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Résumé

L’objectif de ce travail est d’étudier la réponse tissulaire digestive d’une suspension

pharmaceutique synthétique a base d’hydroxyde double lamellaire (Mg-Al-HDL).

La synthese du Mg-Al-HDL est procédée par la méthode de co-précipitation, ensuite nous
devrons formuler 1’Mg-Al sous forme d’une suspension buvable, pour I’administrer a des
souris avant 1’induction de I’ulcére par 1’indométacine. Les souris sont divisées en quatre
groupes selon le type de traitement : groupe 1 (témoin), groupe 2 (indométacine), groupe 3
(indométacine + suspension HDL) et groupe 4 (test standard).

Apres la dissection des souris et le prélevement des estomacs, une observation macroscopique

suivie d’une étude histologique doit étre effectué.

Les résultats obtenus de différentes recherches sur I’effet d’hydroxyde double lamellaire ont
montré qu’il permet I’activation des Cyclooxygénase 1 et 2 dans la muqueuse gastrique ce qui
permet ’augmentation et la libération des prostaglandines, donc le maintien de ’intégrité de
la muqueuse gastrique. L’hydroxyde double lamellaire permet aussi 1’augmentation de la
sécrétion de bicarbonate et de mucus, la liaison et I’inactivation de la pepsine, la lysolécithine
et les acides biliaires. L’hydroxyde double lamellaire accélére la guérison des Iésions aigués
de la muqueuse gastrique, il favorise la protection contre les dommages causés par l'acide et la

pepsine, par 1’activation des genes codant pour le facteur de croissance épidermique.

Mots clés :

Hydroxyde double lamellaire, suspension buvable, ulcere, muqueuse gastrique.
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Abstract

The objective of this work is to study the digestive tissue response of a synthetic

pharmaceutical suspension based on double lamellar hydroxide (Mg-Al-HDL).

The synthesis of Mg-Al-HDL is carried out by the co-precipitation method, and then we will
have to formulate the Mg-Al in the form of an oral suspension, to be administered to mice
before the induction of the ulcer by indomethacin. The mice are divided into four groups
according to the type of treatment: group 1 (control), group 2 (indomethacin), group 3
(indomethacin + HDL suspension) and group 4 (standard test).

After dissection of the mice and removal of the stomachs, a macroscopic observation
followed by a histological study should be performed.

The results obtained from various studies on the effect of lamellar double hydroxide have
shown that it allows the activation of Cyclooxygenase 1 and 2 in the gastric mucosa, which
allows the increase and the release of prostaglandins, therefore the maintenance of the
integrity of the gastric mucosa. Lamellar double hydroxide also increases the secretion of
bicarbonate and mucus, the binding and inactivation of pepsin, lysolecithin and bile acids.
Lamellar double hydroxide accelerates the healing of acute damage to the gastric mucosa; it
promotes protection against damage caused by acid and pepsin, by activating genes encoding

epidermal growth factor.

Keywords:

Lamellar double hydroxide, oral suspension, ulcer, gastric mucosa.
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INTRODUCTION

L'estomac est I'organe essentiel de la digestion, il assure le brassage des aliments par
des contractions de leur paroi musculaire [1]. De plus, il sécréte des sucs gastriques
participent a la digestion des aliments. C'est le cas de I'acide chlorhydrique et de la pepsine
qui permettent la digestion des protéines. Ces deux substances maintiennent un niveau

important d'acidité dans 1’estomac [2].

L'intégrité de la muqueuse gastrique est maintenue par des mécanismes de défense [3]
comprennent les jonctions intercellulaires serrées, le mucus, le bicarbonate, le flux sanguin

muqueux, la restitution cellulaire et le renouvellement épithélial [4].

Les prostaglandines interviennent également dans la protection en assurant le développement

des vaisseaux de la muqueuse et en favorisant la secrétion du mucus et des bicarbonates [4].

L’exposition de la muqueuse gastrique aux facteurs nocifs endogenes tels que : l'acide
chlorhydrique, la pepsine, les acides biliaires, la lysolécithine, les toxines de la bactérie
Helicobacter pylori, et exogénes tels que les anti-inflammatoire non stéroidiens et
I'éthanol [5], peuvent altérer la défense de la muqueuse en permettant la rétrodiffusion des
ions hydrogene [4], de plus une diminution du mucus et des bicarbonates, altération du mucus
et/ou inhibition des prostaglandines. La paroi devient alors vulnérable a I'acidité ambiante [1].
Il s’agit donc d’un déséquilibre entre les facteurs agressifs décrits ci-dessus ainsi que les
mécanismes de défenses de 1’intégrité de la muqueuse gastrique ce qui provoque des érosions
(correspond a une disparition de la couche de mucus protégeant les cellules des agressions par
I’acide et la pepsine), et des ulcéres qui entrainent des lésions de la paroi allant jusqu'a la

sous-mugqueuse [6][7].

Pour le traitement de 1’ulcere, des médicaments réduisant les sécrétions acides sont
généralement prescrit. Ils permettent d'éliminer rapidement les symptémes tout en favorisant
la cicatrisation de l'ulcere [8]. Dans cette gamme apparait les suspensions composées de sel
d’Aluminium et de Magnésium qui diminuent les symptémes en neutralisant I'acidité

gastrique [9].

Dans le développement de nouveaux traitements et en particulier, le traitement d’hyperacidité
et de I'ulcére, les recherches se focalisent sur 1’élaboration de nouveaux matériaux aux
propriétés performantes et sélectives de neutralisation d’hyperacidité gastrique ou de guérison
des ulcéres. Les hydroxydes doubles lamellaires constituent une famille de matériaux

présentant des propriétés acido-basiques [10], en ramenant le pH gastrique a une valeur
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optimale de 3 a 6 apres une administration par voie orale, ils ont aussi une action
antipepsiniques, et ils peuvent ainsi agir contre les ulcéres gastriques [11]. Pour cela nous
avons proposeé 1’¢laboration de ces matériaux pour la contribution au traitement d’hyperacidité
gastrique et d’ulcere, grace a leurs propriétés acido-basiques mais aussi a leur synthése facile

et moins couteuse.

Nous avons pour cela choisi I’indométacine comme anti-inflammatoire non stéroidien connu
par leur effet ulcérogene par la génération de radicaux libres, 1’initiation de la peroxydation
lipidique en diminuant les niveaux des antioxydants enzymatiques, I'inhibition de la synthese
des prostaglandines et par l'infiltration des leucocytes [12] [13], afin de tester 1’effet antiacide
d’une suspension buvable a base d’Mg-Al-HDL sur les estomacs des souris par une étude

histopathologique.

Dans ce manuscrit nous allons aborder, dans le premier chapitre les mécanismes
physiologiques et physiopathologique cellulaire et moléculaire de la muqueuse gastrique. Les
effets cellulaires et moléculaire de la médication préexistante et enfin les données générales

sur les HDLs autant qu’un antiacide.

Dans le chapitre matériel et méthodes nous avons décrit, la synthése de 1’hydroxyde double
lamellaire et sa caractérisation ainsi que la formulation de la suspension et I’expérimentation
animale et dans troisiéme chapitre nous avons présenté consécutivement une synthése de

résultats et de discussion de travaux similaires a notre travail.



CHAPITRE |

DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES



CHAPITRE |

DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES
I. RAPPELS DE PHYSIOLOGIE GASTRIQUE
1.1. Anatomie de I’estomac

L'estomac est un organe creux, qui se situe entre l'cesophage et l'intestin gréle, dans la
cavité abdominale. Il est délimité par 2 sphincters : le cardia et le pylore, et est constitué de 3

parties: le fundus, le corps et I'antre (fig.1). [14]

oesophage sphincter cardial

jonction
oesophago-gastrique

cardia fundus

corps

sphincter

pylorique antre

Figure 1. Anatomie et physiologie de I'estomac [15]

I.2. Histologie de I’estomac

La paroi de I’estomac est constituée de plusieurs couches (fig. 2) :

giandes gastriques
muqueuse

sous-muqueuse

.couche oblique \
couche circulaire 5 musculeuse
couche longitudinale )

séreuse

Figure 2. Les différentes couches de la paroi d’estomac [16]
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1.2.1. La muqueuse

Ou couche superficielle interne de I'estomac, elle contient des glandes qui secréetent du
mucus, substance qui la protege contre l'acidité gastrique. Elle comporte également d'autres

glandes qui produisent des acides et enzymes qui vont désintégrer le bol alimentaire. [16]
1.2.2. La sous-muqueuse

Qui soutient la muqueuse, elle contient des nerfs et des vaisseaux sanguins. [16]
1.2.3. La couche musculaire

Dite musculeuse, elle-méme constituée de plusieurs couches de muscle
(longitudinaux, circulaires et obliques), qui se contractent et contribuent au processus de

brassage et de progression du bol alimentaire. [16]
1.2.4. La séreuse

La membrane fibreuse qui recouvre I’extérieur de I’estomac. La séreuse de I’estomac
est aussi appelée péritoine viscéral (qui recouvre et soutient la plupart des organes
abdominaux). [17]

1.3. Micro-anatomie de la muqueuse gastrique

La muqueuse gastrique constituée d’un épithélium prismatique, c¢’est-a-dire une
couche unique de cellules serrées les unes contre les autres et dotées de cils. A ce niveau se
trouvent les glandes gastriques qui produisent le mucus protégeant la muqueuse et les
constituants des sucs gastriques (enzymes, acide chlorhydrique...) [18].

Du fait de I’exposition réguliére aux sucs gastriques, la muqueuse posséde une capacité de
régenération tres importante grace a la division rapide des cellules épithéliales afin de
remplacer les cellules mortes (renouvellement tous les 3 a 6 jours) [18]. La muqueuse
gastrique humaine, épaisse d’un peu moins de Imm, est la structure la plus interne de la paroi
de I’estomac. Elle recouvre intéricurement la musculeuse dont elle est séparée par la sous-

mugqueuse contenant les vaisseaux. Elle est formée par :

e 1. L’épithélium de surface, constitué¢ d’une couche de cellules contigués.
e 2. Le chorionou lamina propria, composé d’un tissu conjonctif richement

vascularisé et innerveé ; il contient également le tissu lymphoide associé a I’intestin
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(qut-associated lymphoide tissue : GALT), plus abondant dans I’antre que dans le
fundus.

e 3. La musculaire muqueuse, qui limite en profondeur la muqueuse. Elle forme une
mince lame faite de deux couches de muscle lisse, circulaire interne et longitudinale

externe. Son tonus et sa contraction sont responsables du plissement muqueux. [19]
I.4. Types de muqueuse gastriques en fonction de la zone anatomique

Il existe des difféerences morpho-fonctionnelles permettant de reconnaitre trois zones
histologiques de la muqgueuse gastrique : la muqueuse cardiale, la muqueuse fundique (ou

oxyntique) et la muqueuse antropylorique [20].
1.4.1. La muqueuse cardiale

Les cryptes cardiales sont largement ouvertes, les cellules sont toutes du type
mucipare. Les glandes sont peu profondes, souvent obliques et coupées transversalement sur
les préparations microscopiques. Les cellules glandulaires sont également toutes de type

mugqueux (Fig. 3).

