur, et enfin altération et perte de fonction de la partie affectée du corps.

(Yougbaré-Ziébrou, et al., 2015).

1.1.3.7 Les différentes formes de I’inflammation

On distingue deux types d’inflammation :
a) Inflammations aigués

I1 s'agit de la réponse immédiate a un agent agresseur, de courte durée (quelques jours ou
semaines), défini par des phénomeénes vasculoexsudatifs intenses. Ce type d’inflammations
guérissent spontanément ou avec un traitement, mais peuvent laisser des séquelles si la
destruction tissulaire est importante.

b) Inflammations chroniques

Inflammations n'ayant aucune tendance a la guérison spontanée et qui évoluent et
demeure a persister et s'aggraver pendant plusieurs mois ou plusieurs années. (MC Rousselet,

et al., 2005).
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1.1.3.8 Les anti-inflammatoire

En fonction de leurs modes d’action, on en distingue 3 types :

a) Anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

Les AINS sont des médicaments symptomatiques actifs sur la fievre, les douleurs par
exces de nociception et la composante vasculaire de la réaction inflammatoire. Ces trois
propriétés résultent de leur mode d’action commun : I’inhibition de I’isoenzyme COX-2 de la
cyclo-oxygénase ou prostaglandine (PG) synthétase. Aux doses recommandées, certains
AINS ¢épargnent en revanche COX-1 (coxibs) contrairement a d’autres (AINS classiques ou

conventionnels) (Bannwarth, 2005).

Selon la structure chimique de ces composés, on distingue les Al
(indoliques, arylcarboxyliques, oxicams, anthraniliques, pyrazolés, salicylés.), mais ils
peuvent avoir des effets indésirables, sur le systéme gastro-intestinal (dyspepsie, nausées,
ulcéres et saignements), cardiovasculaire, hépatique, rénal et neurologiques(vertiges,

céphalées) . (Ziltener, et al., 2010).

b) Anti inflammatoire stéroidiens (AIS)

Ils agissent sur toutes les composantes de 1’inflammation en s’opposant a I’action de la
phospholipase A2 qui est ’enzyme catalysant la libération de 1’acide arachidonique, qui est
un constituant des membranes cellulaires, jouant un réle important dans I’inflammation. Les
AIS bloquent donc, la libération de cet acide a partir des membranes cellulaires. Ils ont donc
une action globale et rapide sur I’inflammation. (K. SOUAGA, et al.) .Parmi les AIS les plus
familier les Cortisones, Prednisolone, Bétaméthasone et I'Hydrocortisone, leur utilisation peut
altérer des effets secondaires comme les troubles métaboliques, gastro-intestinales (dyspepsie,
ulcére), rénaux, hématologiques, ophtalmiques, du sommeil, neuropsychiques : euphorie aussi

des déficits musculo-squelettique et des convulsions. (Roumestan, et al., 2004).

¢) Les anti-inflammatoires enzymatiques

IIs ont un mode d’action totalement différent des précédents. Ils ont une action purement

protéolytique en dégradant les ¢léments cellulaires et circulants. (K. SOUAGA, et al.).
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1.1.3.9 Les maladies inflammatoires de ’intestin

Les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI) sont des affections
caractérisées par une inflammation chronique ou récidivante de la paroi intestinale. Il s’agit de

maladies dites « complexes »,multifactorielles et polygéniques.

Il y a deux types de MICI classiquement reconnus : la maladie de Crohn (MC) qui se
caractérise par une atteinte multifocale et transmuralede la paroi digestive pouvant toucher
n’importe quel segment de la bouche a I’anus et la rectocolite ulcérohémorragique
(RCUH)qui s’identifie par une atteinte muqueuse d’un seul tenant, démarrant au rectum et
remontant sur une longueur variable, mais n’atteignant que le colon. Cette distinction est une
réalité clinique, récemment confirmée par les avancées génétiques. Cependant il existe une
grande variété de présentation tant de la MC que de la RCUH avec des formes de passage

entre ces deux affections. (E. Louis, 2010)

1.1.3.10 L’anatomie du colon

Le colon est la partie du gros intestin comprise entre la valvule iléo-caecal et la jonction
rectosigmoidienne. Il mesure environ 1,5 m. Il se divise en 4 segments :

Le cdlon droit, ou colon ascendant, situé¢ du co6té droit du corps. Il commence par le cecum
qui relie le colon a ’intestin gréle et se prolonge vers le haut jusqu’au cbélon transverse.
Le cblon transverse traverse la partie supérieure de 1’abdomen. Il relie le colon droit au
co6lon gauche.
Le colon gauche, ou cdlon descendant, longe le c6té gauche du corps. Il part du colon
transverse et se prolonge vers le bas jusqu’au célon sigmoide.

e Le colon sigmoide est la derniére portion du colon. Il relie le colon gauche au rectum.
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Angle colique gauche

Angle colique droit Colon Transverse

Colon
descendant

Caecum

sigmoide

Figure I-4 : Les différents segments du colon.

Le colon peut-étre le siege de plusieurs pathologies y compris: polypes coliques
(croissance de tissu supplémentaire dans le cdlon), diverticulite (inflammation ou infection
des poches dans le cdlon), Le syndrome du cdlon irritable, la maladie de Crohn et la

rectocolite hémorragie. (Gerard, 2017).

1.1.3.11 Microbiote intestinal

Le microbiote intestinal est un ensemble important de bactéries (cent mille milliards)
réparties le long du tractus intestinal et dont la composition varie selon la localisation, les
individus, I’age, les périodes de la vie d’un méme individu. Le nombre de bactéries hausse
progressivement de 1’estomac (moins de 104/g de contenu) jusqu’au cblon (1011 a 1012 /g)
en passant par le duodénum le jéjunum et 1’iléon. Le passage de la valvule iléo-cacale permet
I’entrée dans le colon. L’ensemble constitue un écosystéme qui fonctionne comme un organe
a part entiére en étroite symbiose avec notre organisme et forme avec lui un supra-organisme.
C’est une usine biochimique essentielle pour la digestion des aliments non absorbé par
I’organisme et pour diverses fonctions physiologiques : maturation du systéme immunitaire,
effet barriére contre des pathogeénes extérieurs, production de vitamines, collecte d’énergie,

accessibilité aux micronutriments, métabolisation des xénobiotiques. . (P.Bourlioux, 2013).
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Les perturbations du microbiote intestinal sont impliquées aussi bien dans certaines
pathologies intestinales que dans des pathologies extra-intestinales. Parmi ces pathologies, il
faut citer les (MICI) su type MC et RCUH, D’obésité, le syndrome métabolique
, certaines pathologies cardiovasculaires, certaines pathologies allergiques et avec plus de
prudence, I’autisme (Landman C., 2015).

Ce déséquilibre de la microflore normale peut étre du a plusieurs raisons :

Une alimentation trop riche en graisses d’origine animale et trop pauvre en fibres ;

Une rupture brutale de I’équilibre a la suite d’une gastroentérite aigué, ou induite par une
antibiothérapie ;

Une accumulation, dans la petite enfance, d’événements qui interférent avec 1’établissement
de I’eubiose intestinale (I’hypothése d’hygiéne) Chacune de ces causes peut représenter un

facteur de risque de développer une MICI. (Oumaira Rahmouni, 2016).

1.1.3.12 La RCUH

C’est un groupe d’affections caractérisé par une inflammation polymorphe touchant la
partie inferieur du tube digestif et évolue par poussées ou de fagon chronique sur une partie

plus ou moins importante du colon. (E. Louis, et al., 2012).

a) Aspect macroscopique

La RCUH prédomine au niveau du colon gauche. Les proctites (9 %), recto sigmoidites
(23 %) et les 1ésions inflammatoires prédominantes a gauche (24 %) sont les formes les plus
fréquentes de la maladie. Des pancolites sont observées dans 11 a 30 % des cas. Le risque
d'extension de forme limitée de RCH n'est pas formellement établi mais possible dans certains

cas. L'apparence macroscopique des dommages varie selon les stades de la maladie :

En poussée évolutive ou au début de la maladie, les haustrations coliques sont effacées.
La muqueuse est tapissée de mucus ou de sang et parsemée de nombreuses pétéchies. Des
ulcéres de taille et formes variable apparaissent. Plus étendus, ils forment des sillons
longitudinaux, creusant la muqueuse et réalisant des ponts muqueux associés a un infiltrat
inflammatoire trés important. Quand ces ulcérations confluentes, elles mettent largement a nu
la sous-muqueuse. La séreuse peut présenter un aspect congestif sur un segment souvent plus

¢tendu que celui correspondant aux lésions muqueuses.
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En phase de guérison, les ulcéres se réépithélialisent progressivement, laissant
apparaitre de petits nodules rouges sessiles (les pseudopolypes), correspondant a des ilots de
muqueuse inflammatoire se détachant en surplomb. Ils sont habituellement petits, nombreux

et ne prennent que rarement une configuration filiforme.

Dans les stades plus avancés, le colon devient fibreux, rétréci ou raccourci, la 1ésion
peut s'étendre en profondeur et entrainer une dilatation importante d'un segment colique. la
paroi est amincie, fragilisée et peut alors se perforer (mégacolon toxique). Les pseudopolypes
sont rares dans le rectum ou la congestion et les friabilités muqueuses prédominent. Par

contre, ils sont plus fréquents dans le sigmoide et dans le colon descendant.

Cependant, quel que soit le stade d'évolution, elles sont limitées a la muqueuse ou a la

partie superficielle de la sous-muqueuse.

b) Aspect microscopique

L'aspect microscopique de la RCUH est particulié ; il associe a la fois réaction
inflammatoire et anomalies architecturales muqueuses. La réaction inflammatoire se
manifeste par son aspect diffus, intense, transmural et mixte, composée de lymphocytes, de
plasmocytes et de polynucléaires neutrophiles. Les anomalies architecturales sont
habituellement présentes. Elles comprennent des altérations de 1'épithélium de surface qui
devient irrégulier et a pseudo villeux et des anomalies architecturales cryptiques. Les cryptes
apparaissent irréguli¢res, ramifiées, bifides et raccourcies. Une perte du nombre de cryptes

peut conduire a une atrophie muqueuse. (K., et al., 1999) .

¢) Les différentes formes de la RCUH

Suivant 1’extension anatomique des Iésions de la muqueuse recto-colique, on constate

quatre formes illustrées dans le Tableau I-1 (Baumgart D.C., 2007) .

Tableau I-1: Les différentes formes de la RCUH

Formes Régions atteintes
Rectite Rectum
Recto-sigmoidites Rectum et le sigmoide

Rectum jusqu’au haut du
colon descendant
Pancolite Totalité du colon

Colite distale
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d) Etiologie et pathogénie

L’étio-pathogenese de la RCUH demeure largement controversée mais les manifestations
cliniques et les données épidémiologiques étant allogénes, cela montre que de nombreux
facteurs pourraient contribuer a la survenue d’'une RCUH ou encore influencer son profil

évolutif. (Fiocchi, 1998).

+* Les facteurs environnementaux

Les habitudes alimentaires : certaines habitudes favorisent le déclanchement d’une
RCUH comme la consommation de sucres raffinés et les produits industrialisés ; ce qui
exprime, le taux augmenté de cette maladie dans les pays riches et les milieux urbains.

(Ekbom, 2004).

¢ Les facteurs psychologiques
Les facteurs psychologiques tels que le stress ne semblent pas avoir de réle précis, mais

leur excés favorise le déclenchement et la sévérité des poussées (Vidal, et al., 2006).

s Les facteurs génétiques
Plusieurs geénes ont ét¢ prouvés contribuant, en présence de facteurs exogenes, a la
prédisposition de la RCUH. Cependant la susceptibilité génétique ne peut a elle seule tout
expliquer car le taux de concordance chez les jumeaux monozygotes n’est pas de 100% mais

uniquement de 6% pour la RCUH. (Cortot, et al., 2008).

% Les facteurs immunologiques
L’inflammation intestinale résulte d’une altération entre la flore intestinale et les cellules
de la lamina propria, dans un contexte de polymorphisme génétique touchant la fonction de la
barriere épithéliale, ainsi que la réponse immunitaire innée et adaptative (Vaishnava, et al.,

2008).

La dysbiose intestinale un déséquilibre entre les bactéries protectrices et déléteres qui
forme le microbiote intestinal. Ce déséquilibre provoque 1’évolution de la rectocolite ulcéro-

hémorragique (Frank, et al., 2011), (Klotz, et al., 2015).

Modification de la barriére épithéliale: La dégradation de la barriére épithéliale

intestinale par la baisse de la sécrétion du mucus et la dégradation des jonctions intra
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épithéliales est 1i¢ a une ¢€lévation de la perméabilité cellulaire; ce qui facilite I’entrée du
contenu luminal au cellules immunitaires de la lamina propria et participe a I’aggravation de
I’inflammation (Welcker, et al., 2004)ce qui explique le cas de la diminution de la quantité du
mucus et 1’augmentation de la perméabilité de 1’épithélium retrouvé dans la forme

pathologique de la RCUH. (Khor, et al., 2011), (Maloy, 2011).

