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Résume |

Résumé

Introduction : Les MICI/MII, ou maladies inflammatoires chroniques de l'intestin, sont des affections
inflammatoires a long terme qui affectent le systéeme digestif. Ces pathologies, peuvent
significativement augmenter le risque du cancer colorectal. Le Célécoxib, a son tour, est un anti-
inflammatoire de la classe des inhibiteurs sélectifs de la COX-2, dont la surexpression est associée a
un mauvais pronostic dans plusieurs types d'affections malignes. L’encapsulation de médicaments est
un domaine en plein essor qui constitue un nouveau mode d’administration des molécules via des
formulations chimiques nouvelles, visant 'amélioration de la fonction thérapeutique et en minimisant
les effets secondaires systémiques.

Objectifs : Evaluation des taux de quelques paramétres sérologiques et immunologiques pour
caractériser I'état inflammatoire systémique de lots comparés de modeles murins avec colite ; traités
au célécoxib formulés chimiquement dans des micelles polymériques ou non, afin d’améliorer sa
fonction thérapeutique et imiter ses effets secondaires.

But : Le but de la présente étude est d’étudier I'effet de I'encapsulation du Célécoxib sur sa fonction
antiinflammatoire avérée dans un modéle d’inflammation du célon provoquée chez les murins.
Matériels et méthodes : Trente (30) souris ont été suivis dans cette étude. Le modéle expérimental
de in-vivo a été induit chez les souris BALB/c males qui sont divisées en 6 groupes : Groupe 1:
Contrble Négatif traité au Tampon PBS- (phosphate-buffered saline), Groupe 2 : Contrdle positif (traité
a l'acide acétique), Groupe 3 : Traitement au PBS et formule vide ; Groupe 4 : Traitement a l'acide
acétique et formule vide ; Groupe 5 : Traitement a I'acide acétique et Célécoxib ; Groupe 6 : Acide
acétique et principe actif encapsulé. n=7/Groupes, sexe; males, age; 21 jours, Ont été soumis a une
étude rétrospective cas/témoins.

Résultats : Les résultats de la numération de la formule sanguine chez six groupes de souris soumises
a différents traitements. Il montre que les leucocytes, les lymphocytes, les granulocytes et les MID ne
sont pas significativement affectés par les traitements, sauf pour les souris ayant recu l'acide acétique
gui présentent une augmentation des lymphocytes et des MID. Il indique également que les plaquettes
et le monoxyde d'azote sont plus élevés chez les souris traitées avec l'acide acétique et le célécoxib,
encapsulé ou non, et que les protéines sériques totales sont diminuées par le célécoxib non encapsulé.
Il conclut que les concentrations d'albumine sérique sont similaires entre les groupes.

Conclusion : L'encapsulation du célécoxib réduit l'inflammation du colon induite par l'acide acétique
chez des souris, en diminuant les marqueurs sérologiques de l'immunité et du stress oxydatif. Cette
activité est comparable a celle du célécoxib seul, mais nécessite une optimisation de la formulation et
de la posologie. L'effet des autres composants de I'émulsion reste a évaluer.

Mots clés : Maladies inflammatoires chroniques de lintestin MICI/MII ; Colite, Célécoxib, Anti-

inflammatoire, Encapsulation, Emulsion.



Abstract Il

Abstract

Introduction: IBD, or chronic inflammatory bowel disease, is a long-term inflammatory condition
affecting the digestive system. These conditions can significantly increase the risk of colorectal cancer.
Celecoxib, in turn, is an anti-inflammatory of the selective COX-2 inhibitor class, whose overexpression
is associated with a poor prognosis in several types of malignancy. Drug encapsulation is a fast-growing
field that represents a new method of administering molecules via novel chemical formulations, with the
aim of improving therapeutic function and minimizing systemic side-effects.

Objectives: Evaluation of the levels of a number of serological and immunological parameters to
characterize the systemic inflammatory state of comparative batches of murine models with colitis;
treated with celecoxib chemically formulated in polymeric micelles or not, in order to improve its
therapeutic function and mimic its side effects.

Aim: The results of blood counts in six groups of mice subjected to different treatments. It shows that
leukocytes, lymphocytes, granulocytes and MID are not significantly affected by the treatments, except
for the mice having received acetic acid which show an increase in lymphocytes and MID. It also
indicates that platelets and nitric oxide are higher in mice treated with acetic acid and celecoxib,
encapsulated or not, and that total serum proteins are decreased by unencapsulated celecoxib. He
concludes that serum albumin concentrations are similar between the groups.

Results: the results of blood counts in six groups of mice subjected to different treatments. It shows
that leukocytes, lymphocytes, granulocytes and MID are not significantly affected by the treatments,
except for the mice having received acetic acid which show an increase in lymphocytes and MID. It also
indicates that platelets and nitric oxide are higher in mice treated with acetic acid and celecoxib,
encapsulated or not, and that total serum proteins are decreased by unencapsulated celecoxib. He
concludes that serum albumin concentrations are similar between the groups.

Conclusion: Encapsulation of celecoxib reduces acetic acid-induced colon inflammation in mice by
decreasing serological markers of immunity and oxidative stress. This activity is comparable to that of
celecoxib alone, but requires optimization of the formulation and the dosage. The effect of the other
components of the emulsion remains to be assessed.

Keywords: IBD/IBD chronic inflammatory bowel disease; Colitis, Celecoxib, Anti-inflammatory,

Encapsulation, Emulsion.
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Introduction

Les MICI/MII, ou maladies inflammatoires chroniques de l'intestin, sont des affections inflammatoires &
long terme qui affectent le systéme digestif. Les deux principales formes de MICI sont la maladie de
Crohn et la colite ulcéreuse (Lautenschlager et al., 2014). Alors que l'inflammation de la colite ulcéreuse
est limitée a la muqueuse et a la sous-muqueuse du cdlon et du rectum et est principalement associée
a une distorsion des cryptes et a des abcés (Gohil and Carramusa, n.d.), la maladie de Crohn est
associée a une inflammation transmurale et a des ulcéres dans I'ensemble de I'appareil gastro-intestinal
(TIG). De méme, elle est associée cliniquement a des fistules, des ulcéres profonds fissurant et des
abcés. La diarrhée sanglante, la fievre, la perte de poids, les douleurs abdominales et/ou les
vomissements font partie des signes et symptémes de la maladie de Crohn et de la colite ulcéreuse
(Head and Jurenka, 2003). Bien que la cause exacte des MICI soit encore méconnue, les théories a ce
sujet incluent des infections, des modifications des bactéries intestinales normales, des troubles auto-
immuns, des facteurs génétiques mais encore certains facteurs environnementaux (Fernandez-Clotet
et al., 2018). Ces pathologies, dans les cas graves, peuvent significativement augmenter le risque
incident du cancer colorectal (Rahimi et al., 2007), représentant la troisieme cause mondiale de déces

(Pan et al., 2018), avec une incidence masculine particulierement plus élevée (White et al., 2018).