Figure 3. Coupe histologique longitudinale de la muqueuse cardiale (hématoxyline
/éosine) [97]

On retrouve dans le chorion de la muqueuse et de la sous-muqueuse, un riche plexus veineux.
Ces veines peuvent devenir turgescentes (varices cesophagiennes) au cours des hypertensions

portales et provoquer par rupture des hémorragies graves [20].
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1.4.2. La muqueuse antropylorique

Au niveau de I'antre, les cryptes sont hautes et étroites : elles sont également revétues
par 1’épithélium unistratifi¢ de surface, constitu¢ de cellules mucipares. Les glandes antrale
prolongent la zone du collet. Elles sont nombreuses et comblent la lamina propria. Ce sont des
glandes de type tubulo-ramifié et la plupart des cellules sont du type muqueux, proches de

celles observées sur I'épithélium cryptique (Fig. 4) [20].

Figure 4. Coupe histologique longitudinale de la muqueuse pylorique (Trichrome de
Masson modifié Goldner x 250) [98]

La caractéristique cytologique la plus remarquable est la présence d'un trés grand nombre de
cellules endocrines isolées et disséminées dans 1’épithélium glandulaire (ces cellules étaient
peu nombreuses dans les glandes cardiales). Ces cellules ont un réle cytophysiologique
majeur. Elles sont caractérisées par la nature des granules sécrétoires qui sont localisés au
pole basal et dont le contenu permet de reconnaitre de tres nombreux types de cellules
endocrines [20].

La zone antropylorique est la zone de I’épithélium du tube digestif ou la densité en cellules

endocrines est la plus forte. Les cellules a gastrine, cellules “G”, sont les plus nombreux [20].
1.4.3. La muqueuse fundique

Au niveau du fundus, les cryptes sont nombreuses, peu profondes et étroites.
L’épithélium unistratifié de surface est également constitué de cellules mucipares (Fig. 5)
[20].
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Des glandes fundiques tubuleuses, rectilignes, qui s’enfoncent perpendiculairement a la
surface épithéliale. Ces glandes comportent deux types principaux de cellules : les cellules
pariétales sécrétant 1’acide chlorhydrique et le facteur intrinséque, et les cellules principales

sécrétant le pepsinogéne [19].

(hématoxyline/éosine) [99]

1.5. Population cellulaire de la muqueuse

La muqueuse gastrique est constituée de nombreuses cellules endocrines et exocrines,

qui se différencient par leurs modes de sécrétion endo ou exocrine (Tab. 1) [14].

1/ Les glandes endocrines : déversent leurs produits de sécrétion directement dans le sang.

Elles sont constituées de :

e 1.1. Cellules G : sont retrouvees dans la muqueuse de I'antre, activé par la distension

de I’estomac et la présence de nutriments contenus dans les aliments, et responsables
de la sécrétion de gastrine. Celle-ci permet ensuite 1’activation de la sécrétion
gastrique et des cellules principales produisant le pepsinogéne [14].

e 1.2. Cellules D : sont retrouvées dans les muqueuses des différentes zones gastriques

sécrétant la somatostatine, présentes dans tout I’estomac et permettant I’inhibition de

la sécrétion gastrique par un rétrocontrole négatif [14].

e 1.3. Cellules entéro-chromaffines: sont retrouvees dans le fundus et I'antre (fig. 6),

elles sécrétent la sérotonine et I'histamine [14].
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2/ Les glandes exocrines : a sécrétion externe dans la lumiére gastrique, elles sont constituées

de plusieurs types de cellules :

e 2.1. Cellules principales : sécretent le pepsinogene et permettent le clivage des
chaines peptidiques du bol alimentaire [14].

e 2.2. Cellules pariétales : situées exclusivement au niveau de la muqueuse du corps

gastrique sécrétent 1’HCI, responsable de l'acidité gastrique indispensable a la
digestion des aliments [14].

e 2.3. Cellules a mucus: leur produit de sécrétion est constitué de glycoprotéines

hydrophiles et ayant un réle protecteur physico-chimique. Leur synthése est stimulée
par les prostaglandines, expliquant les effets secondaires des anti-inflammatoires non

stéroidiens (AINS) qui inhibent leur synthese [14].

Tableau 1. Les différentes cellules gastriques [21]

Cellules Localisation Sécrétion Role

Protection de la

A mucus Toute la paroi Mucus et HCO3
muqueuse
o R Dégradation des

Principales Fundus Pepsinogene .

protéines
Activation des
HCL o
Pariétales Fundus Pepsinogene

Facteur intrinseque o
Absorption vit B12

Stimule les glandes

Cellule G Antre Gastrine 5
pariétales
Dans le chorion sur ) ) Stimule la sécrétion
Cellule ECL ) Histamine
toute la paroi d’HCL
Cellule D Dans tout I'estomac Somatostatine Inhibe la sécrétion
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(A) Glandes fundique
(B) Glandes antropylorique

1- Cellule a mucus de surface
2- Cellule pariétale

3- Cellule a mucus;

4- CellulesECL

5- Cellules D a somatostatine
6- Cellule principale

7- L’isthme

8- Cellule G a gastrine

Figure 6. Unités fonctionnelles de la muqueuse gastrique [19]
1.6. Mécanisme de la sécrétion acide gastrique

Les cellules pariétales secrétent I’acide chlorhydrique HCI dans la cavité des cryptes
qui se vident dans la cavité gastrique, sous la dépendance de trois stimulus : 1’histamine,
I’acétylcholine et la gastrine [22].

Ce sont des cellules volumineuses, pourvues d’un noyau cellulaire repoussé en périphérie.
Elles présentent une structure spécifique :
- 1. Un cytoplasme riche en mitochondries, apportant une grande source en ATP
mitochondrial.
- 2. Un vaste réseau de canalicules internes, formé des invaginations membranaires au
niveau de la lumiére du tube stomacal.
- 3. Un transporteur membranaire, pompe a proton ou pompe H*/K*/ATPase, dont le
role principal est d’assurer la sortie des protons au niveau de la lumiére stomacale, qui

vont se lier aux ions chlorure CI” afin de former de 1’acide chlorhydrique HCI [22].

Les cellules pariétales contient aussi des récepteurs membranaires situes au niveau du pole
basal spécifiques de certains médiateurs, (récepteur a acétylcholine, récepteur a gastrine,

récepteur a histamine H2, récepteur a prostaglandine) (Fig. 7) [23].
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Figure 7. Les médiateurs impliqués dans la sécrétion acide gastrique [24]

L’ion CI" du plasma est transféré activement dans la lumiere gastrique contre un gradient de
concentration et un gradient électrochimique alors que le transfert de I’ion H' se fait
activement contre un fort gradient de concentration, qui provient a partir la dissociation de
’acide carbonique H,COs; en H* et HCO; par une enzyme intracellulaire, 1’anhydrase
carbonique. [22]

Les bicarbonates ainsi formés passent dans le sang veineux, élevant transitoirement le pH
sanguin aprés les repas. L’ion H' est excrété grace a I’énergie prévenant de clivage de I’ATP
au niveau de la membrane sécrétoire par une H*/K* ATPase, il est échangé contre un ion K*
issu de la lumiéres gastrique. Les ions HCO3 et CI" sont transportés dans des directions
opposees par des antiporteurs CI'/HCOj' situés dans la membrane basolatérale. C’est ainsi que
les ions CI” pénétrent dans la cellule pour ensuite passer dans la lumiére de I’estomac, ou ils

contribuent & la formation du HCI. [22]
1.7. Mécanisme de régulation cellulaire et moléculaire

Au niveau de la membrane basale des cellules pariétales, se trouvent les récepteurs a
médiateurs de la sécréetion gastrique. Ces médiateurs (la gastrine, 1’acétylcholine, I’histamine
et la somatostatine) peuvent étre activateurs ou inhibiteurs et sont véhiculés par voie
endocrine, paracrine ou nerveuse. L’activation de ces récepteurs est couplée a des systemes de
transduction cellulaire et de transport de 1’information jusqu’au pdle luminal de la cellule

pariétale afin d’activer ou d’inhiber la sécrétion gastrique (Fig.8) [23].
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Figure 8. Mécanismes intercellulaires de régulation de la sécrétion acide gastrique [19]

1.7.1. Stimulation par la gastrine : par voie endocrine, la gastrine est sécrétée par les cellules
G des glandes antropyloriques. Elle agit directement par liaison au récepteur membranaire de
la cellule pariétale et indirectement par liaison au récepteur des cellules ECL stimulant ainsi la

sécrétion de 1’histamine [23].

1.7.2. Stimulation par I’acétylcholine : par voie nerveuse, I’acétylcholine est libérée par les
neurones post ganglionnaires du systeme nerveux parasympathique. Elle agit directement par
liaison au récepteur membranaire de la cellule pariétale, et indirectement par stimulation de la

sécrétion de la gastrine par les cellules G et de I’histamine par les cellules ECL [23].

1.7.3. Stimulation par I’histamine : par voie paracrine, 1’histamine est produite par les
cellules ECL, elle stimule directement par liaison au récepteur histaminique H2 au niveau de

la cellule pariétale [23].

1.7.4. Inhibition par la somatostatine : par voie paracrine, la somatostatine est produite par
les cellules D de I’antre pylorique, et représente le principal facteur inhibiteur de la sécrétion
acide. Elle agit directement par liaison au récepteur membranaire au niveau de la cellule
pariétale et indirectement par 1’inhibition de la libération d’histamine par les cellules ECL. La
libération de somatostatine reste sous la dépendance d’une réaction en cascade. En effet, la
sécrétion de somatostatine est favorisée d’une part par une augmentation de la concentration
des ions H* dans la lumiére gastrique, et d’autre part par une hormone duodénale, la sécrétine,

dont la libération est stimulée par I’arrivée des nutriments digerés dans le duodénum [23].

11
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1.7.5. Autres facteurs d’inhibition de la sécrétion acidique

- Les facteurs de nature peptidique tels que 1’urogastrone, la vagogastrone,
I’entéroglucagon, la neurotensine et les peptides de la famille du neuropeptide Y (PP,
PYY) sont capables d’inhiber la sécrétion gastrique acide, mais a des doses le plus
souvent extraphysiologiques. 1’entéroglucagon ou oxyntomoduline, son action
principale est d’inhiber la sécrétion acide gastrique par des mécanismes indirects
mettant en jeu une augmentation de la libération de somatostatine [19].

- les prostaglandines (PG) sont efficaces pour inhiber les sécrétions acides basales. Les

PG agissent directement sur les cellules pariétales via des récepteurs spécifiques

couplés a une inhibition de I’accumulation intracellulaire d’AMP cyclique induite par

I’histamine [19].