Dérégulation de la réponse immunitaire: En conditions normales, la muqueuse
intestinale fonctionne avec un équilibre délicat des cellules inflammatoires afin de préserver
I’homéostasie alors que lors des pathologies intestinales, la réponse immune est dérégulée
face aux antigénes des bactéries commensales, ce qui mene a un déséquilibre du profil de

production des cytokines aux différents stades de la maladie (Pizarro, 2007).

e) Symptomes et Complications

La RCUH s’identifi¢ par la survenue d’une multitude de symptomes tels qu’une
réctorragie suivie d’émission de sang et de glaires, de diarrhées, de douleurs abdominales elle
peut également entrainer une fievre ou un amaigrissement Certains patients développent des

manifestations extradigestives cutanées et ostéo-articulaires. (Bouhnik, 2006).

Les complications les plus redoutables de la RCUH sont : la survenue d’une colectasie
(Philippe MARTEAU, et al., 2004)et le développement d’un cancer colorectal (Jess, et al.,
2012).

f) Diagnostique

Les principaux examens réalisés sont une prise de sang et une analyse des selles,
néanmoins les seuls examens qui peuvent confirmer le diagnostic de RCH sont les examens
endoscopiques tels que la coloscopie du rectum et du colon. (Beaugerie, et al., 2014),

(Moreau, 2012).

g) Approche thérapeutique

Il n'ya pas de médicament qui permet la guérison de la RCUH, mais des traitements
diminuant l'inflammation et ses signes. Les stratégies thérapeutiques de la RCUH regroupent
des produits pharmacologiques et des interventions chirurgicales. Elles sont adaptées aux

malades selon 1’étendue des 1€sions et la sévérité des poussées.
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- Approche médicamenteuse

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

suspensifs et non curatifs. (Colombel, et al., 2010).

La premiere approche implique les antis inflammatoires représentés par les salicylés
traitant les formes légeres de la colite ulcéreuse (Marteau, et al., 2004) , Le plus souvent
prescrit est la Salazopyrine. Mais il a des effets indésirables tels que : des insuffisances
rénales, des vomissements, des diarrhées, des troubles hématologiques et méme des effets sur

la fonction sexuelle. (DeMichele, et al., 2012).

En cas d’une cortico-résistance ou une cortico-dépendance, un traitement a activité

immuno-modulatrice (I’azathioprine) pourrait étre envisagé (Khan, et al., 2011).

D’autres traitements biologiques tels que les anticorps dirigés contre le TNFa

représentent la nouvelle vague thérapeutique la plus efficace et la plus couteuse (Allez., 2008)

- Approche chirurgicale

Le traitement chirurgical est propos¢ comme dernier recourt 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, (Hanauer, et al., 2002)Son principe repose sur
I’ablation d’une partie du célon et/ou du rectum malade ou susceptible de le devenir (Parkes,

et al., 2007).

1.1.3.13 Les différents model de I’induction d’une inflammation intestinale

Pour mieux comprendre I’immunité et les interactions entre la flore et 1’hdte dans des

conditions normales et inflammatoires, des modeles de MICI ont été développés :

a) Les modéles « toxiques »

Ce fait par L’administration d’un composé chimique toxique qui déclenche une colite
avec des lésions  séveéres par  altération de la  barriere  intestinale.
Il existe plusieurs voies d’administration du toxique tel que le lavement (éthanol concentré,
acide acétique ou formaline) et la prise orale (sulfate de déxtrane sodique (DSS) dans I’eau)

(Nancey, et al., 2008).
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b) Les modéles « immunologiques »

Ce sont des molécules chimiques de faible poids moléculaire non immunogenes par elles-
mémes, appelées hapténes comme 1’acide 2, 4,6 trinitrobenzéne sulfonique (TNBS) ou
I’acide 2,4 dinitrobenzene sulfonique (DNBS). Leur administration a faible dose non toxique
dans le colon entraine la formation d’un complexe entre ce dernier et certains acides aminés
cela en interagissant avec les protéines du contenu et des parois coliques qui déclenche une

réponse immunitaire.

Le mécanisme est une hypersensibilité retardée colique médiée par les LTCD4+ ou LT
CD8+ spécifiques, cytotoxiques, en produisant des cytokines et qui s’accompagnent d’une

inflammation récidivante de 1’intestin (Nancey, et al., 2008).

¢) Les modéles de transfert a des souris immunodéprimées

I1 est représenté par le transfert d’une population particuliére de LT CD4+ dits « naifs », a
des animaux immunodéprimés (souris dépourvues de LT et de lymphocytes B). Ces
animaux reconstitués avec cette sous-population lymphocytaire T particuliére développent
progressivement un infiltrat inflammatoire puis des lésions coliques qui surviennent dans

les 3-10 semaines suivant le transfert. (Nancey, et al., 2008).

1.2 L’encapsulation

I.2.1 La forme pharmaceutique solide (forme séche)

Les formes posologiques oraux solides tels que les comprimés, les poudres, les capsules
. sont bien acceptées par les patients comme une forme de traitement efficace et indolore.

(Capsules Fridrun Podczeck, 2002).

1.2.2 Les capsules

Les capsules sont les plus polyvalentes de toutes les formes de dosage, elles sont plus
faciles a avaler et utilisés par les fabricants lorsque le médicament ne peut pas étre mis en

comprimés.

Les capsules sont des préparations solides constituées d’une enveloppe dure ou molle, de
forme et de capacité variables, contenant un ou plusieurs ingrédients médicinaux. (Capsules

Fridrun Podczeck, 2002).
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1.2.3 L’avantage des capsules

e Les capsules masquent I’odeur et la saveur désagréable des excipients ou de PA et
peut étre facilement administré.

e FElles sont économiques, attrayantes en apparence et faciles a manipuler et a
transporter.

e FElles sont glissantes lorsqu’elles sont humides donc, faciles a avaler avec un courant
d’eau.

e Nombre d’adjuvants réduit ce qui facilite la formulation et les controles. Par rapport
aux comprimés les capsules sont physiologiquement inertes et facilement et
rapidement digérés dans le tractus gastro-intestinal.

e Les coquilles peuvent étre opacifiées (avec du dioxyde de titane)ou coloré, pour offrir
une protection contre la lumiére.

e Possibilit¢ de réaliser des formes gastro-résistantes et a libération modifiée.

(B.Srividya, et al., 2014).

1.2.4 Inconvénients des capsules

e Les médicaments hygroscopiques absorbent 1I’eau de I’enveloppe de la capsule ce

qui la rend fragile et donc ne sont pas appropriés pour le remplissage en capsules.

e La solution concentrée qui nécessite des dilutions ne conviennent pas pour les
capsules parce que si administrés comme tels conduisent & une irritation de

I’estomac. (B.Srividya, et al., 2014).

L.2.5 Types de capsules

1.2.5.1 Capsules a enveloppe molle

Aussi appelé capsule «monobloc » constitué d’une enveloppe souple scellée
hermétiquement en une seule piece. Elles sont plus appropriées pour les huiles ou
médicaments qui doivent étre dissous dans les huiles ou d’autres liquides afin d’aider le
médicament a étre absorbé dans 1’estomac. (Garg Deepak, et al., 2014), (B.Srividya, et al.,
2014)elles sont faites de gélatine et d’eau, avec 1’addition d’un plastifiant «1’alcool
polyhydique », tel que le glycérol ou le sorbitol, pour les rendre flexible. Ils contiennent

habituellement un agent conservateur, comme le bétanaphthol. (Prasad, July 2017).
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Figure I-5 : Les capsules a enveloppe molle

Les capsules viennent en différentes formes telles que sphérique, elliptiques, oblongues et
tubes spéciaux avec et sans torsion. (B.Srividya, et al., 2014). Les capsules moles peuvent
contenir ’actif ingrédient en solution, suspension ou émulsion, qui conduira intrins€équement
a une meilleure absorption de 1’ingrédient actif, (Garg Deepak, et al., 2014), et ce qui est
importants lorsque la substance médicamenteuse est volatiles ou susceptibles de se détériorer

présence d’air. (B.Srividya, et al., 2014).

a) Les capsules a enveloppe molle a base autre que gélatine

La source animale de gélatine peut €tre un probléme pour certains consommateurs
comme les végétariens et les entités religieuses ou ethniques (juifs, musulmans, hindous,
etc.).un autre probléme est la température et la sensibilité a I’humidité des gélules molles qui
complique 'utilisation de ces capsules a base de gélatine dans des conditions trés chaudes et
humide nécessitant des conditions d’emballage et de stockage spéciaux. Pour cela une
alternative a était trouvé, Des gélules molles fabriquées a partir de base d’ingrédients végétal.
Ils ont tous les avantages de la norme des gélules moles, mais ne contiennent pas de gélatine.

(B.Srividya, et al., 2014)

1.2.5.2 Capsule a enveloppe dure

Aussi appelée capsule a « deux pieces ». Se compose de deux pieces sous forme de petits
cylindres fermé a une extrémité, la piece plus courte est appelée le « capuchon » qui s’ajuste
sur I’extrémité ouverte de I’extrémité plus longue picce, appelée le « corps ».Figure I-5

(B.Srividya, et al., 2014)
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Les Capsules Coni-Snap

Deux aérateurs aérodynamiques anneaux verrouillés étroitement appariés

\ .
\ / NG
\ 3

extrémités bord effilé du six fossettes allongées
hémisphériques rondes corps

Figure I-6 : Les capsules Coni-Snap.

Les gélules traditionnelles de gélatine sont fabriquées a partir d’un mélange de gélatine,
de sucre et de I’eau. Ils sont clairs, incolores, et essentiellement sans gotit Les capsules de

gélatine se dissous dans le liquide gastrique chaud et libérer le contenu. (Jony Mallik, et al.,

2013), (B.Srividya, et al., 2014).*

Les capsules dures offrent une flexibilité et rapidit¢ de développement, et sont un
excellent outil pour contenir de nombreux types de matériaux de remplissage, y compris ceux
qui sont difficiles a mettre sous forme de comprimés. Les matériaux de remplissage les plus
courants pour les capsules sont les poudres, les granulés, les mini tablettes, les pastilles, les
comprimés, les liquides et semi-solides Comme illustrés dans Figure I-6et (Larry

L.Augsburger, 2017).
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Figure I-7 : Exemples sur les matériaux de remplissages possibles des capsules

a) Capsule a enveloppe dure a base autre que la gélatine

Des alternatives a la gélatine ont été étudiées pour des raisons de stabilité ou I’alternative
la plus courante est ’HPMC. (Larry L.Augsburger, 2017) L’ hypromellose (DCI), abréviation
de hydroxy propylméthyl cellulose (HPMC), est un semi-synthétique polymeére viscoélastique
inerte utilisé commeexcipient et composante d’administration contrélée dans les médicaments

oraux. (Dr. Dayaram Patel, et al., 2016)

L’HPMC a ¢été largement étudi¢ et développé avec succeés en capsules dure pour une
utilisation dans les industries pharmaceutiques et nutritionnelles. Parmi les avantages
importants du HPMC, sa teneur en eau d’environ 4 a 7 % comparativement aux gélules de
gélatine, qui se situent habituellement entre 13 et 16 %, mais on ne peut pas ignorer
son grand taux de perméabilité des gaz qui peut étre une considération pour 1’oxygéne

composés. (Larry L.Augsburger, 2017)

Une autre alternative est 1’amidon, Récemment des capsules d’amidon ont été utilisées
dans divers produits a libération contrdlée et de facon générale, a mesure que la demande de

produits a base non animale augmentait.

Les capsules d’amidon sont plus faciles a encapsulé que les capsule de gélatine, ces
derniers peuvent ramollir et se solubiliser lors de la pulvérisation avec la dispersion aqueuse

d’enrobage et peut devenir fragile pendant la phase de séchage. (Prasad, July 2017)
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b) Procéde de fabrication des gélules a enveloppes dure

Tableau I-2 : Etapes impliquées dans la production d’enveloppe de la gélule avec une bréve
description

Etapes Description Figures

Les paires de broches en acier inoxydable (métalliques)
sont plongées dans la solution de trempage pour former
Immersion | simultanément les bouchons et les corps. La solution de
trempage est maintenue a une température d’environ 500C

dans un bac a trempette gainé chauffé

Les broches sont tournées pour distribuer la gélatine

Filage sur les broches uniformément et pour éviter la formation

d’une perle a la capsule extrémités

La gélatine est séchée par un souffle d’air frais pour

former une coquille dure.

Séchage
Les broches sont déplacées a travers une série de fours I
de séchage pour enlever I’eau ‘
Une série de machoires en bronze dénudent les parties des
Démontage
capsules des broches
‘ Le capuchon dénudé et les parties du corps sont taillés Y 4
Ajustage )
selon les besoins longueur par couteaux fixes.
Aprées le parage, le capuchon et les sections du corps
Jonction et | sont alignés et rejoint, finalement éject¢ de la machine.
Ejection L’ensemble du cycle du processus dure environ 45

minutes
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¢) Colorants et impression de capsules

Les colorants pour capsules sont un moyen important de créer une identit¢ de marque
forte et d’éviter la confusion des produits, surtout pour les patients agés qui prennent de
multiples médicaments. La plupart des organismes de réglementation exigent des moyens
supplémentaires d’identification des produits pour les capsules pharmaceutiques. Les

colorants pour capsules doivent satisfaire trois principales exigences :

1. Approbation réglementaire dans les pays destinés a la distribution.
2. Image de marque et marketing.

3. Acceptation du patient. (Larry L.Augsburger, 2017).

d) Taille et forme de capsules dures

Les capsules vides de gélatine a usage humain sont disponibles dans les industries en 8

différentes tailles allant de 000 (le plus grand) a 5 (le plus petit).