Il est généralement admis que les cellules inflammatoires présentes dans le microenvironnement
tumoral sont impliquées dans le processus néoplasique, favorisant la prolifération, la survie et la
migration des cellules. Il semble donc justifié d'administrer des médicaments anti-inflammatoires dans
le cadre d'une thérapie anticancéreuse. L'inhibition de la cyclo-oxygénase-2 est une voie potentielle
associée a la thérapie anticancéreuse, d'autant plus gu'il a été prouvé que la surexpression de cette
enzyme (COX-2) est présente dans les tissus cancéreux et qu'elle est également associée a un
mauvais pronostic dans plusieurs types d'affections malignes chez 'homme (Totoczko-lwaniuk et al.,
2019).

Le célécoxib, est un inhibiteur sélectif de la COX-2. Il est utilisé depuis plus de 20 ans, hotamment
comme anti-inflammatoire, analgésique et antipyrétique. Ces derniéres années, le nombre de
recherche sur les effets antinéoplasiques du célécoxib a considérablement augmenté. Les essais
clinigues concernant le célécoxib se sont principalement axés sur son rble dans le traitement du cancer
du célon, mais aussi d’autres types de cancers, tes le cancer du (sein, poumon, la prostate, I'estomac,
la téte, le cou) (Totoczko-lwaniuk et al., 2019). Bien que la classe des inhibiteurs non sélectifs de la
cyclooxygénase (COX-2) aient été associées a l'exacerbation et a la rémission des MIl, les anti-
inflammatoires non stéroidiens ont été étudiés pour leurs avantages potentiels dans le traitement des
maladies du cblon (Long et al., 2016). Les inhibiteurs sélectifs de la COX-2, tel le célécoxib, ont
démontré une sécurité et une tolérance améliorées chez les patients atteints de MIl (Miao et al., 2014;

Sandborn et al., 2006). D’ailleurs, le célécoxib est toujours disponible sur le marché pour une utilisation
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a court terme, malgré le fait que de nombreux inhibiteurs de la COX-2 ont été retirés en raison de leurs
effets indésirables sur le systéme cardiovasculaire (Miao et al., 2014).

Fait intéressant, le célécoxib (CXB) a démontré des avantages dans la prise en charge et la prévention
de la colite induite expérimentalement (Lee et al., 2014; Bazan et al., 2016), ainsi que la chimio
protection contre le cancer colorectal provoqué par les polypes adénomateux (El-Hady et al., 2020).
Des formulations ciblées sur le colon ont été étudiées pour localiser I'effet du CXB dans le c6lon tout
en minimisant les effets secondaires systémiques afin d'éviter les effets secondaires cardiovasculaires

liés a l'utilisation prolongée du CXB (El-Hady et al., 2020).

Cependant, en raison de sa faible solubilité aqueuse et de sa faible vitesse de dissolution dans le TGl,
le CXB est classé comme médicament de classe Il dans le systtme de classification
biopharmaceutique - sa biodisponibilité est limitée par son faible taux de solvatation -. Sa vitesse de
dissolution dans le célon est donc plus difficile a atteindre vue le faible volume de liquide du cdlon et
de la viscosité élevée de son contenu (Shameem et al., 1995). De ce fait, plusieurs techniques de
formulation ont été utilisées pour augmenter la solubilité du CXB, y compris les dispersions lipidiques
(Jo et al., 2018; Jacobsen et al., 2019), les dispersions solides (Bremmell and Prestidge, 2019; Ding et
al., 2019), les suspensions (Kim et al., 2018), des nanoparticules polymeres (Morgen et al., 2012;

Yakushiji et al., 2018) et des micelles polymeres (Mennini et al., 2014; Mandracchia et al., 2015).

L’encapsulation de médicaments est un domaine en plein essor. Elle constitue un nouveau mode
d’administration de médicaments permettant une amélioration thérapeutique significative. En effet,
aprés I'administration du médicament, la molécule, généralement créée avec comme seul but une
activité thérapeutique, se répand passivement dans 'organisme au gré des systémes circulatoires. Seul
un faible pourcentage des molécules, celles effectivement présentes au site d’intérét, ont I'effet désiré.
De plus, de nombreux médicaments présentent des effets secondaires non désirés, causés par leur
présence et action dans d’autres endroits anatomiques, du fait de leur non-spécificité de biodistribution.

La « dose nécessaire » est donc souvent supérieure a la « dose efficace ».

Dans cette étude, nous discutons une nouvelle formulation de célécoxib encapsulé dans des micelles
polymériques pour améliorer la solubilité du médicament dans le cblon et son activité anti-colite, en
suivant son activité anti-inflammatoire témoin de l'efficacité de I'encapsulation du CXB.

Dans ce sens, I'évaluation des taux de quelques paramétres sérologiques et immunologigues
marqueurs de I'état inflammatoire sur des lots comparés de modéles murins avec colite provoquée ;

traités au célicoxib encapsulé ou non.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Biodisponibilit%C3%A9_(m%C3%A9decine)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Solvatation
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1.1. Colon et inflammation

1.1.1. Inflammation

1.1.1.1. Définition
L'inflammation est un mécanisme de défense contre les dommages ou les infections, y compris les
blessures physiques, la privation d'oxygéne (ischémie), les déficiences du systéme immunitaire, les
agents chimiques, les températures extrémement élevées ou basses ou les rayonnements ionisants
(Feuerstein et al., 2007). En supprimant les cellules et les tissus endommagés de l'attaque d'origine,
il aide a éliminer la cause principale de la blessure et commence la guérison et la réparation du tissu
blessé (Gurtner et al., 2008). Selon le degré des dommages, le tissu lIésé peut retrouver sa forme et
sa fonction d'origine. Sans inflammation, il serait impossible de contrbler une infection et une plaie
ne guérirait pas, ce qui aurait des effets néfastes (Wang et al., 2022). De plus, une inflammation
excessive peut avoir des effets négatifs tels que I'émergence de maladies a long terme comme le
cancer et I'athérosclérose (I'accumulation de plaque dans la paroi des vaisseaux sanguins) (Gopalan
and Kirk, 2022). Le processus complexe de l'inflammation, qui affecte les tissus vascularisés,

dépend de l'activation de nombreux éléments cellulaires et chimiques (Janakiram et al., 2021).