(Chronic Antrum)

Acid .
HP (Acute) ANTRUM FUNDUS

Figure 9. Régulation physiologique intégrée de la sécrétion acide gastrique par les

facteurs nerveux et hormonaux [25]
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Il. FACTEURS INFLUENCANT L’INTEGRITE DE LA MUQUEUSE GASTRIQUE
I1.1. Facteurs d’agression

L’intégrité de la muqueuse gastrique est maintenue par un processus dynamique de la
prolifération et la mort cellulaire, parmi les différents facteurs impliqués dans les lésions de la
mugqueuse gastrique, les dommages oxydatifs et 1’apoptose provoquée par diverses agents
ulcérogeénes. La muqueuse gastrique est continuellement exposée a des facteurs d’agression

[26], tels que :

e 1. L’ HCL : Cet agent est connu pour son induction de dommages gastriques lorsqu'il
est introduit de maniere exogene en quantité excessive dans l'estomac normal. L’HCI
endogéne deénature les protéines dans la membrane plasmique et catalyse les
groupements polysaccharidiques des protéoglycanes dans la couche de la muqueuse
protectrice recouvrant la surface luminale de 1’estomac induisant la fragilité de la
muqueuse [26]

e 2. Le Pepsinogénes : c’est un précurseur enzymatique inactif transformé par ’acidité
gastrique en une enzyme protéolytique active, la pepsine, cette derniére ne permet
cependant pas une décomposition compléte des protéines alimentaires mais laisse
simplement subsister des morceaux grossiers [26]

e 3. L’alcool : est un puissant agent ulcérogene, sa consommation excessive provoque
des lésions hémorragiques aigués, I'exfoliation de I'épithélium, infiltration de cellules
inflammatoires et des érosions gastriques [26]

e 4. Le tabac : le tabagisme posséde un impact direct sur la formation, la sévérité, et la
rechute d'ulcére puisque les cigarettes contiennent la nicotine, qui peut augmenter le
risque de développer un ulcére par I’augmentation de la production d'acide gastrique et
la réduction de la production du mucus, qui diminue la protection de la doublure
d'estomac contre l'acide [26].

e 5. Les anti-inflammatoires non stéroidiens : La prise de ces médicaments en cures
courtes ou prolongées peuvent étre a 1’origine d’un ulcere gastro-duodénal, les AINS
inhibent des enzymes (cyclo-oxygénases 1 et 2) essentielles a la synthése d’acides gras
dénommés prostaglandines. En temps normal, celles-ci stimulent la sécrétion de
mucus protecteur des parois gastriques et refrénent la production d'acide chlorhydrique
par D’estomac [27]. La plupart de ces médicaments induisent des érosions

hémorragiques aigués et la potentialisation d’ulcérogenése gastrique. [26].

13
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e 6. Le stress: le stress peut diminuer le flux sanguin gastriqgue au niveau de la
mugqueuse et 1’altération des cellules endothéliales [28]. I’ulcére de stress survient chez
des patients hospitalisés en réanimation et qui ont au moins une défaillance viscérale.
[29]

1. PROTECTION EXOGENE MEDICAMENTEUSE CONTRE LES ALTERATION
DE LA PAROI GASTRIQUE LUMINALE

I11.1. Les antiulcéreux

I11.1.1. Le sucralfate

Le sucralfate appartient a la classe des médicaments appelés agents cytoprotecteurs
gastroduodénaux. II s’utilise pour le traitement des ulceres duodénaux et gastriques et pour la
prévention d'un ulcére duodénal [30].
Le sucralfate est un disaccharide polysulfaté qui se polymérise par liaison électrostatique en
milieu acide, et forme un gel visqueux et adhésif capable de tapisser la muqueuse digestive
afin de la protéger des agressions [31]. Cette affinité pour les tissus lésés s'explique par une
interaction électrostatique entre le sucralfate chargé négativement et les protéines de I'exsudat
inflammatoire chargées positivement [32]. De plus, il a été décrit que le sucralfate peut fixer
le facteur de croissance basique des fibroblastes (bFGF) et le délivrer a haute concentration
dans le site de 1’ulcére. Ceci stimulerait la formation de tissu de granulation, I’angiogenése et

la réépitheélialisation favorisant la cicatrisation de 1’ulcére. [33]
111.1.2. Les antihistaminiques H2

Les anti-H2 sont des médicaments antagonistes des récepteurs a I'histamine de type 2.
Ils agissent au niveau des cellules pariétales de I'estomac pour diminuer sa sécrétion
acide [34].
Les anti-H2 inhibent la sécrétion acide par un blocage sélectif des récepteurs membranaire H2
a l'histamine de la cellule pariétale. Ils inhibent la part dépendante de I’histamine de
I’activation de la pompe a proton (H'/K® ATPase) effecteur final de la sécrétion acide
gastrique, située sur le pdle apical de la cellule pariétale fundique (fig. 10) [35].
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FigurelO. Mécanisme d’action des antihistaminiques H2 [35]

L’histamine est libérée par les cellules ECL sous I’action de la gastrine. L’induction de la
libération d’histamine est la voie d’action principale de la gastrine. L’action des anti-H2 est
donc limitée a une partie des mécanismes de stimulation de la sécrétion acide gastrique. Elle
est sans effets sur la production acide liée a la stimulation des récepteurs muscariniques ou

des récepteurs a la gastrine situés sur la cellule pariétale fundique. [35]

I11.2. Les antiacides
111.2.1. Définition

Les médicaments antiacides sont formés par une combinaison de divers composés de

sels de calcium, de magnésium et d'aluminium comme ingrédients actifs [36].

L'effet des antiacides sur I'estomac est di a la neutralisation partielle de I'acide chlorhydrique
gastrique HCL et a I'inhibition de I'enzyme protéolytique, la pepsine. Chaque sel cationique a
ses propres caractéristiques pharmacologiques qui sont importantes pour déterminer quel
produit peut étre utilisé pour certaines indications. [36]

111.2.2. Mode d’action

Les antiacides peuvent étre composés par des sels d’aluminium, de magnésium, du
carbonate de calcium (CaCOg3) ou du bicarbonate de sodium (NaHCOj3). Ces sels neutralisent
de facon transitoire 1’acide chlorhydrique sécrété par la cellule pariétale dans la lumiere de
I’estomac en exergant un effet tampon (fig.11) [37].

Aprés I’administration des antiacides il ’y aura une interaction entre les sels (d’aluminium, de
magnésium, de calcium contenant dans 1’antiacide) , qui sont chargés négativement avec un

ou plusieurs proton (H*) chargé positivement présent dans la lumiére gastrique , cette
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interaction va produire un compose dont leur charge est électriquement neutre ( il ‘y aura une
neutralisation) , et 1’ion de chlorure (CI") associé initialement au proton acide (H") est retrouvé
dans le produit de la réaction sous forme inchangée (Tab. 2). Ensuite, il sera éliminé au niveau
plasmatique [37].

Tableau 2. Différents antiacides et produit de leur réaction avec HCI [37]

Aluminium Magnésium Calcium
Sels Al(OH)3, AIPO, Mg(OH),, MgCO; CaCO;
Produits Chlorure Chlorure de Chlorure de calcium
d’aluminium magnésium CaCl,
AIClI; soluble MqCl,

Le produit formé aprés la réaction d’interaction entre les sels des antiacides et les protons
d’acide chlorhydrique est absorbé dans la circulation sanguine pour étre ensuite éliminé par

voie rénale, et terminer dans les urines.

Chargé +
( Sf:;g;:hgfi:régﬁzle (CL-)) s % Chlorure d’aluminium
.p: AlCI3 soluble
pariétale )
Charge neutre
| % Chlorure de calcium
CaCl2
Chargé -
»* Des sels d’aluminium Al(OH)3,
Apres I’administration AlPO4
des antiacides » Des sels de magnésium Mg(OH)2,
MgCO3

» Carbonate de calcium (CaCO3)

Figure 11. Mode d’action des antiacides
111.2.3. Principaux antiacides

La réaction des antiacides vis-a-vis de l'acide chlorhydrique dépend de leurs
structures et de leurs propriétés physicochimiques. Ils sont classés en deux groupes
selon que leur réaction dépend de la partie anionique de la molécule (carbonate mono-
sodique, carbonate de calcium) ou de la partie cationique (sels daluminium et de
magnésium) (tab.3) [38].
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Tableau 3. Les principaux antiacides [11]

Spécialités Principes actifs Divers

GELOX Hydroxyde | Hydroxyde de Montmorillonite
d'aluminium | magnésium
MAALOX + +
MUTESA + + Oxétacaine
Acide benzoique
PHOSPHALUGEL Phosphate d'aluminium

ROCGEL + + Oxyde d'aluminium

111.2.4. Métabolisme des antiacides

Au point de vue de leur devenir dans 1’organisme, les antiacides peuvent étre divisés

en deux groupes, selon qu’ils exercent des effets généraux ou non [39].

111.2.4.1. Antiacides systémiques :

Ce groupe est représenté par les antiacides anioniques.

e Le carbonate mono sodique : Cet antiacide est capable de perturber 1’équilibre hydro

¢lectrolytique. Au contact de 1’acide chlorhydrique, le carbonate mono sodique est

transformé en chlorure de sodium soluble, qui est résorbé et qui entraine une hyper

natrémie. Le carbonate mono sodique provoque une économie des bicarbonates

d’origine pancréatique qui ne sont pas neutralisés au niveau du duodénum, puisqu’il

n’y a plus d’acide. Ils sont donc a leur tour réabsorbés et €éliminés par voie rénale,

entrainant un risque d’alcalose métabolique [39].

CO3HNa  Estomac:

Intestin :

COs;HNa+HClI

CINa
d

résorbé —surcharge sodée

Le CO;HNa pancréatique ne neutralise pas
HCL, il est résorbé et éliminé par le rein.
— risque d’alcalose.

Figure 12. Métabolisme de carbonate mono sodique [39]
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e La carbonate de calcium : Au niveau gastrique, il est transformé en chlorure de calcium
qui subit une nouvelle insolubilisassions au niveau duodénal par les bicarbonates
pancréatiques qui forment du carbonate de calcium. Une faible partie reste cependant sous
forme de chlorure de calcium est résorbée au niveau de D’intestin. Ce calcium non
neutralisé par les bicarbonates correspond a une économie d’agents alcalins, entrainant un

risque d’alcalose coexistant avec un risque d hypercalcémie [39].

COsCa Estomac : COs;Ca+2HCI ChLCa
+
COsHNa pancréatique
Intestin : 90% COsCa insoluble, 10% Cl,Ca résorbé

(une faible partie de COs;HNa est résorbée
—risque d’alcalose).

Figure 13. Métabolisme du carbonate de calcium [39]
111.2.4.2. Les antiacides non systémiques :

Ils correspondent aux antiacides cationiques et sont représentés par les hydroxydes
d’aluminium et de magnésium. Au niveau gastrique, ces hydroxydes sont transformés en

chlorures qui sont acheminés dans le duodénum pour étre métabolisés [39].

e L’hydroxyde de magnésium : Il est transformé en carbonates et en savons insolubles.
e L’hydroxyde d’aluminium : Il donne des composés basiques et des carbonates qui a leur

tour produisent des savons et des phosphates insolubles [39].

Estomac : (OH)Mg
+ HCl
(OH)-Al — CLALl CLMg
Intestin : - 1
Formation de composés
basiques puis de

Duodénum (COsAL2) +COs% — COsMg
Jéjunum Savouns, POsAl insolubles + Acides gras — savons
Colon insolubles. Possibilité de

redissolution de COsMg.