Iem 9

B(Sasao

Figure I-8 : tailles et formes des capsules dures.

'

Tableau I-3 : Différentes tailles de capsules en termes de volume d’eau et de poids

Taille de capsules Volume d’eau (ml) poids approximatif (gm)
000 1.37 1.00
00 0.95 0.65
0 0.68 0.50
1 0.50 0.32
2 0.37 0.25
3 0.30 0.20
4 0.21 0.15
5 0.13 0.10
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e) Procéde de fabrications (remplissage)

Habituellement, deux types de machines sont utilisés pourremplissage des ingrédients

dans la gélule

=  Machine manuelle ;
= Machine semi-automatique ou automatique.

Que ce soit le Fonctionnement manuel, semi-automatique ou automatique les machines
de remplissage de capsules sont développées pour petite, moyenne et grande échelle

d’opérations de remplissage respectivement.

Fondamentalement toute opération de remplissage de la capsule passe par les
étapes suivantes :

= Chargement des capsules dans le plateau du chargeur (manuel ou automatique)
= Séparation des capuchons du corps ;

= Remplissage de la poudre dans le corps ;

= Effacement de I’excédent de poudre ;

= Remplacement du capuchon et du sceau ;

= Nettoyage de I’extérieur de la capsule remplie et polir. (Jony Mallik, et al., 2013)

-— e b r)
! . l H

- | P
\J ‘
L

1.Feeding 2.Orientation 3.0pening 4. Ejection of 5.Dosing 6.Closer 7.Ejection
non
separated

Figure I-9 : les étapes de fonctionnement de base de toutes les machines de remplissage de
capsules dures. (Larry L.Augsburger, 2017)
f) Polissage des capsules

Apres le remplissage de la capsule, ils sont soumis au processus de polissage. Dans le cas
de la machine a remplissage automatique le polissage reste associé a la machine. Le polissage

des capsules est requis pour :
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. Enlever les traces de poudre de la surface de la capsule.

. Les médicaments hygroscopiques absorbent I’humidité de 1’atmosphére
et peuvent détériorer le produit, le polissage est nécessaire pour éviter ces types de
médicaments

. Pour enlever les empreintes digitales de la surface de la capsule

. Pour améliorer 1’apparence de la capsule. Il ya un certain nombre de

processus impliqués dans le polissage des capsules, le polissage poéle et au sel,
brossage, époussetage de tissu (Jony Mallik, et al., 2013)
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CHAPITRE II: PARTIE EXPERIMENTALE

I1.1 Produits et animaux

II.1.1  Biopolymeére (Chitosane)

Dans notre étude nous avons utilisé une poudre du Chitosane issu des carapaces de
crevette déja préparé au laboratoire comme principe actif (Figure II-1), dont la caractérisation

physico-chimique sera faite ultérieurement.

Figure II-1 : Poudre du Chitosane utilisé, issu des carapaces de crevettes.

OH OH OH
@) 9) o)
HO B
AN A P
NH; NH NH;
L In

Figure II-2 : Formule développé du Chitosane.
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II.1.2  Les gélules

Afin d’encapsulé le Chitosane nous avons utilisé des gélules traditionnelles de gélatine de
taille 0 avec téte orange moyen C354 et corps blanc (jaunatre) au service de recherche et

développement au le laboratoire BEKER —Dar el Beida. Figure I1-3

1)

> ”
~
b
¥

Figure I1-3: Photo des gélules a base de gélatine de taille O par Laboratoire BEKER-Dar El
Beidha

La composition de la gélule est illustrée dans le tableau suivant :

Tableau II-1:Composition de la gélule

Composition du corps de la Composition de la téte de la
gélule gélule
-TitaniumDioxide (opacifiant) -Titanium dioxid (opacifiant)
-Gélatine -Sunset yellow FCF-FD&C Yellow
6 (Colorant)
-Gélatine

11.1.1 Animaux

Afin d’évaluer P’activité anti-inflammatoire intestinale du Chitosane, nous avons utilisé
36 souris albinos males (Figure I1-4), d’un poids variant entre (30-35 g) agés d’environ 8

semaines, obtenues aupres de 1’institut pasteur d’Alger (EI-Hamma).
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Les souris ont été transférées a L’animalerie du CRD-Saidal de Gué de Constantine ou le
travail a été effectué, elles ont été réparties en 6 lots dans des cages de 6 souris soumises a des
conditions de température ambiante de (23-26°C), et a un cycle de jour et nuit de 12 heures
d’éclairage /d’obscurité afin de respecter leur cycle biologique avec acces libre a I’aliment et

a I’eau. Figure II-5

Figure II-5: Photo montrant la répartition Figure II-4: Photo des souris
des souris en 6 lots. albinos (Animalerie de CRD
Saidal, Gu¢ de Constantine 2019)

I1.2 Appareillage

Tableau II-2 : Appareils utilisés en expériences.

Spectrophotométre UV-Visible UV-1800, Shimadzu

Spectrophotometre IRTF JASCO FT/IR-6800

Appareil Diffusion dynamique de la lumiére | Nanoparticules SZ-100 (HORIBA -

(DLS) SCIENTIFIC)
Désintégrateur Désintégrateur TOYAMA
Dissolu-test ERWIKA
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I1.3 Méthodes
I1.3.1  Caractérisation Physico- chimique du Chitosane

I1.3.1.1  Degré d’acétylation

Dans le but de détermination du degré d’acétylation une analyse IRTF a été réalisée 2mg
de Chitosane a été soigneusement mélangés avec 100 mg de KBr analytique, pour produire
des pastilles de 0,5 mm d’épaisseur. Les pastilles ont été séchées pendant 24 heures a 1102C
sous pression réduite. Un spectrométre infrarouge a été enregistré avec un spectrometre
JASCO FT/IR-6800, a I’aide d’un KBr de 100 mg a titre de référence. L’intensité des bandes

d’absorption maximale a été¢ déterminée par la méthode de référence (Baseline).

Le degré d’acétylation (DA) est I’un des propriétés les plus importante caractérisant le
Chitosane, Il influe non seulement sur les caractéristiques chimiques et physiques, mais aussi

sur la biodégradabilité et I’activité immunologique du Chitosane. (Elias A., 2006)

La spectroscopie Infrarouge (IR) est une technique rapide proposée par (KHAN, et al.,
2002)pour évaluer qualitativement le DA en calculant les rapports des absorbances d’une
bande caractéristique d’un groupement acétyle sur une bande commune aux unités acétylés et

désacétylées.

Le spectre de 1’échantillon du Chitosane a ¢€té obtenu dans une plage de fréquence de

4000 4 400 cm™', et le DA est déterminé comme suit

DA% = [(A1320/A1420 — 0.03822)/0.03133] x 100

-1
DD% = 100% — DA%

Avec A1320, 41420 sont les absorbances des pics a 1320 cm™! et 1420 cm™?.

La bande a 1320 cm™!caractéristique d’un groupement amide (—OH, —NH,, —CO) pour

1

déterminer le degré d’acétylation et la bande a 1420 cm™" caractéristique du

groupementC-C.

On obtient une relation linéaire entre le rapport A1320 et A1420 et le degré
d’acétylation.
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11.3.1.2  Analyse UV-VISIBLE

Afin de connaitre la longueur d’onde d’absorption du Chitosane dans le domaine de
I’UV-Visible, une solution de Chitosane a 0.25% diluée dans une solution d’acide acétique a
2% , a été préparé puis balayé par un spectre UV-Visible de 200 — 800 nm, a 1’aide d’une
cellule en Quartz d’un trajet optique de lcm et un spectrophotometre de marque ‘ UV —
1800, shimazdu’ développé pour les mesures d’absorbance d’échantillon liquide, En

paralléle des systémes hauts précision et haute énergie.

11.3.1.3  Poids Moléculaire

Le poids moléculaire du Chitosane est une caractéristique trés importante qui peut avoir

un impact majeur sur les différentes activités du Chitosane ainsi que ses mécanismes d’action.

Le poids moléculaire été déterminé a travers la viscosité. Cette derniere dépend du
volume hydrodynamique de la macromolécule, qui est une fonction du poids moléculaire, des

propriétés de conformation et des interactions polymere-solvant.

Les mesures de viscosités sont effectuées en préparant une solution de 500mg de
Chitosane dissoute dans 50ml d’une solution d’acide acétique a 1% puis préparer une série

de dilutions de (5, 4.5, 4, 3.5, 3, 2.5, 2,1.5et 1) mg/ml.

Analyser la viscosité dynamique de chaque échantillon puis calculer la viscosité réduite,

ensuite tracer une courbe d’étalonnage et faire sortir la viscosité intrinséque (17).

Le poids moléculaire moyen (PM) a été calculé par I’équation de Mark-Houwink :
n=KM* 11— 2

Avec :

= 7: Viscosité intrinseéque
* M : poids moléculaire

» Keta: parametres qui dépendent du systeme polymere-solvant a une température
donnée (dans ce cas K = 1.18 et 0=0.93).
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I1.3.1.4 Détermination de la taille des particules par Diffraction dynamique
de la lumiére (DLS Dynamic Light Scattering en anglais)

Afin de déterminer la taille des particules de Chitosane en solution, une solution de 35mg
de Chitosane dissout dans 15ml d’acide acétique a 2% puis passer dans un filtre de 0.45

micrometre pour une distribution homogene de 1’échantillon.

Une cellule en Quartz a été remplie de la solution et placée dans ’appareil de DLS (SZ-
100 (HORIBA —SCIENTIFIC) li¢ a un ordinateur (Figure II-6), L’analyse de la taille des

particules est répétée trois fois puis prendre la moyenne.

Figure II-6 : Photo de I’appareil de Diffraction dynamique de la lumiére Nanoparticules SZ-
100 (HORIBA-SCIENTIFIC).

I11.3.1.5 Potentiel Zeta

Pour déterminer la charge électrique des particules de Chitosane lorsqu’il est en solution,
une solution de 35mg de Chitosane dissout dans 15ml d’acide acétique a 2% injecté dans
une cellule (Glod-Plating,6 mm). Puis pass¢ dans 1’appareil SZ-100 (HORIBA -
SCIENTIFIC) pour mesurer le potentiel Zéta. Figure 11-6

11.3.2 Etude de Pactivité anti-inflammatoire intestinale du Chitosane

I1.3.2.1 Préparation de la solution de Chitosane a gavée
Afin d’évaluer I’effet anti-inflammatoire du Chitosane, il a été donné comme traitement

contre I’inflammation intestinal chez les souris par gavage.

Trois solutions de Chitosane de différentes doses ont été préparées en dissolvant

respectivement 1g ,0.75g, 0.5g dans 3ml d’cau distillé comme illustré dans Figure II-7.
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Figure II-7 : Photo de la préparation de la solution de Chitosane pour gavage.

I11.3.2.1 Induction et traitement de la maladie

L’étude suivante a pour but de confirmer I’activité anti-inflammatoire du Chitosane et

comparer la réduction de la colite aprés administration des différentes doses préparées.

L’¢tude expérimentale de cette activité¢ a été réalisée selon la méthode de (Xianomin
Wang, 2008) avec certaines modifications, les souris des 6 lots ont été pesées et numérotés.
Cinque lots ont été privés de nourriture pendant 12 heures avant de provoquer une
inflammation colique via 1’administration de 100 ul d’acide acétique (AA) a 5% par voie
rectale (Inflammation Subaigiie). Les souris ont été ensuite maintenues dans une position
verticale pendant 30secondes pour limiter 1'expulsion de la solution d’AA. Figure II-8. Le

sixieme lot (lot témoin sain) recoit une solution saline seulement.

Figure II-8: Photo montrant la méthode d’induction des colites chez les souris par
l'acide acétique a 5% par voie rectale
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Tableau II-3: La nature des traitements recus par les différents lots

Lot Traitement

1 Solution de 0.166g /kg de Chitosane par jour. + RCUH
2 Solution de 0.125g /kg de Chitosane par jour. + RCUH
3 Solution de 0.0833g /kg de Chitosane par jour + RCUH
4 Médicament de référence (Déxaméthasone) 1mg/kg + RCUH
5 Control ; Eau distillé. (Véhicule) + RCUH
6 Témoin : Eau distillé.