Les signes cardinaux de l'inflammation sont des manifestations physiques de la maladie, notamment
la chaleur, la rougeur, la douleur et I'enflure. Les altérations courantes comprennent la vasodilatation
et une perméabilité accrue du vaisseau sanguin, permettant aux leucocytes et au plasma de
s'échapper vers le site de l'inflammation, dans des vaisseaux sanguins plus petits comme les
artérioles et les capillaires proches du site de la blessure (Gopalan and Kirk, 2022). La fiévre et la
rougeur sont causées par une augmentation du flux sanguin et une concentration plus élevée de
globules rouges au site de la blessure. En raison de la perméabilité accrue de la paroi des vaisseaux
sanguins, le plasma du sang peut s'infiltrer dans le site de la blessure, provoquant un gonflement
localisé (cedéme) dans les tissus environnants (Ansar and Ghosh, 2016). La toxine produite par les
cellules infectées ou mourantes est diluée par I'accumulation de liquide dans la zone d'inflammation.
La douleur liée a l'inflammation est souvent provoquée par une accumulation localisée de liquide qui
comprime les tissus voisins ainsi que par la présence de substances chimiques particuliéres comme
la bradykinine et les prostaglandines qui sensibilisent a la perception de la douleur (Gopalan and
Kirk, 2022).

1.1.1.2. Types D’inflammation

Il existe deux types d'inflammation : aigué et chronique. L'inflammation aigué est la premiére
réaction du corps a des stimuli nocifs. Elle se manifeste par des symptomes visibles en quelques
secondes a quelques minutes et est provoquée par une augmentation du flux sanguin de plasma
et de leucocytes dans les tissus lésés (Ansar and Ghosh, 2016). Elle continue jusqu'a ce que

I'néte ne soit plus en danger immédiat, ce qui peut prendre de quelques heures a 8 a 10 jours
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(Gopalan and Kirk, 2022). L'inflammation qui persiste pendant deux semaines ou plus est
appelée inflammation chronique (Pahwa et al., 2023). Les types de cellules présentes sur le site
de l'inflammation changent progressivement a la suite d'une inflammation chronique (Moro-
Garcia et al., 2018). Elle se distingue par un mélange de destruction tissulaire et de cicatrisation
provoquée par le processus inflammatoire (Schilrreff and Alexiev, 2022). L'inflammation
chronique peut parfois se produire comme un processus séparé sans beaucoup d'inflammation
aigué préalable, ou elle peut précéder une réponse inflammatoire aigué infructueuse (Chen et
al., 2017). Le tissu local pourrait étre endommagé si l'inflammation dure plus longtemps qu'elle
ne le devrait ou cible des tissus qui n'en ont pas besoin. Entre autres, le diabéte de type 2, le
cancer et les maladies cardiaques ont tous été liés a une inflammation chronique (Gopalan and
Kirk, 2022).

Le terme "réponse de phase aigué" fait référence a une inflammation qui provoque des
changements systémiques ; elle s'accompagne fréquemment de fiévre et de leucocytose
(augmentation du nombre de leucocytes). Dans les cas graves, la septicémie, une infection
bactérienne affectant plusieurs organes, peut étre provoquée par une inflammation systémique
(Gopalan and Kirk, 2022) (Figure 1.1).

IL-2
IL-3
IL-4
IL-1 IL-5
Acute IL-8 IL-6 IL-7 Chronic
Inflammation IL-11 IL-9 Inflammation
IL-10
IL-16 IL-17 IL-12
TNF-a IL-13
G-CSF Eataxia "{'-1'154
GM-CSF INFs
TGF-B
TNF-

Figure 1.1 Cytokines impliquées dans les réponses inflammatoires aigués et chroniques
(“How do Cytokines work in Inflammatory Diseases? - CUSABIO,” n.d.)

1.1.1.2.1. L’ Inflammation aigué

Les macrophages locaux (résidents) commencent immédiatement a phagocyter les microbes
étrangers, protégeant ainsi 'organisme des infections pendant la premiére heure environ. De
plus, les macrophages locaux libérent des meédiateurs chimiques qui aident a attirer plus de
leucocytes dans la région (Novak and Koh, 2013). Les artérioles et les capillaires de la région se
dilatent presque immédiatement, augmentant le flux sanguin vers le site de la blessure (Ansar
and Ghosh, 2016). L'histamine libérée par les mastocytes dans la région des Iésions tissulaires

est la principale cause de cette vasodilatation localisée. L'histamine et d'autres produits
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chimiques influencent les cellules endothéliales pour augmenter la perméabilité capillaire, ce qui
permet & davantage de leucocytes et de protéines plasmatiques de s'échapper dans les tissus
lésés. Ces deux composants sont essentiels pour la défense de I'organisme (Gopalan and Kirk,
2022). La pression osmotique colloidale dans le liquide interstitiel local est augmentée a la suite
d'une accumulation de protéines plasmatiques. De plus, la pression artérielle capillaire élevée
causée par l'augmentation du flux sanguin local. Les augmentations de ces deux pressions ont
tendance a faire sortir le fluide des capillaires et a réduire la quantité d'eau qui peut y étre
réabsorbée. L'cedéme localisé est causé par une telle modification de I'équilibre hydrique
(Gopalan and Kirk, 2022).

1.1.1.2.2. L’ Inflammation chronique

Des réponses immunitaires asymptomatiques de bas grade sont souvent les premiers signes
d'une inflammation chronique (Herrero-Cervera et al., 2022). Les principales causes
d'inflammation chronique sont les infections en cours, I'exposition prolongée a des substances
potentiellement toxiques et les maladies auto-immunes, dans lesquelles le systéme immunitaire
du corps attaque ses propres tissus (Pahwa et al.,, 2023). L'inflammation chronique, par
opposition a l'inflammation aigué, se caractérise par une accumulation de macrophages et de
lymphocytes (Fleit, 2014). Elle est également liée a la destruction constante des tissus ainsi
qu'aux tentatives de guérison et de réparation. Le processus de guérison commence pendant
une inflammation aigué et peut ne pas étre terminé tant que la blessure n'a pas été traitée
(Gopalan and Kirk, 2022).