Figure 14. Métabolisme des antiacides non systémiques [39]
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111.2.5. Propriétés pharmacologique
111.2.5. 1. Effet sur acidité au niveau gastrique et duodénal

Les antiacides ¢lévent le pH intra gastrique par un effet de neutralisation ou s’opposent
a une chute de pH par effet tampon. L’action des différents antiacides et de leur forme
galénique éleve le pH intra gastrique basal de (1,1 -1,4) a (5,7 - 7,) [38]
Le temps nécessaire pour atteindre le p H maximal est plus rapide pour les suspensions
(2 minutes) que pour les comprimés (10 minutes). La durée pendant laquelle s’exerce 1’effet

antiacide en maintenant le pH a une valeur supérieur a 3 est de 20 a 45 minutes [38].
111.2.5.2. Effet sur la pepsine

Les antiacides peuvent diminuer ’activité protéolytique du suc gastrique de facon
indirecte, puisqu’ils modifient le pH intra gastrique. Les pepsines responsables de la
protéolyse exercent leur activité optimale a un pH proche de 2. L’¢lévation du pH intra
gastrique a une valeur optimale, permet I’inhibition de la transformation du pepsinogéne en
pepsine. L’inactivation compléte de la pepsine est réalisée a partir de pH= 6. Entre pH =4 et

pH= 6, la pepsine est stable mais inactive [38].
111.2.5.3. Effet protecteur des muqueuses

Les préparations antiacides comportent parfois des éléments complémentaires
capables de protéger la sécrétion de mucus. Il s’agit en général de substances naturelles, en
particulier ’argile. L’addition de composés comme les pectines, augmente 1’adhésivité du

médicament sur la muqueuse, retardant ainsi la vidange de 1’antiacide [38].
IV. DONNES SUR LES HYDROXYDES DOUBLES LAMELLAIRES

1V.1. Définition

Les argiles anioniques ou les hydrotalcites, connus aussi sous le nom de doubles
hydroxydes lamellaires HDLs, sont des matériaux rares dans la nature mais faciles et simples
a préparer au laboratoire [40].

Depuis la fin des années soixante, les HDLs font 1’objet d’un intérét croissant pour leurs
propriétés d’échange anionique, leurs capacités d’adsorption, leur utilisation en catalyse et

leurs applications pharmaceutiques [40].
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La structure peut étre décrite par I’empilement de feuillets de composition M(OH) , analogues
a ceux de la brucite. La présence de métal trivalent conduit a donner une charge positive aux
feuillets. De telles phases existent comme minéraux : Hydrotalcite [Mg-Al], Hydrocalumite
[Ca-Al], les « rouilles vertes » [Fe2*- Fe 3'] [41].

IV.2. Historique

Le premier solide de la famille des HDL a été décrit pour la premiére fois en 1842 par
le minéralogiste Hochstetter [42], il se présente dans la nature sous forme de poudre de

couleur blanche nacrée (Fig. 15).

Figure 15. Hydrotalcite naturel [38]
Les premiers travaux de synthese ont été initiés en 1930 par Treadwell et Bernasconi, qui ont
remarqué que la précipitation de Mg ** en présence de AI(OH); s’effectuait & un pH

inférieur a celui nécessaire pour précipiter Mg(OH),. [43].

En 1942, Feitknecht a synthétisé un grand nombre de composés a structure hydrotalcite,
auxquels il donna le nom de «doppelschichtstrukturen» (structures a double feuille) [44],
appelés par la suite hydroxydes doubles lamellaires (HDL), considérant I'empilement simple
de feuillets de brucite Mg(OH); et de feuillets Al(OH); [45].

Cette structure simple fut démontrée a partir des années 60 par Allmann [41] et Taylor [45] au
moyen de I'analyse des rayons X des monocristaux. Ils conclurent que les deux cations (Mg®")
et (A|3+) ¢taient situés sur la méme couche et montrérent la présence d’ions carbonates et de

I'eau dans le domaine inter lamellaire [45].
1V.3. Description structurale

La structure des HDL est de type brucite (Mg(OH), minéral constitué d'’hydroxyde de
magnésium); les cations métalliques entourés de six atomes d’oxygeéne des groupes

hydroxyles forment des octaedres (M, L) (OH) . (fig. 16).
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La substitution partielle des cations trivalents L aux cations divalents M, génére un excés de

charges positives sur les feuillets.

Afin de compenser cet excés de charges, des anions accompagnés de molécules d’eau

s’inseérent entre les feuillets et permettent 1’¢lectro neutralité de 1’édifice [46] [48].

Dans le cas d’une composition a deux cations (divalent et trivalent), ces composés sont définis

par la formule générale : [M" 1 M"x(OH),]*“[A"yn. yH20] [48].

vv hydroxide layer [M";.xM",(OH),)**
MMMM interlayer: A™ anions @ ; "
and water molecules Q mlc\:ta?fc:t‘ion
OH- anions

Structure of layered double hydroxide

Figure 16. Représentation de la structure de ’hydroxyde double lamellaire [38]

Une grande diversité de composés Hydroxydes Doubles Lamellaires peut étre synthétisée en
faisant varier la composition chimique du feuillet et I’’anion intercalé.

La composition chimique du feuillet correspond a la formule abrégée [M",.,L"\], Il est alors
possible de jouer sur la nature des cations métalliques [47], [48].

De nombreux métaux divalents et trivalents peuvent former les feuillets de HDL. Les
feuillets les plus souvent synthétisés sont a base de magnésium et d’aluminium, comme dans
I’hydrotalcite naturelle, mais d’autres métaux peuvent étre également utilisés [49] comme
les : Métaux divalents (Zn?*Ni®*, Cu?*, Co®", Fe**, Ca®"...) et les métaux trivalents : Cr",
Fe**, Co®*, Mn**, V3", Ga** ... (Tab. 4)
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Tableau 4. Principales matrices inorganiques lamellaires [38]

i 2

Feuillets négatifs Feuillets neutres Feuillets positifs

Smectites et silicates Chalcogénures (HDL)
Na.u_..[Liu_ﬁMg..,_«.;]SiHO;u(OI-I. F).: N.[S;. MSC‘:

Mg, AL(OH),.CO; - xH.O
M=Ti, Zr, Hf, V. Nb, Ta BeAL(OF2C0; -

Hectorite MPS;, MPSe;
. Hyvdrotalcite

Cays:[Al: sMgy, ]Si50:0(OH). M=Mg. V., Mn, Fe, Co.Ni.. .

AMS:;

11} m x+ m—
Noni M=Ti, V. Cr. Mn, Fe (M7 M7 (OH): I [A™ i -

Montmorillonite nH:O]'\

A=groupel avec

(Na, Ca)os(AL Mg),Si,O_(OH), nH,O ) .
! o & * M"=Zn, Cu, Mn, Co. ..

M"=AL, Cr, Mn, Fe, Ga. ..
A™=anion organique ou

Oxydes métalliques inorganique

Titanates et niobates

K.:Ti;0,, KTiNbO< M.O, Sels basiques d’hvdroxydes
— Cu«(OH)\(X) -H«O
. . M=Fe, .V - - =
K[Ca:Nag 3 NbOsne1)] Fe, Cr. X=NO';s . CH:COO"
3<n=7
Phosphonates

Vandates, molybdates MY(OPR) - xH-O

M=Mg, Fe., Co, Ni, Mn, Cu,

Phosphonates Zn, Cd

HM"(O:Pr): - xH=0 R=phényl. n-alkyl. t-butyl.

HUP C;H_]CO_‘H. C;H_;Br

M=Fe. Bi, Al, Ln
M"™(O:PR):

1V.4. Méthodes de synthése des HDLs

Plusieurs méthodes de synthése peuvent étre utilisées pour €laborer des HDLs, telles
que : la co-précipitacion, I’échange anionique, la reconstruction, la synthese par voie sol-gel,
la méthode par chimie douce, la méthode urée et la synthese électrochimique (fig. 17).
Cependant, la co-précipitation reste la méthode la plus utilisée et la plus simple pour préparer

facilement des grandes quantités d’HDL [50]
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Mg + Mg+ solution

anionigue
Urée Coprécipitation
Hydrolyse 4 chaud
Hydrolyse Acétates de M" et
M!"! + polyol

NH." + CO + 4:;%:3 Méthade sol-gel

hydroxydes métalliques

HDL
Méthode urée
Calcination 4 450 °C
HDL précurseur + solution Oxydes mixtes + solution
anionique anionigue
Echange anionique Reconstruction

Figure 17. Méthodes de synthese des HDLs [50]
IV.5. Propriétés des HDLS

Pour définir un HDL de facon la plus compléte possible, il faut connaitre

plusieurs propriétés essentielles :
IVV.5.1. Capacité d’échange anionique (CEA)

En raison de leur structure particuliére, les argiles anioniques ont une bonne capacité
d’échange anionique, cette capacité est définit comme étant le nombre total de la quantité
d’anions échangeable monovalents qu’il est possible de substituer aux anions compensateurs
afin de compenser la charge électrique de 100 grammes d’argile, elle est plus grande que dans
les argiles cationiques, et varie entre 2-5 m mole/g. [51].

IV.5.2. Porosité et surface spécifique

La porosité et la surface spécifigue des HDLs sont des parameétres trés
importants, les HDLs possedent une surface specifique tres importante qui varie entre 50-80
m?/ g pour les HDLs non calcinés, alors qu’elles dépassent 200 m?/g pour les phases
calcinées [38].

1VV.5.3. Délamination

La délamination est un processus unique des composés lamellaires. Elle consiste a un

gonflement infini des feuillets d’HDLs, conduisant a des solutions colloidales stables [38].
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Les réseaux inorganiques bidimensionnels des HDLs, permettent [’intercalation et
I’expansion dans les domaines interfeuillets (fig 18). La délamination des HDLs a été
récemment mise en évidence en utilisant des HDLs modifiés par des molécules de
tensioactif (dodécylsufate) dans du butanol, d’autres molécules organiques telles que les
acides aminés sont aussi utilisées pour delaminer les HDLs, et différents solvant comme

le formamide induisent également la délamination des HDLs [38].

A partir des Solutions de feuillets d’HDLs délaminées, il est possible de reconstituer les
phases HDLs .Ou encore des hétéro-structures, dans 1’eau tout en gardant les propriétés des

feuillets intactes [38].

La structure peut étre décrite par I’empilement de feuillets de composition M(OH), analogues
a ceux de la brucite. La présence de métal trivalent conduit & donner une charge positive aux
feuillets. De telles phases existent comme minéraux : Hydrotalcite [Mg-Al], Hydrocalumite
[Ca-Al], les « rouilles vertes » [Fe**- Fe ¥ [42].

-

e
N

LDH nanosheet

l Delamination

-:..':r:ﬁ'.‘;

LDH precursor

Figure 18. Processus de délamination [52]

IV.6. Applications des HDLs

L’ensemble des propriétés précédemment évoquées, explique 1’intérét porté aux HDL
dans des applications tres diverses. Les premieres utilisations de HDL furent dans 1’industrie
chimique comme catalyseurs basiques, catalyseurs redox, support de catalyseur et comme
¢changeurs d’anions dans les applications pharmaceutiques en tant qu’agents antiacides ou

anti-pepsiniques [10].
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IV.6.1. Applications thérapeutique
IVV.6.1.1. HDL comme agent antiacide gastrique

Dans le domaine médical, les matériaux HDLs sont utilisés pour leurs propriétés
basiques et leur effet tampon dans le traitement des sécrétions d’hyperacidité gastrique, ils ont
une action antipepsiniques, et ils peuvent ainsi agir contre les ulceres gastriques grace a leurs
propriétés acido-basiques. Par exemple 1’hydrotalcite MgAICOj3 est utilisée comme agent-
antiacide, en ramenant le pH gastrique a une valeur optimale de 3 a 6 aprés une administration
par voie orale. Aussi les phases HDL sont utilisées pour maitriser 1’action de 1’acide

chlorhydrique et de la pepsine dans 1’estomac [11].