Apres 2 heures, trois lots d’essai ont recu une administration de 0.5 ml de solution de
Chitosane dans 1’eau par voie orale a des doses de 0.5g/kg ,0.75g/kget 1g/kg pendant 6
jours équivalent de 0.0833g/kg ,0.125g/kget 0.1666g/kg par jour respectivement en une
seule prise par jour .Un lot de référence est traité aussi par gavage avec un anti-inflammatoire
utilisé en thérapeutique (Déxaméthasone) a une dose de 1mg/kg. Le lot témoin et control

négatif regoivent 0.5 ml d’eau distillée par gavage chaque jour. Figure I1-9

Figure I1-9: Présentation de la méthode du gavage (Animalerie - CRD Gué de Constantine).
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L’état des souris en ce qui concerne leur activité et leur pelage, était suivit chaque jour.
L’effet des différentes doses de Chitosane sur la survie des souris a été déterminé en calculant
chaque jour le pourcentage de viabilité (V%) selon la formule suivante décrite par ’EMPA:

_ (Njx
V% = — ] x 100 I -3
Njg

Nj,:Nombre de souris a n’importe quel jour de traitement (jour X)
Njy,:Nombre initial de souris (au jour 0)

11.3.2.2 Evaluation de I’activité anti-inflammatoire intestinale du Chitosane

a) Indice d’activité de la maladie

L'indice d'activit¢ de la maladie (IAM) a été enregistré quotidiennement en observant
I’évolution pondérale corporelle, celle des selles et des saignements. Chaque observation a été

réalisée selon la méthode de (Cooper, et al., 1993). Comme citer dans le Tableau 11-4

Tableau II-4 : Score IAM Indice d’activité de la maladie

‘ Score  Perte de poids % consistance des selles Hémorragie ‘
0 Aucune Normale absence
1 1-5
2 5-10 selles molles saignement laigé
3 10-20
4 >20 Diarrhée Saignement important

-L’indice d’activité de la maladie est calculé comme somme des 3 scores précédents.

Apres traitement pendant 6 jours, les souris ont été sacrifiées par dislocation cervicale apres
anesthésie. Les colons ont été récupérés et libérés du tissu adipeux adhérent, rincés doucement

avec une solution saline, pesés, mesurés et observé macroscopiquement.
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Figure II-10: Photo illustrant la dissection des souris aprées les 6 jours de traitement.

b) Score macroscopique (score d’ulcération)

Le score des dommages macroscopiques (ulcérations) qui a été attribué selon les critéres de

(Deshmukh C.D., 2010). Citer dans Tableau II-5

Tableau II-5: Score d’ulcérations selon (Deshmukh C.D., 2010)

Score Dommages macroscopique

0 Aucun changement macroscopique (absence d’ulcérations)
1let2 Erythéme muqueux, érosion et ulcérations légere
3et4d Ulcération grave, érosion séveres, cedéme

¢) L’effet des différentes doses du Chitosane sur le rapport poids sur longueurs des

colons

La longueur du cdlon a ét¢ mesurée en cm entre la jonction iléo-caecale et le rectum
proximal et son poids a ét¢ mesuré en g, le rapport P/L (poids / longueur) a été calculé pour

chaque souris car il est considéré comme indicateur de 1’étendue de I’inflammation colique
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(SOTNIKOVA Ruzena, et al., 2013).En comparant la réduction de I’'inflammation chez les

souris traitées par rapport aux témoins non traités par I’AA.

Les colons sont ensuite conservés dans une solution de formol a 10% pour une étude

histologique ultérieurement.

11.3.2.3 L’Analyse statistique

L’étude statistique a été réalisée en utilisant le logiciel Graph Pad Prisme suivie par une
analyse de la variance a sens unique (One way ANOVA) en utilisant le test de Dunnett pour
comparer les valeurs des groupes testés par rapport au groupe témoin sain. Les différences
sont considérées significatives a *p < 0,05, hautement significatives a **p < 0,01, et trés

hautement significatives a ***p < 0,001.

I1.3.2.4  Observation microscopique (étude histologique)

Les prélevements des colons récupérés et conservés dans le formol sont adressés au

service d’anatomopathologie du CHU de Douéra.

Cette étape consiste a étudier I’histologie de ces tissus a un niveau microscopique et
permet de comprendre leur fonctionnement normal ou pathologique, afin de déterminer
laquelle des doses de notre produit a donné un effet anti-inflammatoire remarquable par

rapport au témoin sain, témoin négatif et au lot traité par le médicament de référence.

Dans cette étude les échantillons sont passés par plusieurs étapes :

a) Examen macroscopique

Le fragment est soumis a un examen macroscopique qui constitue la premicre étape a
réaliser dans 1’étude histopathologique, ou les colons sont déposés dans deshisto-cassettes,

perforées en plastique, spécifiques selon la nature du prélevement. Figure I1-11

Ces cassettes sont identifiées puis placées directement dans du formol pur avant le

passage dans I’appareil a circulation.

41



CHAPITRE II : PARTIE EXPERIMENTALE

Figure II-11 : Photo du dépot de 1’échantillon dans des histo-casettes et leur fermeture.

b) La circulation

Cette étape est réalisée a 1’aide d’un automate, dans le but de remplacer I’eau présente

dans le tissu par la paraffine afin de faciliter la découpe. Annexe II-1

Cette opération est effectuée en trois étapes :

>

La déshydratation : Les prélévements sont placés dans des bains successifs
d’éthanol de concentration croissante puis
70°,75°,80°85°90° 95°t 100° (45 minute chacun) pour s’en débarrasser

de I’eau que contient le tissu.

Eclaircissement : L’éclaircissement est réalisé¢ dans trois bains de Xylene (2h
chacun) c’est une étape permettant le remplacement de 1’éthanol présent dans les

tissus par le solvant de la paraffine.

Imprégnation : Elle consiste en le remplacement du Xyléne présent dans les

cellules par la paraffine liquide.

Les prélévements sont placés successivement dans trois bains de paraffine en fusion

(2 60°) afin de s’assurer de I’imprégnation totale du tissu.
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¢) Etape d’enrobage

Elle consiste a enrober les prélévements déshydratés par la paraffine pure en utilisant des
moules en inox. On a eu pour finalité un bloc rempli de paraffine qui, une fois durci, sera

démoulé¢ et taill¢ afin d’avoir des bords parall¢les. Annexe I1.2

d) Etape de coupe par microtome

Le bloc taillé a été placé dans un microtome de type Leica. Celui-ci a permis de réaliser

des tranches d’une épaisseur de 2um sous forme de ruban, ce dernier est mis directement

dans un bain marri de 37° détendre la paraffine puis recueillies sur des lames en verre puis
cette derniere est déposée sur une plaque chauffante pour faire fondre la paraffine

et éliminer le résidu d’eaux. Annexe II-3

e) Etapes de coloration et montage

Les lames sontplacées dans I’équipement Dako-Cover-Stainer responsable de

la procédure de coloration en passant par les étapes suivantes :

- FEtuvage des lames.

- Déparaffinage.

- Réhydratation puis la coloration proprement dite.

La coloration utilisée est celle de routine HE (hématoxyline Eosine) : le noyau est révélé
en bleu par I’hématoxyline d'Harris alors que I’€éosine permet d’obtenir un cytoplasme rose.

Le procede prend d’environ 40 minutes, a la fin on recoit les lames recouvertes de
lamelles prétes a étre observés sous microscope optique. Annexe I1-4.

I1.3.3  Fabrication des gélules

I1.3.3.1 Meéthode de Remplissage

Le remplissage s’est fait manuellement a I’aide d’une balance a cause de la petite quantité
de Chitosane comme principe actif. Chaque capsule contient 166mg de PA.

La procédure s’est déroulée au laboratoire BEKER —Dar El Beidha.
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11.3.3.2  Control qualité des capsules :

Les controles doivent répondre aux exigences de la pharmacopée et aux normes de
sécurité nécessaires lors de la manipulation de ces produits. Ils peuvent étre réalisés a

plusieurs niveaux au cours de la fabrication

Les capsules ont été soumises aux différents tests établis par la pharmacopée européenne

9°"® comme suit :

a) L’aspect

La description de l'aspect porte normalement sur la couleur et la forme physique. Cette
comparaison n'est pas supposée étre effectuée, mais elle est exigée par la pharmacopée
européenne. Pour cela la détermination de la taille et la couleur des gélules ainsi que ceux du

principe actif est faite.

b) Identification du principe actif

La Pharmacopée européenne propose plusieurs méthodes pour identifier la maticre
premicre telle que la chromatographie liquide haute performance ou la spectrophotométrie

infra-rouge.

L’identification de notre principe actif a été faite par spectrophotométrie infra-rouge.

¢) Poids moyen et uniformité de poids

La Pharmacopée européenne propose de peser individuellement 20 gélules prises au
hasard et de déterminer la masse moyenne. La masse individuelle de deux au plus des 20
gélules peut s'écarter de la masse moyenne de 10 % (si la masse moyenne est inférieure a 300
mg) ou de 7,5 % (si la masse moyenne est supérieure ou €gale a 300 mg), mais la masse
d'aucune gélule ne peut s'écarter de plus du double de ce pourcentage. Le mode opératoire
consiste a peser une gélule pleine puis, sans perdre de fragments de l'enveloppe, a vider le
contenu et a peser l'enveloppe. La masse du contenu est calculée par différence. L'opération

est répétée sur les 19 autres gélules. (Pharmacopée euro 9°°)
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Tableau II-6 :L’écart limites en % par rapport a la masse moyenne des gélules.

Poids moyen L’écart limites en % de la masse
moyenne

<300 mg +/- 10%

> 300 mg +/-7,5%

d) Test de désintégration

L’essai de désintégration permet de déterminer si les capsules se désintégrent avec un
temps prescrit lorsqu’elles sont placées dans un milieu liquide dans les conditions

d’intégration prescrites.

Afin de savoir le temps de disparition de la capsule elle-méme le test de désintégration
consiste a prendre 6 capsules et introduire une dans chaque tube et suspendre I’appareil dans
un bécher contenant 60 ml d’eau a 37 °C — si des capsules dures flottent a la surface de 1’eau,
le disque peut étre ajouté. L’appareil se fait un mouvement alternatif vertical d’une amplitude

de 50 a 60mm : 30+2 déplacements (montée et descente) par minute.

Une fois la machine mise en marche, il faut attendre 30 minutes et observer I’absence de

résidus durs. Si aucun résidu dur n’est présent, le test est accepté (Pharmacopée euro 9°™).
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I1-12: Photo du Désintegrateur TOY AMA-Laboratoire BEKER-Dar El Beidha

e) Essai de dissolution

Le dissolu-test est un appareil utilis€¢ pour réaliser le test de dissolution in vitro des

formes pharmaceutiques orales solides.

Les pharmacopées préconisent 2 types de dissolu-test ; I’appareil a palette tournante et
I’appareil a panier tournant. Ce dernier est utilisé¢ dans le cas des capsules et des comprimés

non enrobés. Erreur ! Source du renvoi introuvable.
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Figure II-13: Photo du dissolu-test ERWIKA -Université de Blida 1

Le test de dissolution permet d’estimer la vitesse de libération du PA.

Une solution standard est préparer en mettant une quantité (m) de principe actif
correspondant a la dose contenu dans une gélule (166 mg) dans un volume de 900 ml du
milieu de dissolution HCI 0.1N volume, mettre sous agitation sous une température maintenue
a 37°C puis analysée par spectrophotométrie UV-Visible a des longueurs d’onde allant de
200 a2 800 nm pour déterminer le maximum d’absorbance En fixant la longueur d’onde a

230nm, afin d’obtenir Qoo=100% correspondant au maximum de libération du principe actif.

Les essais de dissolution du principe actif ont été réalisés a l'aide d'un appareil de

dissolution a paniers tournant.
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Les échantillons (sous formes de Capsules) sont soumis a une agitation constante dans
900 ml de milieu de dissolution préparé¢ précédemment, a une température constante de37 °C.
La vitesse de rotation des palettes est fixée a75tr/min. Aux temps de prélévement

prédéterminés chaque 10mn pendant 2h.

Des échantillons de 5ml du milieu ont été prélevés a 1’aide d’une seringue puis
introduite dans des tubes. Le contenu de chaque tube a été¢ dosé par spectrophotométrie
UV-Visible a 230 nm. Apres 1’obtention des absorbances et des concentrations on

calcule le pourcentage de la quantité¢ de Chitosane libéré Q(t).
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CHAPITRE III: RESULTATS ET DISCUSSION

Résultats

1.1 Caractérisation physico-chimique du Chitosane

Afin de caractériser notre Chitosane les différents tests suivants ont été réalisés :

III.1.1  Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier

Afin d’avoir des données relatives au Chitosane, une analyse par méthode
spectroscopique infra rouge est effectuée. Le spectre IRTF représenté sur la Figure III-1

donne les principales bandes caractéristiques du Chitosane utilisé.
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Figure III-1 : Spectre infrarouge (IRTF) du Chitosane.

En analysant le spectre IRTF du Chitosane, on peut observer un ensemble de bandes
caractéristique de la structure saccharidiques du Chitosane. En effet, on constate une bande

large vers 3430 cm™ correspond a 1’élongation des groupements hydroxyles- OH, masquant

celles des liaisons amino des amines primaires — NH, .Une autre bande est observé vers 2920
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cm’ correspondant au groupement méthyles CH primaire. Vers 1154cm™ on peut voir une

bande qui peut attribuer a 1’élongation antisymétrique de la liaison COC du groupe éthérique.

Une bande d’amide III est observé vers 1320 cm™ et une band de CH, envers 1420 cm™!

Deux autres bandes intéressantes se trouvent vers 1083 cm™ et 1030 cm™'qui correspondent a

la structure saccharidique.

III.1.2 Degré D’acétylations

L’analyse des spectres infrarouges du Chitosane a permet de déduire le DA selon la

méthode proposé par (KHAN, et al., 2002). Le résultat était comme suit :

DA% = 82%
DDA % = 18%

(Harltley, et al., 1965) ont observé dans le cas des MICI plus précisément la RCUH un
déséquilibre dans la flore intestinal traduit par une réduction du nombre de bifido-bacterium et

I’augmentation de la colonisation par E. Coli au niveau des zones malades pendant la poussé.