Il est possible de restaurer les tissus |ésés dans leurs formes et fonctions d'origine si les
dommages sont mineurs et si les tissus détruits ont la capacité de se régénérer (Karin and
Clevers, 2016). En revanche, le tissu cicatriciel est utilisé pour remplacer le tissu détruit lorsque
les dommages sont graves et qu'une réparation n'est pas possible (Atala et al., 2010). Les
substances chimiques appelées adipokines sont libérées par les adipocytes ou les cellules
graisseuses. L'inflammation systémique chronique de bas grade provoquée par l'obésité est
causée par des adipokines spécifiques comme le TNF-a et I'lL-6 (Gopalan and Kirk, 2022).

De nombreux facteurs de risque importants augmentent la régulation a la hausse de
l'inflammation chronique (Gopalan and Kirk, 2022) (Figure 1.2). Une mauvaise alimentation,
l'inactivité physique et I'dge ne sont que quelques-uns de ces facteurs de risque (Furman et al.,
2019). Il a été démontré que I'accumulation de radicaux libres dans les cellules provoque une
augmentation des protéines et des molécules inflammatoires avec I'age (Martemucci et al.,
2022). Des niveaux élevés de protéines pro-inflammatoires sont liés a des régimes riches en
graisses saturées et en sucres raffinés, qui a leur tour provoquent une inflammation chronique.

De plus, le tabagisme a été associé a une augmentation des médiateurs inflammatoires
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(Gopalan and Kirk, 2022). Un exemple des maladies chronique les plus diffus c’est les Maladies
inflammatoires chorioniques de I'intestin.
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Figure 1.2 Les facteurs de risque d'inflammation aigué peuvent entrainer une
inflammation chronique et une ou plusieurs maladies chroniques (Gopalan and Kirk, 2022)

1.1.2. Maladies inflammatoires chroniques de I’intestin

1.1.2.1.  Définition

La maladie de Crohn (MC) et la Rectocolite Hémorragique (RH), deux maladies chroniques et
récurrentes qui provoquent une inflammation du tractus gastro-intestinal, sont des exemples de
maladies inflammatoires de l'intestin (MIl). Ces maladies sont liées a une morbidité et une
mortalité élevée, qui font peser une lourde charge sur les patients et augmentent le colt des

soins de santé (Ramos and Papadakis, 2019).

1.1.2.2. Epidémiologie

L'IBD touche environ 1,6 million d'Américains, dont la MC touche environ 785 000 et la RH
touche environ 910 000 (Aniwan et al., 2017). Jusqu'a 2 millions de personnes en Europe
souffrent de ces affections, la prévalence étant plus élevée dans les pays occidentaux
développés (Ng et al., 2017). L'incidence des MICI a augmenté dans les pays en développement
d'Amérique du Sud, d'Asie, d'Afrique et d'Europe de I'Est depuis le début du XXle siécle, selon
de nouvelles études épidémiologiques (Aniwan et al., 2017; Shouval and Rufo, 2017). La
question des facteurs environnementaux significatifs impliqués dans le développement de ces
troubles inflammatoires chroniques est a nouveau soulevée par l'altération des schémas
épidémiologiques dans des populations ou les MICI n'étaient pas prévalentes auparavant
(Ramos and Papadakis, 2019).

1.1.2.3.  Facteurs déclencheurs et facteurs de risque
La prévalence accrue dans des populations particuliéres a travers le monde souléve la possibilité
que les MIl aient une composante génétique considérable, et de nouvelles tendances

épidémiologiques montrent que les facteurs environnementaux sont cruciaux dans la
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pathogenése de la MC et de la RH. Cela pourrait étre le résultat de l'industrialisation des pays

en développement (Ng et al., 2017; Shouval and Rufo, 2017).

La plupart des déclencheurs environnementaux peuvent influencer le microbiome, qui a son tour
peut jouer un rOle dans la pathogenése des MICI (Shouval and Rufo, 2017). Cependant,
l'intégrité de la barriére intestinale séparant la lumiére et la muqueuse doit également étre
compromise pour que les modifications du microbiome provoquent une inflammation injustifiée
et persistante (Xavier and Podolsky, 2007; Nishida et al., 2018). L'équilibre de travail entre les
cellules effectrices et régulatrices de la muqueuse intestinale, qui se sont également avérées
dérégulées dans cette population de patients, est nécessaire a l'activation du systéme
immunitaire, qui produirait les phénotypes observés en pratique clinique (Cader and Kaser,
2013).

Par conséquent, les résultats cliniques et endoscopiques observés chez les patients atteints de
MICI sont le résultat de l'interaction entre la susceptibilité génétique, I'impact environnemental
sur le microbiome et l'affaiblissement de la barriere intestinale qui entrainera une activation

immunitaire inappropriée (Ramos and Papadakis, 2019) (Figure 1.3).
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Figure 1.3 Altérations du microbiote intestinal dans les maladies inflammatoires de lintestin.
L'inflammation épithéliale intestinale chronique a été associée a une production accrue de cellules
Th17, a un systéme immunitaire inné compromis, a une barriere muqueuse compromise, a une
autophagie altérée et a une diminution des antimicrobiens. Il existe un réseau complexe d'interactions
potentielles, certaines impliquant une rétroaction, entre le régime alimentaire, la dysbiose
taxonomique et fonctionnelle du microbiome intestinal et les fonctions immunitaires altérées de I'héte
(Ananthakrishnan et al., 2022).

1.1.2.4. Immunopathogenése des maladies inflammatoires chroniques de I'intestin

Le principal mécanisme sous-jacent a I'émergence des MIl semble étre la rupture de
I'hnoméostasie entre la barriere épithéliale intestinale, la réponse immunitaire et le microbiome
intestinal (Maloy and Powrie, 2011). Par conséquent, des modifications du microbiome intestinal,
d'autres antigénes luminaux, une perturbation de la barriére épithéliale exposant I'antigéne aux
macrophages et a d'autres cellules présentatrices d'antigéne, une altération de la régulation de
la réponse immunitaire innée a ces antigénes et une perturbation du contréle de la réponse

immunitaire par le systéme immunitaire adaptatif contribuent tous au développement de la MC
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et de la RH (Figure 1.4). L'importance de la réponse immunitaire innée dans la pathogenése des
MICI a été spécifiquement mise en évidence par la recherche, qui est étayée par la cooccurrence
des MIl chez les patients présentant des états d'immunodéficience primaire liés a des

mécanismes immunitaires innés compromis (Ananthakrishnan et al., 2022).