I1V.6.1.2. HDLs comme hétes pour biomolécules

Les HDLs présentent également des propriétés adéquates pour hétes de biomolécules.
En plus d’étre biocompatibles [29], Ces matériaux présentent une structure ouverte due a leur
caractére bidimensionnel favorable a I’intercalation d’une large diversit¢ de biomolécules
anioniques tel que (ADN, ATP, acides aminés) [38] [48]. Les molécules invitées sont alors
préservées entre deux feuillets inorganiques présentant une expansion modulable en fonction
de la taille de la molécule a intercaler. Leur charge positive permet 1I’immobilisation de
molécules fonctionnelles dont les propriétés électriqgues sont compatibles avec
les feuillets [48].

L’immobilisation de fragments d’ADN a été réalisée par Choy dans 1’objectif d’élaborer des
vecteurs de gene pour la thérapie génique par simple échange anionique. L’étude montre que
la molécule ne se détériore pas, et que le matériau hybride pénétre bien a I’intérieur de la
cellule avant que la matrice HDL ne se dissolve, en raison du pH acide, et libere les fragments
d’ADN (fig. 19) [38].

Une étude in vivo plus approfondie a montré que le matériau hybride HDL-ADN pénetre dans
la cellule par voie endocytomique. Une fois dans la cellule, la dissolution progressive de la
matrice hote due au faible pH du lysosome et 1’échange anionique possible avec les ions

contenus dans 1’électrolyte de la cellule libérent les fragments d’ADN [48].

Récemment, des fragments plus longs, 6000 a 8000 paires de bases, ont pu étre introduits
dans une structure HDL par co-précipitation. L’immobilisation d’enzymes sur des solides est

¢galement étudiée pour des applications en biotechnologie. L’objectif est de protéger
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efficacement leur activité contre les processus de dénaturation. Des travaux récents ont
montré que 1’uréase a une forte affinité¢ avec les phases HDLs et qu’il est possible de produire

des biocapteurs en immobilisant ’enzyme sur la matrice HDL [38].

s/ }\.'an’\\ at

Overall neutral charge
Chomlcal bonding
: stabilization of blomolecules

As- myoLDH
nanohybrids

o
L4
*

Cellular uptake

Negative charge :>

g N
R "

Repulsion

Figure 19. Transfére de fragment d’ADN jusqu’a la cellule par les HDLs [38]
1V.6.1.3. HDL comme nano véhicule des traitements tumoraux :

L'efficacité du méthotrexate (MTX), qui est un traitement de certain cancer tel que le
cancer de sein , peut étre limitée par sa demi-vie plasmatique trés courte, et pour une
efficacité de ce traitement (MTX) , Choi et al .,(2013) ont utilis¢é 1’hydroxyde double
lamellaire comme un nano Vvéhicule cible la tumeur dans un modéle de cancer du sein
orthopique , chez des souris porteuses de tumeurs mammaires orthotopiques humaines [54].
L’étude montre que le nano hybride (MTX-HDL) a présenté un effet de ciblage supérieur
résultant en une efficacité anti tumorale élevée induisant une réduction de 74,3% du volume
tumoral par rapport au MTX seul, et par conséquent, des avantages de survie importants, et il
a permet 1’inhibition de la prolifération cellulaire tumorale , de plus cette étude montre que le
nano hybride (MTX-HDL) fournit un systeme de support non toxique pour l'administration

de médicaments de tumeurs [54].
IV.6.1.4. HDLs et Autres propriétés thérapeutiques

D’autre part, des maladies liée a des déficiences en fer sont révélées et traité par des
phases HDLs a base de Mg, Al et de Fe, ou encore utilisées comme inhibiteurs de caries en

tant qu’un additif aux pates dentaires [11]
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En outre, les propriétés d’échange anionique contribuent a d’autres applications médicales.
Des molécules biologiquement actives comme des acides carboxyliques chargé négativement

peuvent étre intercalés dans les HDLs afin d’induire une libération controlée [38].

Ces molécules peuvent étre des agents cardiovasculaire ou encore anti-inflammatoire. Plus
particuliérement, 1’intérét remarquable des HDLs a été¢ généré en utilisant ce type de
matériaux dans le stockage et le relargage contr6lé des biomolécules telle que, des
médicaments ou des vitamines sensibles a I’environnement , cette intercalation permet aux
vitamines d’acquérir une stabilité vis-a-vis de la lumicre, de la chaleur et de 1’oxygéne

qu’elles n’ont pas lorsqu’elles sont en solution [52].

De plus, des nano hybrides bio-inorganiques sont obtenus par intercalation de
macromolécules biologiques (ADN, adénosine triphosphate, nucléosides) dans des HDL Mg-
Al-No3, qui ont des applications potentielles pour le transport ciblé dans des organismes

vivants, pour la livraison de matériel génétique aux cellules [52].
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Introduction :

La realisation de cette étude nécessite deux volets expérimentaux a savoir a savoir :
la synthése des hydroxydes double lamellaires HDLs et 1’expérimentation animale qui
consiste a I’introduction par voie orale des HDLs dans le tube digestif d’un rongeur apres
irritation de la muqueuse gastrique par un anti-inflammatoire non stéroidien. Dans le but de

vérifier la capacité protectrice de ce produit.

I. Synthése des hydroxydes double lamellaires

La synthese des hydroxydes double lamellaire a été réalisé au niveau de laboratoire
166 du département de Genie des Procédés, la faculté de Technologie a I’université
« BLIDA.1. ». L’objectif de I’étude consiste dans un premier temps, a préparer le principe
actif a base d’HDL en utilisant les sels de magnésium et d’aluminium pour obtenir des phases
d’hydroxyde de type (Mg-Al-COg).
En dernier lieu, nous procédons a la formulation de la suspension avec le Mg-Al-HDL comme
principe actif.

1.1. Matériels

Pour la synthése d’hydroxyde double lamellaire, et la préparation des solutions
aqueuses dans les différentes conditions expérimentales, nous avons utilisé des matériaux tel
que, les produits chimiques, les verreries, les appareils et quelques autres matériaux qui sont

mentionnés dans 1’annexe (voir annexe A).
1.2. Méthode de synthese

Le solide Mg-Al HDL a été préparé par la méthode de Co-précipitation a pH =10, qui

consiste a mélanger deux solutions, le protocole de préparation est illustré sur la figure 20.
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Solution A: Solution B :

MgC'Z 6H20 Na,CO3
+ +

AICl3, 6H20 NaOH

! !

Mélange des deux solutions A et B
goutte a goutte sous agitation a une

température ambiante et pH a 10

!

Laisser le mélange dans un bain d’huile pendant
15h a 60°C

!

Filtration et lavage a I’eau
distillée

Séchage a I’étuve pendant 24 h a 70°C

!

< Broyage de solide avec un mortier >

( Produit final Mg-Al-HDL )

Figure 20. Etapes de préparation des HDLs par la méthode de Co-précipitacion
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1.2.1. Etape 1 : préparation des solutions A et B

1.2.1.1. Solution (A) : Contient un mélange de sel de chlorure d’un métal divalent M(II)
(Cl3).6H,0 (M=Mg) et de sel de Chlorure d’un métal trivalent : M(I11) (Cl3).6H,O (M= Al),

définie par un rapport molaire égal a 2 [55].

- Dans une erlenmeyer bien sec, sont dissout 26,835g de MgCl, (6H,0) dans de 200 ml

I’eau distillée.

- Dans une autre erlenmeyer on dissout 15,935g de AICI; (6H,0) dans 200 ml d’eau

distillée.

Nous avons mélangé les deux solutions ainsi préparées dans un bécher de 500 ml a I’aide d’un

agitateur magnétique.

1.2.1.2. Solution (B) : Contenant 1M de carbonates de sodium (Na;CO3) et 2M d’hydroxydes
de sodium (NaOH).

- Dans une erlenmeyer bien sec, sont dissout 169 de NaOH dans de 200 ml I’eau

distillée.

- Dans une autre erlenmeyer on dissout 21,2g de Na,CO3 dans 200 ml d’cau distillée.
Nous avons mélangé les deux solutions ainsi préparées dans un bécher de 500 ml a I’aide d’un
agitateur magnétique [55].

Le mélange des deux solutions A et B est préparé, en versant goutte a goutte et au méme temps

400 ml d’une solution (A) avec 400 ml d’une solution (B) a I’aide de deux ampoules a

température ambiante sous une forte agitation et a pH constant de valeur 10 + 1 (Fig. 21).

Figure 21. Co-précipitation des deux solutions A et B
30



CHAPITRE 1l

MATERIELS ET METHODES

1.2.2. Etape 2 : la cristallisation
Lorsque la réaction de précipitation est achevee, le gel résultant est mis dans un bain
d’huile a 60°C pendant 18 heures afin de permettre la croissance des cristaux (fig. 22).

Figure 22. Cristallisation du gel résultant

1.2.3. Etape 3 : la filtration et lavage des cristaux formés

La solution obtenue est ensuite filtrée et lavée plusieurs fois avec 1’eau distillée pour
éventuellement éliminer les chlorures ou le contr6le de degré de propreté du gel se fait par
I’ajout des gouttes de solution d’AgNOs3 (0,1M) (fig. 23).

Figure 23. Lavage de la solution obtenue
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1.2.4. Etape 4 : le séchage
Le produit est sécher a 1’étuve a 70°C durant 24 h (fig. 24).

Figure 24. Produit final avant et apres séchage

1.2.5. Etape 5 : le broyage
Le produit obtenu est sous forme d’un solide frittable, est broyé en suite a I’aide d’un

mortier, ce qui donne une poudre trés fine (Fig. 25).

Figure 25. Produit final aprés broyage Mg-Al HDL
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I.3. Caractérisation du Mg-Al-HDL
1.3.1. Spectroscopie infrarouge a transformée de fourrier (IRTF)
1.3.1.1.Principe

Les spectres infrarouges ont été réalisés avec un appareil Perkin Elmer dans
le domaine situé entre 4000-400 cm™.
Cette technique est tres puissante pour mettre en évidence les bandes de vibrations des
liaisons formant le matériau lamellaire, elle nous a permis aussi de détecter la présence
d’anions carbonates, via la bande de vibration caractéristique (CO3z)> aux alentours de

1360cm™[56].

1.3.1.2. Mode opératoire
Les échantillons sont confectionnés sous forme de pastilles circulaires constituées
de 2 mg de produit répartie dans 200 mg de bromure de potassium (KBr) utilisé comme

support.

1.3.2. Diffraction de rayons X (DRX)
1.3.2.1. Principe :

L’analyse DRX est effectuée essentiellement par la méthode des poudres, une
technique facile a réaliser, rapide et non destructive avec laquelle on peut avoir des
renseignements sur le feuillet et sur I’espace inter feuillet, et on peut identifier le matériau par
I’intermédiaire des distances inter réticulaire dpq et de ’intensité des raies de diffraction

correspondantes [42].