L'activité antimicrobienne du Chitosane varie en fonction de son degré de d’acétylation.
Bien que l'activité antimicrobienne du Chitosane sur E. coli augmente en fonction du degré de
d’acétylation (Liu, et al., 2006). (Park, et al., 2004) ont rapporté que le Chitosane ayant un
degré d’acétylation de 75% a permis une meilleure activité antimicrobienne contre des
bactéries Gram-positives et des bactéries Gram-négatives comparativement aux Chitosane
avec un degré de d’acétylation de 50%. La majorité des études rapportées dans la littérature
sur l'activité antimicrobienne du Chitosane porte sur l'effet de son poids moléculaire ou sur
l'effet de son degré de d’acétylation. Cependant, peu d'é¢tudes ont fait l'objet de la
combinaison entre l'effet de différents degrés de d’acétylation et différents poids moléculaires
du Chitosane sur des microorganismes pathogénes alimentaires tels que les L.
monocytogenes. (Listeria monocytogene une pathogene présente dans I’intestin de 1 a 10%

des humains).

I1I.1.3 UV-VISIBLE

L’analyse spéctrophotométrique UV-Visible a permet d’enregistrer 1’absorbance en
fonction des longueurs d’ondes du Chitosane dans la gamme de 200-400 nm (Figure II1-2).

Un pic d’absorbance maximal apparait a 230 nm.
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Une analyse UV-Visible mené par (Kumirska, et al., 2010) sur du Chitosane pure a

permet d’avoir un pic d’absorption maximal a une longueur d’onde de 201 nm. Pendant

qu’une autre €tude faite par (Vijavalekshmi, 2015) le Chitosane a marqué un pic sur 1’onde

260 nm.

absorbance
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Figure III-2 : Spectre UV-visible déterminant la bande d’absorption maximal du Chitosane.

I11.1.4 Le poids moléculaire

L’étude de la viscosité des échantillons dilués du Chitosane a donné la courbe illustrée

dans la Figure I11-3 :

Viscosité reduite
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Figure III-3 : Courbe de Viscosité réduite.
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En appliquant la formule de Mark-Houwink, le poids moléculaire obtenu était de 1.25

KD ce qui est un poids moléculaire tres faible.

Une ¢étude faite par (Benbbou, 2009) sur I’effet de trois Chitosane a des poids moléculaires
différents (2, 20 et 100 KDa), et a un méme DA (87.4 %) sur leur activité inhibitrice contre L.
monocytogenes, une inhibition compléte de L. monocytogenes a été obtenue pendant les 10
premicres heures avec Chitosane a un poids moléculaire de 2 kDa, et dans 30heures avec le

Chitosane a un poids moléculaire de 20 et 100 kDa.

Finalement, (Zheng, et al., 2003)ont rapporté que l'activité antibactérienne du Chitosane
sur des bactéries Gram-négatives (E. coli) était plus marquée avec un Chitosane de faible

poids moléculaire.

II1.1.5 Mesure du potentiel Zeta

Les mesures du potentiel Zeta ont été analysées pour comprendre 1’effet de charge

superficielle des particules de Chitosane.

La Figure III-4donne un pic représentatif du potentiel z&ta de Chitosane obtenu a partir

de I’analyse z&€tamétrique de ce polymere.
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Figure I1I-4 : mesure du potentiel zéta du Chitosane.

Les résultats de caractérisation Zetamétrique sont donnés sur le tableau suivant :
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Tableau III-1 : résultats de la caractérisation zétamétrique.

Pic N° Potentiel Mobilité
Zeta électrophorétique

1 52.8 0.037746

2 53.4 0.016625

3 53.8 0.053249

Moyenne 533 0.035873

D’apres cette ¢étude, la mesure du potentiel zéta nous a permis de confirmer le caractére

cationique du Chitosane et la valeur de son potentiel qui est de : 53.3 mv

Quand une particule chargée est suspendue dans un liquide, les ions de charge opposée a
la charge de la particule sont attirés a la surface de la particule en suspension. Une particule
de charge négative attire les ions positifs et inversement, une particule de charge positive

attire les ions négatifs. (Briant, 1989) ; (Tadros, 1987) (Thomas, 2011).

L’inflammation intestinale est accompagné d’une modification dans la composition du
microbiote intestinal (dybioses), 1’altération majeur observé est 1’augmentation des
entérobactéries, une diminution des bifido-bactéries et la présence d’une forte densité des
bactéries potentiellement pro-inflammatoire (E. Coli entéroadhérentes et entéroinvasives)

cette derniere est une bactérie possédant une paroi chargé négativement (kaci, 2012 )

Un effet antibactérien du Chitosane a été signalé en raison de la densité élevée des
groupes aminés —NH;  qui confére une charge positive au polymére, cette charge est
représentée par le potentiel zéta. Elle attribuée a la formation de complexes
polyélectrolytiques avec les peptidoglycanes négatifs de la paroi cellulaire bactérienne. Cette
interaction peut perturber la paroi cellulaire et entrainer I’inhibition de la croissance

bactérienne. (Sadeghi, et al., 2008), (Cruz-Romero, et al., 2013); (Krajewska, et al., 2011)

Il a ét¢ démontré aussi qu’une charge positive des particules est souhaitable pour
empéecher ’agrégation des particules et favoriser 1’interaction électrostatique avec la charge
négative globale des cellules microbiennes (Qi, et al., 2004).Le Chitosane interagit avec la
membrane des cellules pour altérer sa perméabilité entravant ainsi l'entrée de certains

nutriments.
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II1.1.6 Détermination de la taille des particules par diffusion dynamique de
la lumiére (DLS)

La taille des particules est importante pour une absorption cellulaire favorable. La taille
des nanoparticules de Chitosane obtenus par 1’analyse DLS apparait Sur la Figure III-5,¢lle

est estimée de 246.0 nm.
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Figure III-5 : Analyse par DLS des particules de Chitosane.

Une étude menée par (H.Kastas, 2011) sur I'influence de la taille des particules du
Chitosane sur son effet antibactérien. Les résultats ont montré que 1’effet inhibiteur du
Chitosane contre E. Coli et S.aurus, ¢était influencé par la taille des particules. Un effet

inhibiteur plus important était observé entant que nanoparticules.

Les particules plus petites ont une plus grande surface qui serait en contact avec les

bactéries donc donnent une meilleure inhibition.

En ce qui concerne I’effet anti inflammatoire, les travaux de (D.vllasliu, et al., 2010)ont
montré que les nanoparticules de Chitosane obtenus par gélation ionique induisent 1’ouverture

réversible des jonctions serrées des cellules épithéliales.

Dans le traitement des MICI, (Lamprecht, et al., 2001) ont montré les avantages de
I’administration du PA sous la forme de nanoparticules. En effet, Les nanoparticules
s’accumulent spécifiquement au niveau du site inflammatoire, le passage systémique du PA
actif est moindre et par conséquent les effets secondaires sont moindres.
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Dans les ¢études précédentes, il a été démontré que le dépdt des particules le long de la
muqueuse digestif dépendait de leur taille. (Lamprecht, et al., 2001), ont observé le méme
phénomene au niveau des zones inflammatoires, mais 1’influence de la taille dans ce dernier

cas était bien plus prononcée.

La fixation des systémes particulaires est plus importante au niveau des zones
inflammatoires actives et au niveau des zones ulcérées qu’au niveau des zones saines et la
diminution du diamétre des particules permet trés clairement une augmentation de leur

fixation au niveau des zones inflammatoires. (MARIO, 2012)

111.2 Evaluation de I’activité anti-inflammatoire du Chitosane

Cette ¢tude a été réalisée pour évaluer I’effet anti-inflammatoire du Chitosane issus des

carapaces de crevette contre la colite induite chez des souris albinos.

Différents parameétres surveillés sur le model au cours de 1’expérimentation permettent de
mesurer le développement et la sévérité de I’inflammation intestinale induite par ’acide
acétique (colites chimio-induites). Celle-ci se manifeste par la diminution de consommation
de I’aliment ainsi que de I’eau, associée a une chute de poids. De plus I’acide acétique induit
une modification progressive de la consistance des feéces allant jusqu’a la diarrhée
caractéristique de la colite. L’inflammation se manifeste aussi par la présence de sang dans les
selles au niveau anal. Ainsi qu’au niveau de la paroi des colons lors de leur récupération apres
sacrifice. Une augmentation significative du rapport P/L par rapport au lot témoin a été
¢galement observée. Notre travail a été congu pour évaluer I’activité anti-inflammatoire du

Chitosane pendant 6 jour chez le model murins.

II1.2.1 Observation macroscopique

Les souris qui ont été utilisées dans cette étude, ont développé une inflammation colique
suite a I’administration de I’acide acétique, caractérisée par une perte de poids corporel, sang
dans les feéces, diarrhées, irritations dans 1’anus et des hémorragies. Figure II1-6 Par la suite,
nous avons remarqué également des changements comportementaux (immobilisation des
souris dans les coins des cages, accompagnée d’une réduction de leurs activités, d’une

diminution de la prise de nourriture et un feutrage de forure due a la déshydratation).
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Les souris du lot t¢émoin qui n’ont pas été traitées par 1’acide acétique, n'ont pas présenté
des changements physiologiques précis, ce qui prouve que les symptomes retrouvés chez le

groupe controlent ont été bien induites.

Figure I1I-6: Observations macroscopiques des dommages causés par I’induction de ’acide
acétique.

II1.2.2 Evaluation macroscopique de I’effet doses du Chitosane sur la
RCUH

II1.2.2.1 Le pourcentage de viabilité

Le nombre de souris est comptabilisé chaque jour pour chaque lot et le pourcentage de

viabilités des six lots pendant les 6 jours est représenté sur la Figure I11-7 :
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Figure I11-7: Pourcentage de viabilité des souris des 6 lots pendant 6jour.
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Selon la Figure III-7, une perte de la moiti¢ de la population du lot traité avec 1’acide
acétique seulement au bout du 3eme jour cela est dus a la sévérit¢ de 1’inflammation et

I’absence du traitement.

Pour le Lot référence traité avec la Déxaméthasone apres 1’induction des colites avec
I’acide acétique on a signalé la mort de 33.33% des souris équivalent de 2 souris au bout du

troisiéme jour a cause de 1’inflammation aigue et la non-efficacité du traitement donné.

La perte de 16.66% des souris du lot traité avec 0.5 g de Chitosane équivalent d’une
souris au bout du 2eme jour du a I'importance des dommages causés par 1’acide acétique et la

dose insuffisante du Chitosane.

Aucune mort n’a été signalée chez les deux lots traités avec 0.75g et 1 g de Chitosane
respectivement preuve de D’efficacité du Chitosane contre les colites et sur la baisse de

I’inflammation.

111.2.2.2 Indice d’activité de la maladie

Dans notre étude on a utilisé le modele d’évaluation du score de (Cooper, et al., 1993),
qui indique les dommages causés par I’induction de 1’acide acétique, la sévérité de la RCUH

et le degré de I'inflammation. Les scores obtenus ont été représenté sur la Figure I11-8.

15 =3 Lot Témoin
B3 Lot Control négatif (Acide Acétique )
® *hh E3 Lot Control Positif (Réference Déxaméthasone )
T 10- BB Lot Chitosane (0.5g)
'% Ea Lot Chitosane (0.75g)
% 5. Za Lot Chitosane a (1g)
w
0 T

Lots

Figure III-8 : Score clinique selon (Cooper, et al., 1993).

II1.2.2.3 Score macroscopique d’ulcération :

L’apparition des ulcéres ainsi les autres atteintes macroscopiques observés lors de la

récupération des colons, en comparaison avec les souris du lot témoins non colique, lot
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control négatif, lot référence et celles des lots traitées par la solution du Chitosane a des

différentes doses est représenté sur les photos de la Figure I11-9.
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Figure III-9 : Observations macroscopique des colons récupérés, A): Lot Témoin ;B):Lot
control négatif ;C): lot control positif (Déxamethasone) D):Lot CS 0.5¢g ;E):Lot /CS0.75g/
F:Lot CS 1g.

L’observation des colons récupérés a permet de mieux comprendre les scores cliniques,

ainsi qu’obtenir les scores d’ulcération selon (Deshmukh C.D., 2010).Figure I11-10
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Figure I1I-10 : Score macroscopique d‘ulcération.

Un score clinique de (0,00 = 0,00) Figure III-8a ¢été révélé chez les souris du groupe
témoin, cela est justifié par un colon sain, dans lequel aucun changement morphologique ni
inflammation n’a était montré Figure III-9.A et aucune ulcération n’a était observé Figure

I11-10.

En revanche, pour les souris du groupe contrdle négatif (Lot acide acétique) Une
diarrhée aigiie a été observée chez ce groupe, résultant probablement de 1’érosion et de
I’altération de la muqueuse et I’apoptose des cellules épithéliales du codlon dont le rdle
principal est la réabsorption d’eau. Cette fonction physiologique n’est plus assurée, 1’eau et
les ¢électrolytes ne sont plus absorbés ; ce qui se traduit par I’évacuation permanente des selles
et la modification de leur consistance (diarrhée) (Schulzke, et al., 2006).Des scores de (8.45+
1.33) ont été notés, correspondant a une ’inflammation aigue, (P < 0,001) par rapport au

groupe témoin. Figure I11-8.