1.1.2.5. Réponse immunitaire innée

La premiére ligne de défense contre les antigénes luminaux est fournie par les réponses
immunitaires innées, qui sont des réponses immunitaires non spécifiques aux agents
pathogénes (Santaolalla et al., 2011). Les cellules dendritiques, les macrophages, les cellules
épithéliales intestinales, les cellules lymphoides innées et les myofibroblastes sont quelques-
uns des types de cellules qui participent aux réponses immunitaires innées . Les cellules
immunitaires innées détectent le microbiote intestinal grace a la reconnaissance des modéles
moléculaires associés aux agents pathogénes (PAMPs) (Higashiyama et al., 2023). Lorsqu'un
antigéne est présenté a un macrophage ou a une autre cellule présentatrice d'antigéne, il est
reconnu avec les molécules HLA de classe |l présentes a la surface des cellules dendritiques et
des macrophages, et cette présentation de l'antigéne avec HLA déclenche la réponse
immunitaire innée (ten Broeke et al., 2013). Plusieurs variantes génétiques liées a la MC
provoquent une réponse immunitaire innée dérégulée, et il est maintenant bien établi que les
patients atteints de la MC ont une réponse immunitaire innée défectueuse aux antigénes
luminaux (Baumgart and Sandborn, 2012). Cependant, d'autres polymorphismes
mononucléotidiques pertinents incluent des variations au niveau de CARD9, IL18RAP et
SLC11A1. Deux variantes particulierement associées a des défauts de la réponse immunitaire

innée sont NODZ2 et la variante liée a I'autophagie ATG16L1 (Ananthakrishnan et al., 2022).

1.1.2.6. Réponse immunitaire adaptative

1.1.2.6.1. Réponse des lymphocytes T

Le role de la réponse immunitaire adaptative dans les MICI a été largement étudié en relation
avec les cellules T auxiliaires CD4+ (cellules Th). La pathogenése des MIl implique trois types
différents de cellules Th. L'apparition de la MC est influencée par les cellules Th1 et Th17. Des
taux accrus de TNF et d'interféron (IFN), les deux principales cytokines pro-inflammatoires
produites en réponse a l'activation des cellules CD4+ Th1, sont observés dans la muqueuse
intestinale des patients atteints de la MC. Le TNF et I'IFN contribuent tous deux directement aux
dommages épithéliaux, et I''lFN augmente la perméabilité intestinale (Ananthakrishnan et al.,
2022). La production d'IL1 favorise une activation supplémentaire des lymphocytes T, tandis que
la production d'IL8 favorise l'infiltration des neutrophiles. Les patients atteints de la MC ont des
taux d'lL2, d'IL8, d'IFN et de TNF plus élevés que ceux atteints de RH (Fujino, 2003; Geremia et
al., 2014). D'autre part, la RH a souvent été décrite comme dépendante des réponses médiées

par les cellules Th2. La production d'IL4, IL5 et IL13 sont des marqueurs pour les cellules Th2
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(Fuss et al., 2004; Heller et al., 2005). Les cellules T muqueuses des patients atteints de RH
produisent plus d'lIL-5 que les cellules des patients atteints de la MC, et les cellules T tueuses
naturelles (NK) de ces patients sécrétent également plus d'IL-13 (Geremia et al., 2014). Malgré
cela, certains patients atteints de RH présentent de faibles niveaux d'lL-13 et une prédominance
d'infammation médiée par I'IFN, ce qui suggére que la RH n'est pas toujours une maladie

inflammatoire médiée par Th2 (Ananthakrishnan et al., 2022).

La cellule T effectrice connue sous le nom de cellule Th17 est trés probablement cruciale dans
la pathogenése de la MC. Ces cellules sécrétent I'lL-17A, I'IL-17F, I'lL-21 et I'lL-22 et sont
activées lorsque I'IL-23 se lie aux récepteurs de IL-23 a leur surface. A son tour, la sécrétion
d'IL-21 augmente l'expression d'IL-23R, ce qui intensifie l'inflammation. Les biopsies muqueuses
des patients atteints de MICI montrent une augmentation des cellules Th17 et une surexpression
de I'lL-17A (Ananthakrishnan et al., 2022).

Th1/Th17, un sous-type différent de lymphocytes T qui sécréte a la fois I'lL-17A et I'IFN, a été
identifié et pourrait contribuer a la pathogenése des MIl. La découverte de variants a risque et
protecteurs dans le locus IL23R souligne I'importance de la voie IL17/IL23 dans la pathogenése
de la MC (Duerr et al., 2006).

Afin de réprimer la réponse immunitaire en empéchant I'activation des cellules Th et la fonction
effectrice, les cellules T régulatrices (forkhead box P3 [Foxp3+] Treg) sécrétent des médiateurs
solubles comme le transforming growth factor (TGF) et I'lL-10. La perturbation de la signalisation
de IlL-10 ou du TFG provoque la manifestation de la colite dans les modéles animaux.
Cependant, un essai clinique a révélé que des doses élevées d'IL-10 recombinante étaient
inefficaces pour traiter la MC (Schreiber et al., 2000). Les patients atteints de MICI ont des
niveaux inférieurs de cellules Treg dans leur sang périphérique, alors que leurs biopsies
intestinales ont des niveaux plus élevés de cellules Treg (Ananthakrishnan et al., 2022).

En diminuant la sensibilité des lymphocytes T effecteurs a la fonction régulatrice, la perturbation
de la signalisation du TGF dans la muqueuse enflammée des MICI abolit de maniére significative
I'effet régulateur des cellules Treg (Monteleone et al., 2001; Fahlén et al., 2005). Cependant, les
cellules T régulatrices FOXP3 qui sécréetent I'lL-27 sont également présentes dans la muqueuse

intestinale (Ananthakrishnan et al., 2022).

1.1.2.6.2. Réponse des cellules B

Par rapport aux lymphocytes T, le rbéle des lymphocytes B dans Il'apparition des Mll est moins
clair. Bien que l'immunoglobuline A (IgA) soit la classe prédominante d'immunoglobulines
sécrétoires intestinales, les patients atteints de MICI ont une production réduite d'IgA et des
niveaux élevés de sous-classes d'lgG et d'IgM. Dans les modéles animaux de colite, les

lymphocytes B ont a la fois des fonctions pro- et anti-inflammatoires. Grace a l'interaction avec
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la non-intégrine ICAM3 spécifique aux cellules dendritiques des cellules myéloides (DCSIGN),

les immunoglobulines elles-mémes exercent un effet anti-inflammatoire et maintiennent la

tolérance des cellules B (Ananthakrishnan et al., 2022).