1.3.2.2. Mode opératoire

Une quantité de quelques grammes de poudre bien fine est placé sur une plaguette en
une surface la plus réguliére possible ; la plaquette est positionnée au centre goniometre de tel
maniere que le faisceau diffracté soit focalisé sur le détecteur, la surface irradié comprend des
milliers de grains qui nous donnent des informations fiables sur la structure de poly-cristal.
Les résultats sont identifies par un logiciel spécialisé de type « Miniflex » ; les pics sont

compareés avec le Diffractogramme de référence des matériaux lamellaire [11].
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I.4. Préparation de la formulation suspension buvable
1.4.1. Matériels

1.4.1.1. Appareillages

Le matériel utilisé dans le cadre de ce travail est dédié spécifiguement a la formulation
d’une suspension buvable :

= Un agitateur magnétique muni d’un thermocouple (STUART) pour la dissolution de
méthyle et propyle parabéne pour le mélangeage des suspensions.

= Une balance électronique (OHAUS-AR124CN) pour la pesée des matiéres premieres.

= Un pH metre (HANNA INSTRUMENTS HI 2210 PH MOTOR) pour la mesure du pH
de suspension.

= Un homogénéisateur (IKAT1.BASIC_ulta turraxrotor/stator) pour 1’homogénéisation de
la suspension.

1.4.1.2. Réactifs et matieres premiéres

La formulation d’une suspension buvable nécessite la présence d’un principe actif qui

est le Mg-Al-HDL et des excipients qui sont mentionnés dans le tableau 5 [11].

34



CHAPITRE 1l

MATERIELS ET METHODES

Tableau 5. Réactifs de la formulation d’une suspension buvable

Nom Usuel Formule chimique Concentration % Role
dans les suspensions
Sorbitol CeH1406 70 Dans les preparations

liquides le sorbitol est
utilisé comme un
humectant et comme
agent stabilisateur de
médicament,
édulcorant et
suspensions antiacides

Saccharine sodique C7H4sNNaO3S (0,075-0,6) La saccharine est un
édulcorant, elle est
fréqguemment utilisée
dans les formulations
pharmaceutique tel
que les suspensions,
son pouvoir
édulcorant est
d’environ 300 a 600
fois a celui de
saccharose

Méthyle parabene CgHgO3 (0,015-0,2) Le méthyle parabéne
et propyle parabéne
jouent le role de
conservateur dans la
Formulation du

Maalox®
Propyle parabene C10H1203 (0,01-0,02) Conservateur
Xanthane (C35H49029) n 0,2 Agent gélifiant et
suspendant

1.4.2. Mode opératoire

Dans un premier lieu, Nous incorporons a une quantité appropriée d’eau purifiée de la
saccharine sodique sous agitation jusqu’a dissolution totale. Le sorbitol est ensuite ajouté
avec le principe actif Mg-Al-HDL sous agitation puis le Xanthane ajouté en dernier,
graduellement pour éviter la formation des grumeaux. A la fin, une quantité de conservateurs

est ajoute et le tout est placé dans I’homogénéisateur [11].
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Il. Expérimentation animale
11.1. Matériel biologique
Un total de 40 souris males de type Balb/c (Mus musculus) (fig. 26), pesant

de 40 & 50 g élevé au laboratoire de I’Institut Pasteur d’Algérie (IPA), ont été obtenues apres

avoir 1’autorisation du service des animaux.

Figure 26. Souris Balb/c (photographie originale)

L’expérimentation devait étre réalisée au niveau de 1’animalerie de la Faculté des
Sciences de la Nature et de la Vie a I’Université de Blida 1.
Les souris ont éte élevées, apres marquage et répartition en lots, dans des cages en polystyréne
au sein de l’animalerie de 1’université de Blida 1, recevant une alimentation et un
abreuvement adlibitum (acces libre a 1’eau et a la nourriture aliment bouchon) et un cycle de

12 h lumiere/12h obscurité a une température ambiante maintenue a 25 + 2 °C.

I1.2. Induction de ’ulcére gastrique par I’indométacine
11.2.1. Protocole

L’activité anti-ulcere de la suspension HDL doit étre testée sur 1’ulceére expérimental
induite par [D’indométacine, selon le protocole de Djahanguiri, avec quelques
modifications [57].

Les souris ont été réparties de maniére aléatoire en quatre lots (n= 10), et doivent étre privées
de nourriture 18 heures précédant chaque expérimentation. Ces derniéres doivent étre privées
d’eau, pesées puis marquées une heure avant que les différents traitements leurs soient

administrés par voie intra-gastrique. MAALOX® & 750mg/kg, ainsi que les différentes
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concentrations d’HDL 80-750mg/kg doivent é&tre administrées une heure avant
I’administration de 25mg/kg de I’indométacine [57-59].

Les souris sont divisés en quatre groupes différents selon le type de traitement qui leurs a été
administre.

Groupel : témoin acces a 1’eau physiologique seule.

Groupe? : introduction par gavage de I’indométacine et vehicule CMC (la solution de CMC
doit étre préparée en dissolvant la poudre de carboxymethyl cellulose & 0,8g dans 100 ml
d’eau distillée) + indométacine a 25mg/kg.

Groupe 3 : introduction par gavage de la suspension HDL de 5ml/kg a des doses (5 souris
80mg/kg et 5 souris 750mg/kg) et I’indométacine a 25mg/kg.

Groupe 4 : pour le test standard, introduction par gavage de MAALOX (Hydroxyde de
magnésium + hydroxyde d’aluminium) 750mg/kg dans Sml/kg d’eau distillé et
(’'indométacine a 25mg/kg + la solution CMC).

11.2.2. Sacrifice et dissection

Les souris doivent étre sacrifiées 4 heures suivant I’administration de I’indométacine,
par dislocation cervicale sous anesthésie au chloroforme. Les estomacs doivent étre préleves
suite a une dissection ventro-médiane, ces derniers seront incisés selon la grande courbure,

lavés avec une solution saline puis étalés sur une lame en verre et observés sous la loupe.
11.3. Etude histologique
11.3.1. Méthode Histologique

Apres dissection le prélévement de I’estomac et le lavage a 1’eau physiologique, une
observation macroscopique est effectuée, les zone d’intérét sont sélectionnées. Par la suite, les
tissus sont passés par plusieurs traitements. Les différentes instruments et réactifs utilisés sont

mentionnés dans I’annexe B.

11.3.1.1. Fixation

Afin de conservé la microstructure et les composants des tissus a un état aussi proche
que possible de I’état vivant. La fixation entraine un durcissement ce qui permet de maintenir
les diverses formations tissulaires en place, ainsi ces cellules seront protégées contre les
attaques bactériennes, les distorsions et les rétractions. La fixation doit se faire

immédiatement aprées le prélevement, les échantillons sont placés dans des cassettes en
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plastique et plongés dans un liquide fixateur qui est le formaldéhyde tamponné a 10%,

pendant au moins 24 h plusieurs jours et & une température ambiante (25°C) [60-63].

11.3.1.2. Déshydratation

C’est étape indispensable avant I’imprégnation, la paraffine n’étant pas miscible a
I’eau, les pieces fixées devront étre déshydratées dans des bains d’alcool a degrés croissants.
La durée du cycle de déshydratation dépend de la nature des échantillons et de leurs tailles
[61].
Les cassettes contenant les tissus fixés sont placés dans des bains d’alcool a degré croissants
100, 90, 70 (2 bains pour chaque concentration), et on laisse les cassettes pendant %2 une

demi-heure pour chaque bain. Cette étape vise a remplacer graduellement 1’eau avec 1’alcool.

11.3.1.3. Eclaircissement et imprégnation

Cette étape a pour objectif de remplacer I’alcool contenu dans les tissus par le xyléne,
celui-ci est un solvant puissant de la paraffine. Cette étape permet la pénétration de la
paraffine et I’éclaircissement de 1’échantillon.

Les tissus contenus dans les cassettes sont placées dans deux bains de xylene pendant une
demi- heure pour chaque bain. , puis imprégner dans deux autres bains de paraffine liquide
chauffée a 60° C, pendant une demi-heure h pour le premier bain et pendant une nuit pour le

deuxiéme bain.

11.3.1.4. Inclusion a la paraffine

Cette étape permet I’enrobage du tissu imprégnée introduisant les échantillons dans
des moules métalliques préalablement chauffés (fig.27). Un faible volume de paraffine est
alors introduit dans le fond du moule dans lequel les tissus seront immergés. Une fois la
paraffine durcie, le moule est rempli jusqu'a ras bord de paraffine, ce qui permet d'empécher
la remontée des tissus, et la cassette est déposée au-dessus de la paraffine encore liquide. Les
blocs ainsi formés sont laissés a température ambiante pendant 20 minutes puis placés au
congélateur durant une nuit. C’est aprés le démoulage que les blocs peuvent étre coupés au

microtome [63].
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Figure 27. Les étapes de I’inclusion [64]

11.3.1.5. Confection des coupes

Les coupes sont confectionnées a 1’aide d’un microtome (fig. 28). Aprés le montage
du bloc sur le porte-bloc du microtome et ’orientation dégrossissement et le réglage de
I’épaisseur a S5pm, des rubans de paraffine contenant le tissu sont obtenus. Ces rubans sont

déposés délicatement dans un bain marie réglé a 45°C. Puis étalé sur lames gélatinées.

]
s\\x‘ R’A‘

Figure 28. Confection des coupes a partir d’un bloc de paraffine

11.3.1.6. Coloration

1. Déparaffinage

Les lames doivent étre déparaffinées avant leur coloration par 1I’immersion dans deux

bains de xyléne pendant 10 min chacun.

2. Réhydratation

Elle se fait on plongeant les lames dans différents bains d’alcool d’ordre décroissant,
alcool 100, 90 puis a 70 pendant deux minutes, puis un ringage avec 1’eau courante pendant

une minute.

39



CHAPITRE 1l

MATERIELS ET METHODES

3. Coloration a ’Hématoxyline-Eosine (H&E)

Elle a pour but de différencier topographiquement les constituants tissulaires. Dans la
coloration (H&E) I’hématoxyline colorant bleu est acidophile, il colore les structures
nucléaires en bleu. L’éosine colorant rouge est basophile, il colore le cytoplasme en rose [60]

(voir fiche technique, annexe C).

11.3.1.7. Montage
1. Déshydratation

Aprés coloration, il est nécessaire de faire une déshydratation, les coupes sont
trempées dans différents bains d’alcool a degré croissant 70, 90, 100 pendant deux minutes.
Suivie de deux bains de xyléne de 15 minutes chacun. Cette étape nous permet d’éliminer

I’eau présente dans les coupes.

2. Conservation et collage entre lame et lamelle

Les lames colorées doivent étre protégées contre ’altération pour rendre possible
leurs examens microscopiques a long terme. Dans ce but les tissus sur les lame son recouvert
par un milieu de montage comme : I’Eukit. Les lames ainsi préparées peuvent archivées sans

risque.

11.3.2. Observation au microscope optigue

Les lames ainsi préparées sont mises a observer au microscope optique avec les

grossissements x100 et x400 (oculaire et objectif).
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I. CARACTERISATION DU Mg-Al-HDL
L’identification des hydroxydes doubles lamellaires fait appel a plusieurs techniques
De caractérisation qui nous permettent de connaitre leur nature, leur structure, et leur

classification. Parmi les plus importantes on peut citer :

I.1. Diffraction des rayons X
La diffraction des rayons X permet d’identifier la nature des phases cristallines et les
paramétres de la maille élémentaire d’un solide cristallin [65]. Dans notre cas, cette technique

permet d’avoir des renseignements sur le feuillet et sur I’espace inter feuillet des matériaux.