Les observations macroscopiques des colons prélevés ont révélé des saignements rectaux
dus a une hémorragie de la partie inférieure du tube digestif (réctorragie). Ceci est
probablement dii aux 1ésions provoquées par I’acide acétique comme le montre la Figure
I11-10.B. Ces lésions ont déclenché une réaction inflammatoire débutée par un signal
d’alarme, notamment la dilatation des vaisseaux sanguins au niveau de la zone 1ésée, de fagon
a permettre un apport massif de globules blancs nécessaires a la défense immunitaire

(Stevens, 2004). Conduisant ainsi 1’augmentation de 1’afflux sanguin, responsable de
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I’apparition d'immenses dommages ¢épithéliaux (Yougbaré-Ziébrou, et al., 2015)Figure

ITI-9B Un taux d’ulcération maximal a était enregistré (4+0)Figure I11-10.

Les souris du contrdle positif, traitées par le médicament de référence « Déxaméthasone »
a une dose de 100mg/kg, ont révélé un score macroscopique de (6.26 £ 1.23) (P > 0,01)
Figure III-8 par rapport au groupe Control négatif (8,45 + 1,33), qui se manifeste par une
diminution de diarrhée et arrét de saignement ,dévoilant ainsi une légere amélioration de 1’état
de la muqueuse colique, cette amélioration est traduite par une baisse de l'intensité de
I’inflammation y compris la rougeur Figure III-9.C ainsi qu’une baisse 1égere dans le taux

d’ulcération mais non significative Figure I11-10.

Les traitements des souris avec les trois doses de Chitosane, 0.5g/kg ,0.75g/kg et 1g/kg,
dévoilent respectivement les scores cliniques suivants (5.62+ 1.33 ; 4.36+ 1,44 ; 3,41 + 1,45)
Figure II1-8.

Les souris du groupe CS a 0.5g/kg ont marqué une légeére amélioration illustrée par une
disparition de diarrhée et I’apparition des selles molles, arrét de saignement et récupération de
I’activité et du poids ainsi que I’amélioration de 1’état de pelage. A 1’échelle macroscopique le
Chitosane a 0.5 g/kg n’a pas pu supprimer complétement les symptomes et les dommages
causés par 1’acide acétique dans les muqueuses épithéliales, on remarque une amélioration
meilleure que celle de la référence ou une disparition de la rougeur et de gonflement a était
observé par la suite une diminution importante de I’inflammation Figure I1I-9.D ainsi un taux

d’ulcération réduit par rapport aux lots control négatif et positif Figure I11-10.

En analysant les résultats acquis, on constate que les deux doses restantes (CS 0.75g et
CS 1g) ont révélé des résultats trés proche avec une légere différence entre eux ainsi qu’une
amélioration trés significative par rapport au lot de control négatif et lot de control positif.
Cette amélioration est traduite par une disparition totale de la diarrhée et du saignement et
retour a 1’état normal, les souris ont récupéré du poids Figure III-8ainsi que leur activité et

mobilité dans les cages notamment leur état de pelage.

L’observation des colons a révélé des colons moins touchés par les 1ésions intestinales.
Pour le lot CS 0.75 absence totale de saignement et diminution significative de rougeur
Figure III-9.E avec une moyenne d’ulcération réduite par rapport aux lots précédents Figure

I11-10.
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Pour le lot de CS 1g des colons sains avec absence totale de rougeur et de saignement ce
qui signifie une disparition de I’inflammation et guérison Figure III-9.F en comparaison avec
I’état normal (témoin sain) Figure III-9.A et 1’état malade (Control négatif) Figure I11-9.B
aussi le taux d’ulcération était trés significativement réduits et en voie de disparition. Figure

I11-10

I11.2.2.4 L’effet des différentes doses de Chitosane sur le poids et la longueur
des colons

Apres le sacrifice, les colons ont été récupérés, pesés et mesurés pour calculer le rapport
Poids/ Longueur (P/L), qui est indicateur de 1’étendue de I’inflammation colique
(SOTNIKOVA Ruzena, et al., 2013) et les résultats ont révélé une diminution de la longueur
des colons et une augmentation de leur poids, en comparaison avec les souris du lot témoins,
et les cinq autres lots traités avec 1’acide acétique puis avec les différentes molécules. Les

résultats sont notés sur le Tableau III-2puis présenté sur le diagramme de la Figure I11-11.

Tableau III-2:moyenne des poids, longueurs, et rapport poids/longueurs des colons récupérés

Lot Longueur Poids P/L
(Cm) (mg)

Témoin 11.50+0.58  514.8+32.30 44.89+2.30

Control 8.52 +0.35 656.7+39.06 76.09+7.50
négatif

Référence 9.52+0.57 579.0+51.92 61.61+£7.82
(DEX)

CS05¢g 9.59+0.16 572.8+77.53  57.56+10.02

CS0.75¢ 9.74+0.52 530.7+41.17 54.204+4.10

CS1g 10.45+0.27 523.0+28.31 51.11+£3.45

Le lot traité avec I’acide acétique montre une diminution remarquable dans ma longueur
du colon (8.52 +0.35) ainsi qu’une augmentation dans son poids (656.7+39.06) avec un
rapport P/L de (76.09+£7.50) par rapport au témoin sain non trait¢ avec ’acide acétique

(44.89+2.30).Erreur ! Source du renvoi introuvable.Figure I11-11

Le traitement avec le Dexamethasone (DEX Img/kg) a montré une amélioration de la

longueur du colon et une réduction 1égere du rapport P/L (61.61+7.82) qui a été€ observé par
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rapport au groupe acide acétique (76.09+7.50), cela révele que le DEX a un impact positif sur

I’inflammation colique mais pas significatif.

L’administration des doses (0.5, 0.75 et 1g/kg) du Chitosane (pendant 6 jours) par gavage
prévient de facon significative. L’amélioration de la longueur et du poids du colon et une
diminution significative du rapport P/L est remarquablement significative chez le lot traité
avec la dose (1g/kg) du Chitosane (51.11+£3.45), par rapport au lot traité¢ avec la dose (0.75
g/kg) et (0.5 g/kg), (54.20+4.10) et (57.56+10.02) respectivement. Cette réduction du rapport
P/L assurée par la dose de (1 g/kg) est significative en comparaison avec elle du lot malade

non traité. Figure III-11, Erreur ! Source du renvoi introuvable..

La longueur du colon est un autre parametre affecté lors de la rectocolite
ulcérohémorragique. Le passage a la chronicité de la maladie entraine un raccourcissement du
colon suite a I’apoptose des cellules épithéliales et I’altération de leur fonction proliférative

(Topcu-Tarladacalisir, et al., 2013).

Le poids du tissu colique est considéré comme un indicateur fiable et sensible de la

sévérité et de I'é¢tendue de l'inflammation intestinale (Somani, 2014).

100
e == Lot Témoin
80— B3 Lot Control négatif (Acide Acétique )
E B3 Lot Control Positif (Réference Déxaméthasone )
© —
Es) B0 E3 Lot Chitosane (0.5g)
£ 40 = o3 g Lot Chitosane (0.75g)
| - $2828
a R 2 Lot Chitosane a (1g)
20 %
” 2
* *
0 I * ¢ 4

Lots

Figure III-11 : Rapport poids /longueurs des colons récupérés.

Les résultats obtenus avec le groupe de souris malades (Colite) traitées par 1’acide
acétique révele la présence d’une inflammation aigu€ a cause de la relation inverse qu’il y’a
entre la longueur et le poids du colon par rapport au lot témoin. Cela est dii a I’envahissement
du site de Dl’inflammation par des cellules et médiateurs tels que les cytokines pro-
inflammatoires IL-1, IL-6, IL-8, et TNFa, ce qui a augmenté la masse corporelle du colon

ainsi son raccourcissement qui est due aux nécroses, 1ésions et cedémes. De ce fait, le rapport
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poids / longueur est plus ¢élevé dans le groupe colique témoin par rapport au groupe non

colique. Figure I1I-11.

Le traitement des souris coliques avec les doses 0.5; 0.75; lg /kg de Chitosane a
provoqué une diminution du rapport P/L proche a celui obtenu avec le lot traité par le
médicament de référence, ce qui nous a permis de noter son effet anti-inflammatoire qui a
réduit 1’état clinique et les dégats macroscopiques induits par 1’acide acétique. Mais les
résultats du rapport P/L et les observations macroscopiques Figure II1-9, révelent un effet
meilleur de la dose 1g/kg que les deux autres doses et que le médicament de référence. Ce qui
nous permet de suggérer que le Chitosane possédent des propriétés anti-inflammatoires
intestinales et que la dose de 1g/kg était meilleure et plus efficace, et a montré une réduction

significative du IAM, en tout une amélioration de 1’état clinique des souris.

1.3 Observation microscopique (étude histologique)

Dans le but de confirmer les résultats obtenus lors des observations macroscopiques des
coOlons, une étude histologique a été réalisée sur les échantillons prélevés a permis de mieux
¢valuer I’activité anti-rectocolite du Chitosane, comparée a celle du médicament de référence.
Cette évaluation s’est basée sur le changement architectural de la muqueuse, I’infiltration des

neutrophiles, la destruction des cryptes et la régénération des cellules.

La Figure III-12a montré que, chez le Témoin, aucun dommage histologique n'a été
révélé. La paroi colique était intacte, bien réguliere, bien différenciée et les signes

d'inflammation ou de nécrose n'ont pas €té observés.
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Figure I1I-12 : Microphotographie de la section histologique du fragment du colon des Souris
du Lot Témoin, A) Gx10. B) Gx40, C) Gx100.

CG : Cellules de Gobelet ; CEI : Cellules épithéliales intestinales ; M : muqueuse, SM :
musculeuse ; TC : Tissu conjonctif.

En revanche, une RCUH active et diffuse a été retrouvée chez le groupe Control négatif
n’ayant recu aucun traitement L’évaluation morphologique de la forme des colons a montré
Des changements pathologiques représentés par une désorientation morphologique étendue et
une paroi colique largement abimée Figure III-13.Aune perte de crypte dus a la
vasodilatation et I’augmentation de 1’afflux sanguin local, des cedémes sous muqueux causent

I’augmentation de la pression sanguine et la perméabilité des capillaires (Stevens, 2004).

Une muqueuse largement nécrosée et ulcérée avec une présence d’un important infiltrat
inflammatoire dense et polymorphe. Figure III-13. B On peut observer aussi la destruction

des cellules et présence de quelque Fantomes cellulaire. Figure I11-13.C

Cette infiltration est la résultante de la libération des médiateurs de 1’inflammation
(histamine, sérotonine...) qui activent I’endothélium vasculaire ce qui induit I’augmentation
de la capacité¢ adhésive des neutrophiles et facilite leur migration vers le site lésionnel

(Stevens, 2004).

Ce qui prouve que I’acide acétique provoque une acidification intracellulaire massive
entrainant une Iésion des cellules épithéliales et une réponse inflammatoire induisant des
dommages graves aux muqueuses et une l'infiltration cellulaire, (Otari, 2012) ; (Somani,

2014).
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Figure I1I-13 : Microphotographie de la section histologique du fragment du co6lon des Souris
du Control négatif. A) G x10 B) Gx40. C) Gx100, FC : Fantomes cellulaires ; Er : Erosion,
DM : destruction de la muqueuse, M : muqueuse MS : musculeuse, PC : perte de crypte, N :
Infiltrat inflammatoire ; Oe : cedéme ; P:Prolifération.

Par ailleurs, le traitement avec la Déxaméthasone n’a pas montré une réduction
significative de la gravit¢ des dommages mais seulement une récupération discréte de la
surface de la muqueuse avec une légere régénération cellulaire. Figure I11-14.C Les cryptes
sont toujours de forme raccourcie et moins nombreuses. Figure I1I-14.A aussi présence de

quelque prolifération, des foyers inflammatoire et quelque fantome cellulaire Figure 111-14B

Ceci fournit une preuve que la Déxaméthasone baisse I’inflammation mais ne traite pas
d’une maniere efficace ’origine de la maladie, elle agit uniquement par 1’atténuation des

symptomes.

Figure I1I-14 : Microphotographie de la section histologique du fragment du c6lon des Souris
du Control Positif (Lot traité par la Déxamethasone). A) G x10 B) Gx40. C) Gx100.FC :
Fantome cellulaires ; M : muqueuse, MS : musculeuse, RaC : Raccourcissement des cryptes,
RC : régénération cellulaire, F : Foyer inflammatoire, U : ulcération, CEI : cellule épithéliale
intestinal, CG : Cellules de Goblet, TC : tissu conjonctif.
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La Erreur ! Source du renvoi introuvable. montre que les colons du groupe traité¢ avec le
Chitosane a une dose de 0.5 g/kg ont révélé une muqueuse d’aspect régénérative avec une
reconstitution des cellules épithéliales et récupération des cellules de Goblet, avec un tissu
conjonctif fibreux. Aussi une disparition de I’inflammation et des cedémes avec quelque foyer

de remaniement fibreux.
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Figure III-15 : Microphotographie de la section histologique du fragment du c6lon des Souris
traité avec 0.5g de Chitosane, A) G x10 B) Gx40. C) Gx100, CG : Cellules de Gobelet ; CEI:
Cellules épithéliales ; RC : régénération cellulaire, M : muqueuse, MS : musculeuse, TC :
tissu conjonctif. RF : remaniement fibreux.