Contrairement aux patients atteints de la MC, qui produisent plus d'lgG2, les patients atteints de

CU produisent plus d'anticorps 1gG1 et IgG3. Dans une cohorte de 78 patients atteints de

maladie inflammatoire de l'intestin, les biopsies des patients atteints de RH ont montré plus de

plasmocytes IgG4+ que les patients atteints de la MC (Virk et al., 2014). Chez les patients atteints

de MI, l'infiltration de cellules IgG4 muqueuses peut étre liée a une activité accrue de la maladie

et a la présence d'une cholangite sclérosante primitive (Raina et al., 2013). Les déficiences en

cellules Breg peuvent entrainer une suppression insuffisante de la production de TNF et d'IFN

par les lymphocytes T CD4 + par perturbation de la signalisation de I'lL-10 (Ananthakrishnan et
al., 2022).

Steady state

Commensal
/ ,® bacteria
@

VIV Vi n"f[ﬁp’\f (VY]

~

h—

- h—

Tolerogenic

DC (CD103+) DC (Ly6™)
. IL-10 O
=L ez oo ILCs
S Y
Treg Thi7 Thi Treg
£O
& © ®

Inflammatory

Resolve infection

~

Inflammation Altered state (genetics, environment)

{.} Pathogenic

? {* {}* bacteria

rn_r.f\.f ’” 'y mﬁww‘l Tﬁ:ﬂf ‘nmj ljn:\] iqw ‘

IL-22

e 2
< %L‘@'\Q TNF-a
N\
Thiz Thi Treg Thi7 Thi
% O
A @D
© © o%

Chronic inflammation

Figure 1.4 Perturbation du systéme immunitaire de I'héte dans les maladies inflammatoires

de

l'intestin.

Dans les maladies inflammatoires de l'intestin,

les modifications de

I'environnement et de la génétique de I'héte entrainent une inflammation chronique. ILC,
lymphocytes intestinaux ; Th1, lymphocytes T auxiliaires Th1; Th17, lymphocytes T
auxiliaires Th17 ; TNF, facteur de nécrose tumorale ; Treg, lymphocytes T régulateurs ; DC,
cellule dendritique (Ananthakrishnan et al., 2022)

1.2.

Encapsulation (Galénique)

1.2.1. Physiologie du tractus gastro-intestinal

Une compréhension approfondie de la physiologie du systéme digestif est nécessaire pour le

développement de systémes d'administration de médicaments dans le cdlon. La digestion des

aliments et I'absorption d'eau, d'électrolytes et de nutriments sont les deux principales fonctions
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assurées par le tractus gastro-intestinal TGl, un systéme complexe composé de divers organes
spécialisés (Arévalo-Pérez et al., 2020). Chaque jour, le systéme digestif traite un volume total
d'environ 10 L. Ce volume représente une concentration typique d'électrolytes dans des
conditions de jedne, qui est d'environ 800 mmol de sodium (Na+), 700 mmol de chlorure (Cl-) et
100 mmol de potassium (K+), bien que la composition exacte puisse changer selon le type
d'aliment consommé. A travers les cellules épithéliales du TGI, les nutriments, les électrolytes et
les fluides sont transportés, l'intestin gréle agissant comme voie principale pour ces substances.
Seuls 100 mL des 1,5 L de liquide qui pénétre dans le célon sont excrétés avec les selles (Kiela
and Ghishan, 2016). Les deux facteurs les plus importants & prendre en compte pour une
administration efficace du médicament dans le célon sont les changements de pH et le temps

de séjour sur toute la longueur du TGI (Arévalo-Pérez et al., 2020).

Lors de l'utilisation de modéles animaux pour rechercher et évaluer le calibre, I'efficacité et la
sécurité de nouvelles formulations, il est crucial de prendre en compte les variations de la
dynamique intestinale entre les humains et les autres espéces. D'un point de vue anatomique,
physiologique ou biochimique, l'intestin humain peut étre significativement différent des modéles
animaux (Kararli, 1995). La variation des valeurs de pH entre les modéles animaux et les
humains dans les différentes sections du TGI est une différence importante. Les porcs et les
lapins ont des niveaux de pH de I'estomac qui sont similaires a ceux des humains, mais leur
duodénum et leur jéjunum ont des niveaux de pH inférieurs a 7,2 (la valeur minimale pour les
humains) et leurs niveaux de pH de l'iléon sont plus élevés que ceux généralement trouvés chez
les humains. Les souris ont un pH plus élevé dans le petit et le gros intestin et un pH plus bas
dans l'estomac. Les modéles animaux les plus appropriés pour évaluer l'efficacité in vivo des
formulations pH-dépendantes seraient les porcs et les lapins (Broesder et al., 2020) (Figure 1.5).
Le microbiote intestinal de la souris a démontré des différences inter et intra-individuelles dans
I'expression des génes en fonction de la race, des conditions d'hébergement, du régime
alimentaire, des conditions potentiellement pathogénes et des traitements pharmacologiques
que les souris ont regus, ainsi que des adaptations évolutives évidentes que chaque espéce a
développées. Pour réguler leur propre microbiome (Turner, 2018). Cela est vrai malgré les
similitudes qu'ils partagent avec le microbiome humain en termes de type global de micro-

organismes.

De nombreuses formulations pour I'administration de médicaments dans le cdlon sont basées
sur des polysaccharides naturels qui sont métabolisés par des micro-organismes intestinaux.
Les variations de ces microbiotes peuvent affecter les conclusions tirées des modéles animaux

et la reproductibilité des résultats dans les modéles humains (Arévalo-Pérez et al., 2020).
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pH 5 -7 — transit time 5s

Extremely short transit ime  Rapidly accessible site

pH 1 -4 —transit time 1h

Low pH Fast epithelial regeneration
Gastric enzymes  Rapidly accessible site
Thick mucus layer

pH 6.5 - 7 - transit time 10h

Variable gastric emptying High surface area
Digestive enzymes  Long transit times
Complex fluid composition Non-aggressive pH
Mucus layer

pH § -7, transit time 20h

Lower surface area Longest transit time
Bacteria-rich environment  Lower fluid volume
Stool presence Low presence of digestive

enzymes and bile salts

Figure 1.5 Sections du tractus gastro-intestinal (TGI) présentées schématiquement avec
leur pH, les temps de transit et d'autres paramétres importants d'administration de
meédicaments (Duran-Lobato et al., 2020).