Nous présentons le diffractogramme de Mg-Al-HDL sur (fig 29).

Commander Sampie 1D (Coupled Two T heta/Thets)
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Figure 29. Diffractogramme d’un échantillon de Mg-Al-HDL non calciné [11]

Le Diffractogramme montre que I’allure est bien cristalline du fait de la présence de

plusieurs pics caractérisant I’hydroxyde double lamellaire.

Nous remarquons la présence de la raie (110) rencontrées dans ces composés a structure
lamellaire qui correspond que la distance inter réticulaire d(110) représentant la moitié de la
distance métal-métal dans les feuillets. Alors que la raie (003) qui correspond a la distance
inter réticulaire d(003) correspond a la distance inter feuillet est inexistante a cause de la

détection de I’appareil qui commence a partir de 20 égale a 15.
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1.2. Spectroscopie infrarouge a transformée

de Fourier (IR)

La spectroscopie infrarouge est une technique analytique simple et rapide permettant
de déterminer la présence de divers groupes fonctionnels. Dans cette étude, les analyses

infrarouge ont été réalisées sur un spectrophotometre a transformé de Fourier (FTIR). Les

spectres infrarouges se situent dans la partie compris entre 4000et 400 cm-1 [66].

L’étude se fait sur un échantillon broye, puis mélangé au bromure de potassium (KBr) sous

Forme de pastille. Le spectre infrarouge de HDL est représenté sur (fig. 30).

Abaohanca

4000 3000
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Figure 30. Spectre IR de I’échantillon Mg-Al-HDL non calciné [11]

Le tableau 6 regroupe les principales bandes de Mg-Al-HDL dans le spectre IR.

Tableau 6. Principaux bandes

d’un HDL dans le spectre IR [11]

Une large bande aux environs de 3400 cm’

liés aux différents métaux

métaux Petite bande de vibration observée

au voisinage de 3000 cm™

L’¢longation des molécules d’eau liées aux

anions carbonates (CO5)

Bande de vibration observée au voisinage de
1630 cm’

Déformation des molécules d’eau

intercalées

Bande de vibration observée au voisinage de
1380 cm™

I’élongation antisymétrique du carbonate

inter lamellaires (COs ?)
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I1. Effet de ’indométacine et pathologie cellulaire et moléculaire de I’ulcérogenése

L'ulcere gastriqgue est une maladie caractérisee par une aggravation des zones
d'inflammation avec une perte de substance de la muqueuse d'au moins 0,5 cm de diametre
atteignant la musculaire muqueuse. Cette altération histopathologique résulte d’un
déséquilibre entre la production de I’HCI et la pepsine gastrique, et les mécanismes de
défenses de I’intégrité de la muqueuse [6] [14]. On retrouve parmi les principales causes de ce

trouble, les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) [7].

L’administration intra-gastrique de I’indométacine (25mg/Kg) a des souris, pourrait engendrer
des lésions gastriques au niveau de la partie glandulaire de I’estomac correspondant a des
ulcérations et se manifestant par des rougeurs de la muqueuse en signe
d’hémorragies, d’autres signes visibles sont des cedémes et inflammations en réponse aux

ulcérations B (fig. 31) [57].

D’autre part, les estomacs des souris du groupe témoin A (fig. 31) ne présentent aucune des

Iésions décrites précédemment [57].

Figure 31. Photographie d’estomac de souris.

A. sain (témoin), B. ulcéré par I’indométacine [57]

De plus, I’administration de I’indométacine entraine une augmentation significative de la zone
de l'ulcere gastrique dans la muqueuse de I'estomac, par rapport au groupe normal non traité
(* P <0,05) [68].
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Les lésions gastriques ont été jugées en mesurant la zone de l'ulcere gastrique sur la surface de

la muqueuse gastrique dans tous les groupes expérimentaux (fig. 32) [68].
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Figure 32. Le taux de lésions gastrique induites par I’administration d’indométacine [68]

Autres études, montre que [’administration d'indométacine par une injection
intrapéritonéale avec une dose de (30 mg /kg), a causé un indice d'ulcere remarquablement
élevé (21,6 £ 2,01) lorsque on compare par rapport au groupe témoin [Les données

représentent la moyenne + S.E.M. d'observations de 8 rats] (tab .7) [12].

Tableau 7. Indice de I’ulcére induit par ’administration d’indométacine [12]

Groupes Induction ulcere
Témoin 1.1+0.01
Indométacine 21.6£2.01

(Abdallah et al., 2011), ont montré 1’effet ulcérogene de I’'indométacine sur le rat. L'estomac

de rats du groupe témoin (A) (fig. 33) a révélé une muqueuse gastrique normale [12].

Par contre, I'estomac de rats du groupe (B) (fig. 33) traiter par I’indométacine (IND) a montré
une nécrose de la lame épitheliale, congestion des vaisseaux sanguins associee a une

infiltration massive de cellules leucocytaires dans lamina propria [12].
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Figure 33. Micrographies d'estomacs de rats traités a indométacine
A, B-1(X 100), B-2( X 200)
(A) contrdle, (B) traités aves indométacine.
Coloration Hématoxyline-Eosine) [12]

(B-1) montre une nécrose de la lame épithélial (fleche courte), congestion des vaisseaux
sanguins (fleche longue), associés avec cedéme sous muqueux (téte de fleche).

(B-2) montre une infiltration massive de cellules leucocytaires dans la lamina propria. .

Plusieurs recherches ont montré que I’indométacine a la capacité de provoquer l'ulcére
gastrique par la genération de radicaux libres, I’initiation de la peroxydation lipidique qui fait
diminuer les niveaux des antioxydants enzymatiques, l'inhibition de la synthése des

prostaglandines et I’infiltration des leucocytes [12], [69].

L’inhibition de la biosynthése des prostaglandines endogénes par I’inhibition de Ia
cyclooxygénase (enzyme responsable de la synthése des prostaglandines) est le principal
mécanisme d’induction de 'ulcére par I’indométacine. En effet le mécanisme par lequel
I’indométacine provoque des ulceéres gastriques comprend essentiellement 1’inhibition non
sélective de la cyclo-oxygénase 1 (COX-1) et la cyclooxygénase 2 (COX-2) qui sont des
enzymes responsables de la synthése des prostaglandines, conduisant ainsi a des dommages

de la muqueuse et laissant apparaitre au final des ulcéres gastriques [70-71].

Le traitement des souris par I’indométacine produit des blessures gastriques associées a une
diminution significative des taux des prostaglandines E2 (PGE2) [72]. Les prostaglandines
jouent un réle cytoprotecteur important au niveau de la muqueuse gastrique en exercant une
influence positive sur la sécrétion du mucus et du bicarbonate sur les cellules de I'épithélium

de surface et sur la circulation des muqueuses [73-74].
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De plus, il a été rapporté que I’indométacine est capable de générer des especes réactives de
I’oxygéne (ERO) comme 1’anion superoxyde (O, ) ; le peroxyde d’hydrogéne (H,0,) et le
radical hydroxyl (OH), ce qui favorise la peroxydation lipidique [75].

En effet les EROs, particulierement le radical hydroxyl, initie la peroxydation des membranes

cellulaires et libére ainsi le radical ‘peroxyl lipidique’. Ce dernier induit & son tour la
peroxydation d’autres lipides, enléve un groupement hydrogéne a partir des acides gras et
commence une reaction en chaine dans laquelle le produit final est le malondialdéhyde
(MDA) (indicateur de peroxydation lipidique) [58].

Cette série d’événements conduits éventuellement a une augmentation dans 1’activité de la
myéloperoxydase (MPO), une enzyme clé dans la formation de 1’acide HOCI a partir du H,0;
lors de la présence des ions de chlorure [76]. Cette enzyme (MPQO), est souvent secrétée par
les leucocytes activés. Sa surexpression est communément associée a des affections
inflammatoires, elle est donc considérée comme un indicateur fiable de 1’infiltration des
neutrophiles leucocytes. De récentes études ont rapporté que I’infiltration des neutrophiles au

niveau de la muqueuse gastrique est impliquée dans 1’ulcére induit par I’indométacine [77].

I11. Effet protecteur des HDLSs

Les antiacides contenants de l'aluminium et du magnésium comme Hydrotalcite, ont
montré qu'ils exercent une puissante action protectrice des muqueuses contre
divers facteurs nocifs, notamment I'éthanol, la pepsine, acides biliaires, stress, ischémie
et les AINS [78-79].

D’aprés les résultats de (Lambrecht et al., 1993), I’administration d’hydrotalcite a diminué
les Iésions gastriques induites par I’éthanol ou I’indométacine, et I’acidification d’hydrotalcite

augmentant nettement 1’effet (Fig. 34) [60].

D’apreés une comparaison entre 1’hydrotalcite et 1’hydrotalcite acidifi¢ sur des dommages
induits par I’éthanol ou I’indométacine, montre que 1’acidification des hydrotalcites améliore

leur effet dans la diminution d’altération des lésions gastrique [60].
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Figure 34. Effet de I'hydrotalcite sur les Iésions gastriques induites par I'éthanol ou

I'indométacine [60]

Les rats ont été traités par voie orale avec de I'hydrotalcite non modifié (um) ou acidifié (acid)
60 minutes avant I'administration orale d'éthanol (1-5 ml) ou d'indomeétacine (20 mgl/kg) [60].

Les résultats sont exprimés en pourcentage d'inhibition des dommages produits par I'éthanol
(indice de lésion 47 (4), n = 12) ou indométacine (indice de lésion 21 (3), n = 12) chez des
rats témoins traités avec un véhicule méthylcellulose (MC). Chaque point représente la

moyenne (SEM) de 6 expériences [60].

Une protection par hydrotalcite a également été observée lorsque le médicament était
administre jusqu'a 2 heures apres I'administration d'indométacine (fig. 35). L'administration
orale d'indométacine (20 mg / kg) seule produit des lésions mineures de la muqueuse
gastrique (indice de lésion 5 (3), n = 4) en 2 heures [60]. Cela peut expliquer I'indice de lésion
Iégérement plus élevé chez les rats recevant de I'hydrotalcite 2 heures apres I'indométacine
(fig. 35) [60].
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Figure 35. Atténuation des lésions gastriques induites par ’indométacine apreés

I’administration de I’hydrotalcite [60]

Les AINS peuvent causer des Iésions de la muqueuse gastrique chez ’homme en plus
des animaux de laboratoire en inhibant la biosynthése des PG, agissant ainsi comme
inhibiteurs de la cyclooxygénase [80]. Ces données suggerent que la PG joue un réle

physiologique dans le maintien de l'intégrité de la muqueuse gastrique.

Des études récentes ont montré que I'ARNm et la protéine de COX-2 étaient fortement
exprimés dans l'estomac ulcéré de la souris, avec une augmentation parallele
de la PG muqueuse, suggérant un réle important de la COX-2 dans la guérison des ulceres
gastriques [81].

Une étude a clairement montré une régulation a la hausse de I’expression de la COX-2 dans
la muqueuse gastrique et duodénale apres une ulcération avec augmentation concomitante de
la production de PGE2 [81].