Les souris traitées avec le Chitosane a une dose de 0.75g ont montré une diminution
significative des dégats de cette inflammation colique qui se traduit par une disparition des
cedémes et une récupération remarquable de la muqueuse Figure III-16.A De plus, les
cellules caliciformes (Cellule de Goblet). Des foyers régénératifs ont pu étre observés ainsi

une reconstitution cellulaire. Figure I1I-16.C

66



CHAPITRE III : RESULTATS ET DISCUSSION

Figure III-16 : Microphotographie de la section histologique du fragment du c6lon des Souris
traités avec 0.75 g de Chitosane. A) G x10 B) Gx40. C) Gx100

CG : Cellules de Gobelet ; CEI : Cellules épithéliales intestinal ; RC : régénération
cellulaire, M : muqueuse, SM : sous muqueuse.

Pour le lot trait¢ avec une dose de 1g de Chitosane 1’évaluation microscopique a révélé
une réduction totale des dommages coliques. Le tissu a récupéré son aspect régulier, bien
différencié, Figure I1I-17.A semblable a 1’aspect normal de la paroi colique retrouvé chez le
témoin non trait¢ avec I’acide acétique. Une reconstitution remarquable des cellules
épithéliales ainsi que les cellules caliciformes Figure III-17.C, les cryptes et les villosités

sont de retour et reprennent leurs dimensions normales. Figure I111-17.

Figure III-17 : Microphotographie de la section histologique du fragment du c6lon des souris
traité avec 1g de Chitosane, A) G x10 B) Gx40. C) Gx100,

M : muqueuse, MS : musculeuse CG : Cellules de Gobelet ; CE : Cellules épithéliales
intestinal ; RCT : régénération cellulaire total, ReC : récupération des cryptes, V : villosités.
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Ce résultat suggere que la dose de lg/kg du Chitosane a un effet anti-inflammatoire
meilleur que la dose de 0.5g ainsi qu’a celui de la dose de 0.75g qui est proche de celui assuré
par le médicament de référence (Déxaméthasone). Ce résultat correspond étroitement au

résultat obtenu dans 1’observation morphologique et I’évaluation des scores.

111.4 Fabrication des capsules

Des capsules de taille 0 a base de gélatine contenant du Chitosane comme principe actif
comme montre le Tableau III-.
Tableau III-3 : Contenant de la gélule.

Composant Quantité Fonction Référentiel

Chitosane 166mg Substance Active /

I1L.5 Control qualité des capsules

Les capsules fabriquées doivent répondre a tous les normes et conditions de conformité

exigées par la pharmacopée. C’est pour cela que les control suivants sont effectués.

IIL.5.1 Control de ’aspect
Le control visuel a révélé :
Des gélules de taille n°0, de couleur variable (corps blanc jaunatre et téte orange),

contenant une poudre sensiblement blanche (poudre de Chitosane). La granulométrie de cette
poudre est de 100 micrometres.

IT11.5.2 Identification du Principe actif

L’identification de la substance utilisée comme principe actif (le Chitosane) a été déja
faite par spectrophotométrie infra-rouge a transformé de fourrier lors de [’étape de

caractérisation de la molécule. Les bandes suivantes sont observées :
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Tableau III-3 : principe bande d'absorbance du Chitosane utilisé en comparaison avec un
Chitosane commercial par infrarouge.

Bande d’absorbance (Cm-1)

Attribution
Chitosane utilis¢ | Chitosane commercialisé

3430 3429 Elongation de la liaison O-H
2920 2920 Vibration d’élongation des liaisons C-H.

Vibration de déformation de N-H dans le
1650 1651

plan
Vibration de déformation de CH,
1419 1417
asymétrique
1377 1378 Vibration d’élongation de la liaison C-N
1320 1319 Bande d’amide III
1257 1254 Vibration d’¢élongation de la liaison C-N
1154 1153 Elongation antisymétrique C-O-C
Vibration de balance C-OH correspond a la
1083 et 1030 1083 et 1029
structure saccharide

II1.5.3 Poids moyen et uniformité de poids

L’analyse de I'uniformit¢ de poids été réalis¢ selon la méthode décrite dans la
pharmacopée. Le calcul de I’écart est fait a I’aide d’EXCEL, et les résultats sont illustrés sur

le Tableau I1-6.
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Tableau III-5 : Les résultats de pesée du test d’uniformité de masse

Poids de la '
capsule Capsule | Quantité Eeart
vide (mg) | (mg)

(mg)
256 95 161 2%
255 90 165 0%
254 89 165 0%
250 87 163 -1%
249 90 159 -4%
252 82 170 3%
258 93 165 0%
257 89 168 2%
263 95 168 2%
252 91 161 2%
250 89 161 2%
258 91 167 1%
260 95 165 0%
261 93 168 2%
257 90 167 1%
255 91 164 -1%
262 96 166 1%
256 89 167 1%
259 91 168 2%
252 88 164 -1%

En tenant compte de la masse du contenu qui ne dépasse pas 300mg, la masse de la gélule ne
doit pas s’écarter de la masse moyenne de +/- 10%.Les résultats de notre de test ont montré un
¢cart maximal de - 4% et de + 3%, ce qui ne dépasse pas les +/- 10%. Ce test est conforme par

rapport a la norme citée dans la pharmacopée européenne 9™ édition.
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I11.5.4 Test de désintégration

Le test désintégration été fait selon la méthode proposé par la pharmacopée a I’aide d’un
désintégrateur ou le temps de désintégration des 6 gélules ne doit pas dépasser les 30minute.
Le temps de désintégration est estimé de 8 minutes et 20 secondes le corps de la capsule a

complétement disparu et le principe actif s’est libéré.

II1.5.5 Essai de dissolution

A partir des résultats obtenus de la dissolution, le profil de cinétique de libération du
Chitosane semble ne pas étre de type a libération immédiate, a I’image du profil de
dissolution d’un gel comme présente la Figure III-18. Sur ce profil, il apparait clairement que
la quantit¢ de médicament libérée (Q (t)) évolue sur une échelle de temps ayant minutes
comme unité et que le processus ne commence a s’achever qu’au-dela d’une heure et demie.
La modé¢lisation de ce comportement de cinétique par le modele de Weibull, ou la valeur de
Qx a été prise a sa valeur maximale de 100%, montre les différents Q max (quantité maximal

libérée) des trois gélules prises pour 1’essai de dissolution Tableau I11-4.

— G1
— G2

100 - , ! o —

80 —

Q (%)

0 x T d T ¥ T T T ¥ T X T x T ¥ T
0] 20 40 60 80 100 120 140 160
temps (min)

Figure I11-18 : Profil de dissolution typique des essais de dissolution avec Qoo = 100%,
T=37°C. G1 : Gélule 1 G2 : Gélule 2 G3 : Gélule 3.
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Tableau II1-4 : Quantit¢ maximal d’absorption dans les trois gélules.

Gélules Q max %
1 98.98

2 97.86

3 99.45
Moyenne : 98.76
Ecart 0.06

Le pourcentage de dissolution des trois gélules du Chitosane 166mg apres les 110min est
d’une moyenne de 98.76 %, cette valeur est supérieure a 75%, selon la norme de la
pharmacopée européenne 9°™ édition, le résultat est conforme, et la libération et du type

retardée.
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Discussion

Les souris sont le modele animal le plus couramment utilisé pour les études intestinales,
car leur développement intestinal est relativement similaire a celui de 1'intestin humain et elles
ont les mémes réponses immunitaires, c’est un atout crucial pour évaluer les activités anti-
inflammatoires intestinales des extraits et des substances bioactives et les mécanismes de

I'inflammation intestinale aigiie et subaigiie (Jiminez,et al., 2015)

Dans notre étude, la colite a été provoquée par I’instillation rectale de 1’acide acétique. Ce
modele bien établi est proche dans son mécanisme pathogeéne des MICI chez I’humain, c.-a-d.
la perturbation de la barriere épithéliale induisant une réponse inflammatoire muqueuse
exagérée. En perturbant la barriére épithéliale intestinale (qui permet I’exposition des cellules
immunitaires aux bactéries luminales), L’instillation rectale de 1’acide acétique induit une
érosion importante de I’épithélium colonique, ce qui entraine des lésions intestinales aigués et
une inflammation subséquente. (Elson, et al., 1995), (Jurjus, et al., 2004); (Cetinkaya, et al.,
2005).

Les diarrhées aigués causées par 1’induction d’acide acétique, sont dues a une diminution
voire méme une incapacit¢é du colon a effectuer son pouvoir d’absorption d’eau, des
¢lectrolytes et des sels minéraux. Ce trouble fonctionnel est causé par la l1ésion de la barricre
épithéliale résultant de phénomene de D’apoptose (mort programmée des cellules),
systématiquement relatif avec I’augmentation les taux du TNF-a (facteur de nécrose) dans le

siege de I’inflammation (Touboul, 2007).

Les caractéristiques d’une inflammation tel que la rougeur, le gonflement, la douleur et la
chaleur ont été observés chez les souris traitées avec de 1’acide acétique. Ces caractéristiques
sont les principaux événements d’une réaction inflammatoire qui résultent de la
vasodilatation, I’augmentation de la perméabilité capillaire et la migration des macrophages
au site infecté a travers la paroi endothéliale, par le phénoméne de diapédese, afin de stimuler
la production des médiateurs pro-inflammatoires (IL-1, IL-6, IL-8, et TNFa). C’est ainsi que
nous expliquons les observations des dégats macroscopique et microscopique engendrés par

I’acide acétique sur les colons des souris traitées et 1’augmentation du rapport P/L.

Des ¢études ont mis en évidence que le stress oxydatif pourrait étre le facteur majeur des

Iésions tissulaires et de la fibrose associée a une réaction inflammatoire pathologique, ce qui
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caractérise ce genre de maladies intestinales, avec des niveaux élevés en oxyde nitrique (NO)
pendant la colite ulcéreuse. Cela augmente la formation de peroxynitrites qui favorisent
l'oxydation des lipides. L’augmentation de la capacit¢ de peroxydation lipidique due au
changement dans 1’état d’oxydation, conduit a 1’érosion de la muqueuse, la distorsion et la
perte des cryptes ainsi qu’une diminution de la capacité de défense antioxydante du systéme
immunitaire (SOTNIKOVA Ruzena, et al., 2013), , (VinodPrabhu, 2013). (Bounihi, 2016)
(Krishnan et al. 2014).

Les MICI sont associé¢es a une perturbation de la flore bactérienne dans I’intestin (le
microbiote intestinal). En contact permanent avec le mucus et les cellules épithéliales
intestinales, ce dernier exerce probablement un rdle majeur dans la survenue des lésions

intestinales.

Effectivement, il semble actuellement bien établi qu’au cours des MICI, la microflore

joue un rdle délétére pro-inflammatoire.

De nombreux arguments cliniques et expérimentaux illustrent ce fait. La présence d’une
microflore dans le cOlon aggrave toutes les colites expérimentales chez 1’animal et chez
I’homme, la topographie des Iésions préférentielle iléale et colique représente les segments

ayant les concentrations bactériennes les plus €levées.

Des études moléculaires ont permis de mettre en évidence certaines anomalies du

microbiote intestinal au cours des MICI telles que :

Une forte instabilité du microbiote au cours du temps, la présence d’environ 30 % de
bactéries inhabituelles et une augmentation de la concentration bactérienne muqueuse.

Comme I’Escherichia. Coli. Dans le cas de la RCUH. (Elodie, et al., 2012)

Les observations sur le lot traité par le médicament de référence sont interprétées par le
pouvoir anti-inflammatoire de la Déxaméthasone. Ce corticoide (glucocortecoide) dérivé de la
syntheése de 1'hydrocortisone (ou cortisol) a un Iéger impact positif sur I’inflammation colique
due a la lipocortine-1 qui est I'une des protéines dont la production est engendrée par le Dex.
Le mécanisme par lequel le Déxaméthasone exerce son pouvoir anti-inflammatoire se résume
en cette protéine qui bloque la production de la phospholipase A2, substance participant a la
survenue de réactions inflammatoires. De plus le Dex provoque la rétention de NF-kB dans le

cytoplasme (Lee, et al., 2017).
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Mais les avantages de la corticothérapie dans les maladies inflammatoire de 1’intestin
doivent étre mis en balance avec les risques d’effets indésirables a court et a long terme tels
que : le syndrome de cushing avec face lunaire, obésité centrale, ostéoporose, acné et cedémes

des membres inférieurs.... etc. (Turk Rhen, 2005).

En raison des effets néfastes des corticostéroides et de différentes classes
médicamenteuses, les molécules qui traitent les MICI suscitent de plus en plus d’intérét, les

plus courantes sont les Biopolymeres.