1.2.1.1. Role fonctionnel de I’estomac dans I’adsorption médicamenteuse

Les formulations nécessitent un passage dans l'estomac avant de pouvoir atteindre le cblon.
L'estomac est un organe en forme de sac a haute activité sécrétoire situé a l'extrémité de
I'cesophage. Le contenu gastrique a un pH typiquement bas de 2,5 chez les sujets a jeun en
raison de la sécrétion d'acide chlorhydrique par les cellules pariétales. Selon les aliments
consommeés, l'acidité du contenu de l'estomac peut changer aprés l'ingestion et peut méme
atteindre des valeurs de pH de 6,6. Ces valeurs peuvent également changer a la suite de
diverses maladies. La pepsine et la lipase gastrique, qui sont des enzymes sécrétées par
I'estomac qui hydrolysent les protéines et les triglycérides pour améliorer leur absorption plus
tard dans l'intestin gréle, présentent des défis supplémentaires (Van Den Abeele et al., 2017).
L'intégrité des peptides et des médicaments peut étre affectée par cet environnement acide et
catalytique, les empéchant d'atteindre leurs sites d'action de maniére pleinement fonctionnelle
et interférant avec leurs effets systémiques ou locaux sur les patients (Amidon et al., 2015;
Aguirre et al., 2016).

En plus du sexe, de la posture, de I'dge et des conditions pathologiques, le temps de séjour des
formulations solides non digestibles dans I'estomac varie en fonction de la disposition a
jeun/nourrie (Van Den Abeele et al., 2017). Cependant, un certain nombre d'études ont montré

que les comprimés solides de plus de 2 mm ont un temps de séjour moyen dans I'estomac a
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jeun de 37 min, avec une fourchette de 1 a 185 min (Weitschies et al., 2010), alors que le temps
de transit gastrique chez les sujets nourris est directement lié au contenu calorique de I'aliment,
allant de 1,5 h a 4,5 h (Arévalo-Pérez et al., 2020).

L'administration de nourriture dans les 2,5 heures suivant la prise d'une formulation solide orale
comme un comprimé peut cependant retarder la vidange gastrique et prolonger le temps de

séjour gastrique de 1,5 a 2 heures (Abuhelwa et al., 2017).

1.2.1.2. Role fonctionnel de I'intestin gréle dans I'adsorption médicamenteuse
L'emplacement optimal pour I'absorption du médicament est dans l'intestin gréle. Il est divisé en
trois sections distinctes appelées duodénum, jéjunum et iléon, chacune ayant une affinité
différente pour les médicaments et le jéjunum étant I'endroit ou se produit la majorité de
I'absorption des médicaments (Billat et al., 2017). Cette partie du TGl a un environnement de pH
plus élevé que les plages trouvées dans I'estomac. Alors que la partie distale de l'intestin peut
atteindre des valeurs de pH de 7,5, les valeurs de pH de la partie proximale peuvent varier de
6,15 a 7,35. L'échange intense d'électrolytes qui entraine I'absorption de Na + et Cl- en échange
de la sortie de H + et HCO3 est ce qui augmente le pH (Amidon et al., 2015; Khutoryanskiy,
2015; Kiela and Ghishan, 2016; Bazban-Shotorbani et al., 2017). L'absorption des médicaments
a faible pKa, qui sont principalement des médicaments a acide faible, est déterminée par les
valeurs de pH plus élevées dans cette région du systéme gastro-intestinal (Abuhelwa et al.,
2017).

La consommation alimentaire n'a pas d'effet sur le temps de transit de l'intestin gréle, mais le
contenu calorique des aliments a un impact significatif car il réduit la variabilité interindividuelle.
Malgré cela, le temps de transit moyen dans l'intestin gréle des comprimés est compris entre 3
et 4 heures (Abuhelwa et al., 2017; Lozoya-Agullo et al., 2017).

1.2.1.3. Role fonctionnel du célon dans 'adsorption médicamenteuse

La partie distale du systéme digestif est le gros intestin, également connu sous le nom de cblon,
qui mesure environ 1,5 métre de long. Les cblons ascendant, transverse et descendant sont les
trois segments distincts qui composent le cbélon lui-méme. Chaque segment a des
caractéristiques physiologiques distinctes (Amidon et al., 2015).

En général le cdlon a une viscosité plus élevée que le TGI supérieur en raison de sa grande
capacité d'absorption d'eau, et ses parois de lumiére sont recouvertes d'une épaisse couche de
mucus qui empéche les médicaments de se dissoudre correctement et réduit ainsi I'absorption
des médicaments (Bansal et al., 2014; Aglero et al.,, 2017). Les cellules caliciformes, des
cellules épithéliales spécialisées qui tapissent la couche conjonctive de la lamina propia du
cblon, sécretent du mucus pour créer une seule couche de mucus. En plus de I'eau, des sels
inorganiques et des lipides, le mucus contient également de la glycoprotéine de mucine, qui lui

confere structure et adhérence (Edwards, 1997; Kumar et al., 2016).
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Les niveaux de pH du célon sont distincts de ceux du TGI supérieur, et ils différent également
entre les différents segments du gros intestin. Les niveaux de pH dans le célon ascendant
peuvent varier de 5,26 a 6,72 (Bazban-Shotorbani et al., 2017).

En raison du grand nombre de micro-organismes qui résident dans le colon et fermentent les
glucides pour produire des acides gras courts, les valeurs de pH dans le cblon sont légérement
inférieures a celles de l'iléon. Les acides gras sont absorbés et la sécrétion de H2CO3 est
favorisée lors du passage dans le cblon transverse et descendant, augmentant I'alcalinité du
milieu (Amidon et al., 2015; Palugan et al., 2015; Kiela and Ghishan, 2016). L'environnement
dans la partie distale du cbdlon peut atteindre des valeurs de pH de 6,6 (Merchant et al., 2016),
bien que ces valeurs de pH puissent étre réduites par des maladies intestinales telles que la

colite ulcéreuse (Nugent, 2001).

L'autre caractéristique distinctive du gros intestin, en plus de son pH généralement élevé, est
I'abondance de micro-organismes qui y vivent - jusqu'a 1011-1012 UFC/mL. Le gros intestin
contient des espéces de nombreuses familles, les plus courantes étant les Bacteroides, les
Bifidumbacteria, les Clostridium, les Prevotella, les Porphyromonas, les Eubacterium, les
Ruminococcus, les Streptococcus, les Enterobacterium, les Enterococcus, les Lactobacillus, les

Fusobacteria et les Peptostreptococcus (Kotla et al., 2019; Chaubey et al., 2020).