48



CHAPITRE I

RESULTATS ET DISCUSSION

IV. Processus cicatriciel et thérapeutique des HDLs

Le mécanisme de cicatrisation du tissu altéré, implique plusieurs étapes telles que la
formation du tissu de granulation (ou « bourgeon charnu » un tissu transitoire qui va combler
la perte de substance résultant de 1’agression et de la détersion [81]), la contraction du tissu
ulcéré et ré-épithélialisation [82]. Ces processus sont régulés par des facteurs de croissance,
tels que le facteur de croissance épidermique (EGF), le facteur de croissance basique des
fibroblastes (bFGF), le facteur de croissance dérivé des plaquettes et dautres cytokines
produites localement par la régénération des cellules. Le monoxyde d’azote (NO) est
maintenant reconnu comme un médiateur pivot de la muqueuse, en exercant actions similaire
des PG dans le tractus gastro-intestinal [83]. Les deux médiateurs sont capables de moduler le
flux sanguin muqueux, la production du mucus et du bicarbonate, la sécrétion et la réparation

des lésions muqueuses [84-86].

(Konturek et al., 1989), (Tarnawski et al., 1998), (tarnawski et al., 2000) ont
montré que les antiacides et en particulier 1’hydrotalcite comportent différentes mécanismes
d’actions protectrices tels que ; I’activation des Cox1 et Cox2 dans la muqueuse gastrique ce
qui permet I’augmentation de la synthese et la libération des prostaglandines, I’augmentation
de la sécrétion de bicarbonate et de mucus, la liaison et I’inactivation de la pepsine, la

lysolécithine, les acides biliaires et les toxines de H. pylori [ 87],[88],[80].

L’administration des hydrotalcite permet aussi 1’activation de la réponse au choc thermique
conduisant & une augmentation des niveaux de protéine de choc thermique (HSP), en
particulier HSP-70 dans les cellules de la muqueuse gastrique [87],[88],[80]. En plus il a la
capacité d’activer la Cox2 et le bFGF dans les cellules endothéliales, ce qui permet de
protéger I'endothélium micro-vasculaire. Il permettrait aussi de maintenir le flux sanguin

mugueux, et la stimulation de I'oxyde nitrique synthase et les macrophages [88].

L’Hydrotalcite stimulerait aussi les nerfs sensoriels, conduisant & une libération accrue de
peptide lié au gene de la calcitonine (CGRP), ce qui conduit a son tour a l'activation de
I'oxyde nitrique et a la vasodilatation. [80],[87],[88].

(Schmassmann et al ., 1994) montrent qu’aprés le traitement aux antiacides, la

marge de l'ulcére était épaisse et bien reconstruite (fig. 36), la structure glandulaire épithéliale
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était bien remodelée, le tissu conjonctif entre les glandes était rare et la lumiére de la glande
était petite (fig. 37) [86].
o g o

Figure 36. Aspect microscopique de la marge de l'ulcére gastrique au jour 8 chez les rats
traités aux antiacides. (Hématoxyline et éosine, grossissement d*origine X 100, X200)
[86]

Figure 37. Aspect microscopique de la cicatrice de I'ulcére gastrique muqueux au jour
15 chez les rats traités aux antiacides (hématoxyline et éosine,
grossissement X 100, X 200) [86]

Au cours de traitement par les antiacides, la muqueuse au bord de l'ulcére forme une zone de
cicatrisation qui subit des changements de structure et de composition cellulaire. Ce processus
est principalement contr6lé par des facteurs de croissance comme facteur de croissance

épidermique (EGF) [90-91]. Les cellules dédifférenciées et proliférantes migrent de la marge
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de l'ulcére sur le tissu de granulation pour réépithélialiser la base de l'ulcere lorsque
I'infrastructure du tissu conjonctif le permettrait [91].

L'analyse histomorphométrique de la cicatrice de l'ulcére muqueux apres 1’utilisation des
antiacides a montré beaucoup plus de cellules épithéliales glandulaires, moins de tissu
conjonctif entre les glandes et moins de lumiére glandulaire chez les rats traités aux antiacides
[92-94]. Ces résultats soutiennent I'affirmation selon laquelle les antiacides similaires au
sucralfate sont trophiques pour les cellules épithéliales glandulaires dans la cicatrice de
l'ulcere en augmentant la proliféeration cellulaire probablement grace a une expression
améliorée des facteurs de croissance et de leurs récepteurs [92-94]. Comme cette action
trophique n'a été observée jusqu'a présent que pour les deux antiacides contenants de
I'aluminium, I'hydrotalcite et MAALOX (hydroxyde d’aluminum + hydroxyde de
magnésium), l'aluminium peut étre lun des composés chimiques pertinents

pour cette action [78].

L’antiacide hydrotalcite accélere la guérison des 1ésions aigués de la muqueuse gastrique.
Ceci est accompli par plusieurs différents mécanismes tels que la protection contre les
dommages causés par l'acide et la pepsine, en activant des genes codant pour I’EGF et son
récepteur et le facteur trefle 2, qui favorisent la réépithélialisation ou la croissance épithéliale
en stimulant I'angiogenése via une régulation positive des génes codant pour les facteurs pro-
angiogeniques [96]. De plus, la régénération et cicatrisation des ulceres et l'activation de

génes codant pour le bFGF et ses récepteurs, ce qui entraine une angiogenese accrue [95].

(Delarco et al ., 2003) ont réalisé une étude in vivo sur des souris était faite pour
¢tudier ’effet de (80 mg / kg) d’hydrotalcite (Mg-Al-CO3) intercaler avec 1’indométacine

pure en comparant avec des ulcéres induites par la méme dose d’indométacine pure [96].

Les résultats avaient montré que 1’indométacine intercalée avec I’hydrotalcite produit moins

de dommages gastriques (70%) par rapport aux dommages induits par I’indométacine pure
(88%) [96].

Ces résultats démontrent que l'intercalation des indométacines avec d'hydrotalcite réduit les
dommages gastriques [96], et cela confirme la capacité des HDLs dans le traitement des

ulceres.
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Dans ce modeste travail, nous nous sommes intéressés a la synthése et la formulation
d’argile anionique I’HDL-Mg-Al. L’objectif fixé est pour étudier leur effet thérapeutique sur

la muqueuse gastrique des souris qui ont subi une ulcération.

Les hydroxydes double lamellaires sont des argiles anionique appartient a la classe
hydrotalcite, qui sont facile a synthétisés au laboratoire et leurs production ne prend pas

beaucoup de temps et elle n’est pas couteuse.

Dans le domaine médical ’HDL est utilisé pour leurs propriétés basiques et leur pouvoir
tampons dans le traitement des secrétions d’hyperacidité gastrique, il a aussi une action

antipepsiniques et peut agir contre les ulceres gastrique.

De plus, grace a leurs propriétés acido-basiques, I"'MgAICO;3 est utilisée comme agent-
antiacide, en ramenant le pH gastrique a une valeur optimale de 3 a 6 aprés une administration
par voie orale. Aussi les phases HDL sont utilisées pour maitriser I’action de I’acide

chlorhydrique et de la pepsine dans 1’estomac.
D’apres des recherches, 1’administration des hydrotalcites permet :

- L’activation des COX1 et COX2 dans la muqueuse gastrique ce qui permet
I’augmentation et la libération des prostaglandines.

- l’augmentation de la sécrétion de bicarbonate et de mucus.

- la liaison et I’inactivation de la pepsine, la lysolécithine, les acides biliaires et les
toxines de H. pylori.

- Activation du facteur de croissance de base des fibroblastes (bFGF) dans les cellules

endothéliales, ce qui permet de protéger I'endothélium micro vasculaire

Maintenir le flux sanguin muqueux

L’hydrotalcite accélere la guérison des lésions aigués de la muqueuse gastrique, il
favorise la protection contre les dommages causés par l'acide et la pepsine, par 1’activation
des genes codant pour le facteur de croissance épidermique (EGF), qui favorisent la

réépithélialisation, la régénération et la cicatrisation des ulcéres.

D’aprés ces résultats sur 1’activité des HDLs ou I’hydrotalcite sur la muqueuse gastrique,
confirment que ce dernier & un effet gastro protecteur a 1’échelle cellulaire et moléculaire, et il

possede une puissante action protectrice de la muqueuse gastrique contre les agents agressive.
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Donc on peut dire que les HDLs ont des actions tres intéressantes dans le traitement des
ulceres et I’hyperacidité gastrique.

En perspective nous souhaiterons complétez notre étude, et cela par :

e Une étude de I’action d’hydrotalcite Mg-Al-COj3 sur I’activation des génes codant pour les
facteurs de croissance épidermique (EGF) lient a la réépithélialisation, la régenération de
la muqueuse et la cicatrisation des ulcéres gastrique a 1’échelle cellulaire et moléculaire.

e L ’évaluation de I’activité antipepsine des Mg-Al-CO3 par des essais cliniques in vivo.
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ANNEXE A

Préparation du Mg-Al-HDL

Tableau A.1. Réactifs de la synthése de HDL

Nom usuel Formule chimique | Aspect Valeurs
Chlorure de MqgCl, Solide de formes M : 203,31g/mol
magnésium variables, inodore, Masse : 26,835¢

déliquescent, blanc | Volume : 0,2L
Chlorure AICl;.6H,0 Solide jaune pale M : 241,45g/mol
d’aluminium Masse : 15,9359
hexahydraté Volume : 0,2L
Hydroxyde de NaOH Solide de formes M : 40g/mol
sodium variables, blanc, Masse : 169
déliquescent, Volume : 0,2L
inodore

Carbonate de sodium Na,CO; Poudre blanche M : 105,99g/mol

hygroxopique Masse : 21,29
(anhydre) Volume : 0,2L
Nitrate d’argent AgNO; Cristaux inodores, M :63,01g/mol

incolores
transparents ou

blancs

La guantité est selon

le besoin

Verreries :

Ampoules a décanter de 500ml

- Ballon a fond rond de 1000ml

- Béchers de 500ml et 1000ml

- Cristallisoir 1000ml

- Entonnoir
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Erlenmeyer de 250ml
Fioles a vides
Filtre Bichner

Verre de montre

Appareillage :

Bain d’huile

Balance analytique

Dispositif de filtration a pression réduite

Etuve se séchage avec régulateur de température
PH metre de marque

Plaque chauffante avec agitateur régulateur de température

Autres

Barreaux magnétiques
Mortier

Parier filtre

Pissette

Spatule
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ANNEXE B

Meéthode Histologique

Appareillages

Bain marie
Congélateur
Incubateur
Microtome

Microscope optique

Instruments

Réactifs

Cassettes

boites pétrie
éprouvette

lames et lamelles
des moules
pince

scalpel.

Alcool de concentration croissant et décroissant
colorant hématoxyline et éosine

I’eau de courant

I’eukit

formaldéhyde tomponé10%,

paraffine

xyléne.
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ANNEXE C

Fiche Technique de coloration a I’Hématoxyline-Eosine (H&E)

Les lames sont trempées successivement dans les bains suivants :
e Coloration a I’hématoxyline pendant deux minutes.
e Rincer a I’eau courante pendant deux minutes.

e Coloration a 1’éosine pendant une minute.

e Rincer a I’eau courante pour éliminer 1’exces du colorant.

Figure C.1. Déparaffinage Figure C.2. Réhydratation

Figure C.3. Coloration a ’Hématoxyline-Eosine
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Figure C.5. Eclaircissement

Figure C.4.

Déshydratation

Figure C.6. Montage
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