La présente ¢tude a démontré que le Chitosane administré apres I’induction de la colite
s’est avéré particulierement pertinent pour I’application dans le traitement de la rectocolite,
car il a permis de réduire I’inflammation intestinale et de supprimer les dommages causés par
cette derniere chez les souris ayant une inflammation intestinale aigué, de plus une
récupération de la muqueuse a travers une régénération de la paroi épithéliale a été observée

apres 1’administration de ce biopolymere .

Cette constatation soutient les perspectives futures pour ['utilité thérapeutique du

Chitosane dans le traitement des MICI.

(Yousef, et al.) Ont signalé¢ que, Puisque le Chitosane est résistant a la dégradation par les
enzymes digestives, ingéré il pourrait atteindre le colon et fournir une protection contre la
colite en agissant directement sur les Cellules Epithéliales Intestinales. Il a ét¢ démontré que
les CElIs expriment des récepteurs de type Toll (par ex. TLR4) et de nombreux autres
récepteurs de cytokines et de chimiokines. Le LPS et le TNF, les principaux stimulateurs de
I’inflammation aberrante chez les MICI, interagissent avec leurs récepteurs respectifs (TLR4
et TNFR 1 et 2) et provoquent la production de cytokines pro-inflammatoires médiée par le
facteur de transcription NF- « B- dans les CEIs. Dans le cas des MICI, un lien a été établi
entre I’expression accrue de TLR4 et de TNFR chez les CEI et des réponses inflammatoires
muqueuses induites par les CEls exagérées, par conséquent, un dysfonctionnement de la
barricre épithéliale intestinale. En effet des travaux antérieurs ont révélé que le traitement par
le Chitosane atténuait de fagcon marquée 1’activation NF-k B stimulée par le LPS et le TNF
ainsi que la production de TNF- a et d’IL-6 dans les cellules T84 épithéliales du codlon
humain. Comme il a récemment ét¢ démontré que le TNF dérivé de la CEI est suffisant pour
causer une pathologie semblable a celle de Crohn chez la souris, il est donc suggéré que

I’effet inhibiteur du Chitosane sur 1’activation de la NF-x B et La production de cytokines
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pro-inflammatoires dans les CEIls pourrait expliquer 1’effet anti-inflammatoire du Chitosane

observé dans les modeéles de colite de souris.

De ce fait, des résultats antérieurs indiquaient que le Chitosane pourrait supprimer
I’activation NF-x B dans la CEI dés le début de la réaction inflammatoire et ceux en
empéechant la liaison des produits bactériens (c.-a-d. LPS) a leurs récepteurs membranaires
(p. ex., TLR4), conduisant a I’atténuation de 1’activation immunitaire muqueuse dans les
modeles de souris de la colite. De plus, ils ont démontré que le traitement au Chitosane
empéechait la diminution de la résistance ¢€lectrique transépithéliale induite par le +LPS et le

TNF ainsi que 1’apoptose induite par le TNF dans les cellules T84. (Yousef, et al.).

Ces résultats suggerent que I’administration orale de Chitosane pourrait préserver
I’intégrit¢ de la barricre épithéliale intestinale par des mécanismes anti-oxydants , anti-
apoptotiques et antibactériens , conférant ainsi une protection contre I’initiation et la

progression de la colite in vivo.

Une autre étude menée a fait la preuve de I’efficacité du Chitosane en régénération
tissulaire du colon. La dégradation du Chitosane chez les vertébrés est assurée par les
lysozymes et les enzymes bactériennes retrouvés de fagon prédominante au niveau du coélon
(Jain, et al., 2007), (McConnell, et al., 2008). En effet ce mécanisme a été rapporté chez le rat
(Zhang, et al., 2002) et on sait par ailleurs qu’il existe une grande similitude entre la flore

colique humaine et celle du rongeur (Gulbake, et al., 2012).

Le Chitosane possede une myriade de propriétés biologiques telles que 1’accélération de
la cicatrisation des plaies, la stimulation de 1’angiogené¢se, production de collagéne, sécrétion

d’interleukine-8 par les fibroblastes et les effets antimicrobiens (Kazuo Azuma, et al., 2015),

Il a ét¢ démontré que le Chitosane a un effet inhibiteur sur I’E. Coli et les différentes
bactéries pathogeénes dans I’intestin & un DA élevé, un poids moléculaire faible (Zheng, et al.,
2003), (Benbbou, 2009) et a un potentiel zeta positif. Ce dernier est due a la densité élevée
des groupes aminés —-NH;" qui confére une charge positive au polymére. Cette charge forme
des complexes polyélectrolytiques avec les peptidoglycanes négatifs de la paroi bactérienne et

I’inhibe. (Sadeghi, et al., 2008), (Cruz-Romero, et al., 2013); (Krajewska, et al., 2011)
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Par ailleurs des travaux antérieurs ont montré que différents poids moléculaires du
Chitosane ont une gamme d’actions anti-inflammatoires, y compris |’inhibition de la
production de TNF-a, IL-6, prostaglandine E2 (PGE2), cyclooxygénase-2 (COX-2), VCAM-1
et ICAM-1 en vitro. (Yu Qiao, et al.) . De plus une diminution des Iésions des tissus
oxydatifs, des Iésions septiques, des Iésions des organes et des niveaux de cytokines médic¢e

par cette biomolécule a été observée. (Chou TC, 2003) (Citgez, et al., 2012); (Yu Qiao, et al.).

Les résultats obtenus sont en accord avec les données de la littérature et suggérent que
I’administration orale de Chitosane pourrait préserver I’intégrité de la barriere épithéliale
intestinale par des mécanismes anti-oxydants , anti-apoptotiques et antibactériens , conférant
ainsi une protection contre I’initiation et la progression de la colite in vivo .De ce fait on
conclut que le Chitosane posséde une activité anti-inflammatoire trés importante et peut donc
servir comme un excellent traitement naturel pour de nombreuses maladies comme la
rectocolite ulcéreuse hémorragique. Le Chitosane peut stimuler la réponse inflammatoire dans

une courte période de temps de six jours a une dose de 1g pour la totalité¢ du traitement.

Dans la deuxiéme partie de cette ¢tude, des gélules contenant le Chitosane comme
principe actif a une dose de 166mg sont fabriquées et ont subissent un contréle physico-
chimique destiné aux capsules, dont le but est d’assurer la conformité de toutes les substances

(principe actif et gélules) selon les normes de la pharmacopée européenne 9 éme édition.

Les capsules ont subit un test d’identification du PA, test d’uniformité de poids, test de

désintégration et un essai de dissolution.

Le produit fini (les gélules) a présenté des propriétés physico-chimiques de bonne
qualité : uniformité de masse, un temps de désintégration inferieure a 10mn ce qui révele la
disparition immédiate de la gélule, et la dissolution retardé du PA (un temps de dissolution
supérieur a 1 h), ce qui prouve la libération retardée du principe actif. Selon ses tests réalisés
les gélules fabriquées sont conformes aux normes de la Pharmacopée Européenne 9¢me

édition.
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Conclusion et perspectives

La rectocolite ulcéro-hémorragique est une maladie qui affecte la qualité de vie des malades.
Son étiologie n’est pas encore connue avec précision ; ce qui rend difficile d’établir un
traitement de base, fixe et permanent. Bien que de nombreux agents thérapeutiques soient
disponibles, ils ne sont pas dépourvus d’effets néfastes. C’est pour cela qu’une option

thérapeutique alternative a base de nouvelles molécules d’origine biopolymeres est nécessaire.

Notre choix a porté sur le Chitosane, un biopolymere d’origine marine qui fait partie de la
classe des polysaccharides, et ceux en fonction de sa capacité a guérir les plaies et son profil

antibactérien et antifongique.

Cependant, son activité anti-inflamatoire sur la physiopathologie de la rectocolite ulcéreuse

n’a pas encore été confirmée a 100%.

L’étude comparative entre le Chitosane et la molécule de référence (la Déxaméthasone) a
révélé qu'un traitement par le Chitosane a une dose de 1g a réduit 1’é¢tendue des Iésions
intestinales avec un score macroscopique de (3,41 £+ 1,45) comparativement a celui trouvé

chez le groupe contrdle négatif 8.45+ 1.33 .
Pour la Déxaméthasone, les résultats obtenus étaient moyennement faibles (6.26 = 1.23)

L’¢étude histologique a ¢galement confirmé 1’efficacit¢ du Chitosane qui était supérieure a

celle de la Déxaméthasone.

En effet I’exploration clinique, biologique, des souris apporte des preuves rassurantes de
I’innocuité du Chitosane dont la consommation prolongée a des doses réduites s’avére sans
risque sur la santé des animaux, ce qui atteste encore de sa valeur pharmacologique (sans

effets secondaires).

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

résument par I’examination du mécanisme d’action de Chitosane en étudiant :
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e Son effet sur le radical NO (Oxyde de Nitrique) qui est impliqué dans le processus

inflammatoire
e Son rdle cicatrisant sur les cellules de Goblet

e Son effet sur la myéloperoxydase (enzyme halogéno-dépendante est active contre

E. coli et L. acidophilus pour des pH acides) qui est un marqueur d’inflammation.

La deuxiéme partie de notre étude a consisté a fabriquer des gélules dont le Pa était le

Chitosane a une dose de 166mg par gélule.

Les gélules fabriquées ont été soumises a des tests décrits pour les capsules par la
pharmacopée européenne version 9 .Néanmoins nous n’avons pas effectué¢ la totalité¢ des

essais. Ces derniers peuvent étre ciblés comme perspectives et comprennent :
e Le dosage du principe actif dans les gélules par HPLC
e Le test de stabilité des gélules et du PA.

e Teste de propreté microbienne du PA.
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Résumé

La rectocolite est une maladie inflammatoire de I’intestin répandue avec une étiologie hétérogéne (génétique et
immunologique). Elle est traitée par des médicaments comme la Déxaméthasone ® qui, a long terme peut causer des
effets secondaires. Pour cela, la valorisation des ressources naturelles pour combattre ce type de maladie est la
préoccupation des chercheurs. Le but de notre étude était d’évaluer I’effet anti-rectocolite (anti-inflammatoire) du
Chitosane induite chez les souris albinos par I’acide acétique (5%). Les souris ont été séparées en six lots : le Témoin
(non traité et non ulcéré), le groupe contrdle négatif (ulcéré et non traité), le contrdle positif ulcéré et traité avec la
Déxaméthasone® (100mg/kg), et les groupes test ulcéré et traité par le Chitosane a des différentes dose (0.5 ; 0.75 et 1
g/ kg) pour la totalité du traitement estimé de six jours. L’efficacité du Chitosane a été évaluée par des scores
macroscopique et microscopiques. Les scores clinique ont montré que le Chitosane a une dose de 1g/kg pour la totalité
du traitement a réduit de fagon trés significative les dommages causés par 1’acide acétique avec un score de (3,41 £
1,45) par rapport a ceux du contrdle positif qui a réduit de fagon moindre I’inflammation (6.26 + 1.23) .L'etude
histologique des colons a pu valider I’effet du Chitosane par la diminution de ’infiltration des neutrophiles et les
ulcérations dans le c6lon ainsi que par la récupération structurale de la muqueuse. Ces résultats fournissent une preuve
que le Chitosane a un effet protecteur dans la RCUH qui pourrait étre di a ses activités antioxydante, anti infectieuse,
anti-inflammatoire et cicatrisante.

Le Chitosane a été conditionné sous forme de capsules de gélatine, chaque capsule contient 166mg. Les gélules sont
soumises aux certains tests décrits par la pharmacopée européenne et destiné aux formes pharmaceutiques solides
oraux.

Selon ses tests réalisés les gélules fabriquées sont conformes aux normes de la Pharmacopée Européenne 9¢éme édition.
Mots clés : Chitosane, caractérisation, rectocolite, histologie, gélules, MICI.
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Abstract

Colitis is a common inflammatory bowel disease with heterogeneous aetiology (genetic and immunological). It
is treated with medications such as Dexamethasone ® which, in the long term, can cause side effects. For this
reason, the development of natural resources to combat this type of disease is the concern of researchers. The
purpose of our study was to evaluate the anti-rectocolite (anti-inflammatory) effect of chitosan, induced in albino
mice by administration of acetic acid (5%). The mice were separated into six groups: Witness (untreated and not
ulcerated), Negative Control Group (ulcerated and untreated), positive control ulcerated and treated with
Dexamethasone® (100mg/kg),), and the test groups ulcerated and treated with chitosan at different doses (0.5;
0.75 and 1 g/kg) for the entire estimated six-days treatment.The efficacy of chitosan was evaluated by
macroscopic and microscopic scores. Clinical scores showed that chitosan at a dose of 1 g/kg for the entire
treatment, significantly reduced the damage caused by acetic acid with a score of (3.41+ 1.45) compared to
positive control which reduced inflammation to a lesser extent (6.26 +1.23). The histological study of the colons
was able to validate the effect of chitosan by decreasing the infiltration of neutrophils and ulcerations in the
colon as well as by structural recovery of the mucosa. These results provide evidence that chitosan has a
protective effect against RCUH that could be due to its antioxidant, anti-infectious, anti-inflammatory and
healing activities.
Chitosan was packaged as gelatin capsules, each capsule contains 166mg. Capsules are subjected to certain tests
described by the European Pharmacopoeia and intended for oral solid pharmaceutical forms.
According to his tests carried out the capsules manufactured comply with the standards of the European
Pharmacopoeia 9th edition.
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