Une énorme activité enzymatique est causée par ce riche microenvironnement. De nombreux
processus métaboliques effectués par les bactéries dans le cbdlon comprennent la
déglucuronidation, la décarboxylation, la réduction des doubles liaisons, I'hnydrolyse des esters
et des amides et les processus de déshydroxylation, qui sont tous capables de dégrader certains
polyméres et peptides qui peuvent étre utilisés pour cibler le systéme d'administration de
médicaments pharmaceutiques (Langguth et al., 1997). Les comprimés non désintégrant
pourraient atteindre le cdlon chez les sujets a jeun en environ 4 heures, selon une étude (Pislar
et al., 2015). Bien que le temps de transit moyen dans le cblon soit généralement estimé a
environ 13 heures (Arhan et al., 1981), il a été déterminé que les modéles de temps de transit
colique varient en fonction des conditions de jelne, de I'heure de la journée et de l'impact de

diverses pathologies pouvant interférer avec temps de transit normaux (Wilson, 2010).

1.2.2. Administration ciblée de médicaments dans le célon

Il est nécessaire de franchir plusieurs barriéres présentes dans le TGI pour 'administration orale
de médicaments, peptides et protéines. Ces barrieres sont congues pour décomposer les
nutriments et empécher I'entrée des agents pathogénes. Les barrieres qui influencent I'arrivée
et 'absorption des médicaments, peptides et protéines dans le colon sont classées en barriéres

chimiques, enzymatiques et muqueuses (Cao et al., 2019).
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1.2.2.1. Interactions entre le médicament et pH/enzymes

Les différents niveaux de pH et les activités enzymatiques dans le TGl sont deux exemples du
microenvironnement biochimique auquel sont confrontés les systémes d'administration orale de
médicaments a base de nanoparticules (Np) (Colinot et al., 2012). Différents niveaux de pH
peuvent rendre les médicaments sensibles a certaines réactions, telles que l'oxydation, la
désamination ou I'hydrolyse, ce qui pourrait entrainer une perte d'activité (Agoram et al., 2001).
Par exemple, de nombreux médicaments a base de peptides et de protéines, ainsi que des
médicaments comme ['érythromycine, la pénicilline et 'oméprazole, peuvent étre rapidement
dégradés par I'extréme acidité de I'estomac (Zhang and Merlin, 2018).

Les enzymes du TGl telles que I'amylase salivaire dans la bouche, la pepsine et la lipase
gastrique dans l'estomac et la trypsine dans l'intestin peuvent également décomposer les
médicaments. Plus de 400 espéces différentes de micro-organismes aérobies et anaérobies se
trouvent couramment dans le célon (Goldberg and Gomez-Orellana, 2003). Ces bactéries sont
équipées d'un certain nombre d'enzymes métabolisantes hydrolytiques et réductrices qui
décomposent les di-, tri- et polysaccharides (Philip and Philip, 2010). Pour cette raison, les
polysaccharides comme le chitosane, la gomme de guar et la pectine sont fréquemment utilisés
comme véhicules d'administration de médicaments pour les substances qui ciblent le célon
(Zhang and Merlin, 2018).

1.2.2.2. Mucus
Les médicaments pris par voie orale rencontrent d'abord la couche de mucus en tant que barriére

physique (Xiao and Merlin, 2012). Les protéines, y compris les anticorps, les lipides, les déchets
bactériens et les sels inorganiques se trouvent toutes dans le complexe d'hydrogel qui compose
le mucus (Liu et al., 2015). Les fibres de mucine, qui constituent le réseau dense de mucus et
contiennent des segments fortement glycosylés et chargés négativement, sont un composant
essentiel des propriétés de barriere du mucus. De plus, les mucines ont des domaines
hydrophobes réguliérement espacés qui ont une forte affinité pour attirer les particules
hydrophobes (Yang et al., 2014). Bien que de nombreuses petites et grandes molécules
thérapeutiques ne puissent pas étre administrées par voie orale en raison du mucus,
I'encapsulation de ces médicaments dans des supports constitués de Np peut augmenter leur
biodisponibilité orale (Lundquist and Artursson, 2016).

L'absorption des médicaments par les cellules épithéliales peut étre affectée par la capacité d'un
support a interagir avec le mucus. Les Np administrées par voie orale ont trois modes d'action
différents : (1) rester liées au chyme, transiter rapidement par le TGl et étre rapidement éliminées
par les selles ; (2) se liant au mucus faiblement adhérent, restant lié jusqu'a ce que le mucus soit
éliminé ; ou (3) pénétrant le mucus, restant li¢ au mucus fermement adhérent ou pénétrant dans

I'épithélium intestinal.

1.2.2.3. Role fonctionnel de I’épithélium dans I'absorption médicamenteuse
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L'estomac est incapable d'absorber les médicaments en raison de son environnement trés acide
et de sa teneur en enzymes (Odenwald and Turner, 2017). L'épithélium intestinal, composé de
différents types de cellules et d'éléments structurels, est trés absorbant. L'épithélium des
villosités intestinales est principalement constitué d'entérocytes et de cellules caliciformes. Le
passage des pathogénes et des grosses molécules est régulé par les entérocytes, qui
permettent également la digestion des nutriments alimentaires (Des Rieux et al., 2006). La
couche de gel de mucus est sécrétée par les cellules caliciformes et se compose principalement
de glycoprotéines de poids moléculaire élevé (mucines) qui sont en suspension dans une
solution électrolytique. De plus, les entérocytes et quelques cellules caliciformes constituent les
cellules M, qui se trouvent dans I'épithélium des plaques de Peyer. Les jonctions serrées, qui
sont constituées de claudines, d'occludines et de molécules d'adhésion de jonction et relient
étroitement ces cellules, créent une barriére robuste qui empéche les molécules et les agents

pathogenes de passer (Gonzalez-Mariscal et al., 2005).

Le transport via la voie paracellulaire est restreint dans des conditions physiologiques en raison
de la trés petite surface des espaces intercellulaires et de I'étanchéité des jonctions entre les
cellules épithéliales (Shakweh et al., 2004). Les conditions inflammatoires de l'intestin, en
particulier la rectocolite hémorragique, peuvent altérer la perméabilité intestinale, rendant
possible le passage plus facile des Np a travers la barriere épithéliale intestinale (Cuvelier et al.,
1993)”

1.2.2.4. Pompe a efflux P-Glycoprotéine

A la surface apicale des cellules, la glycoprotéine P (P-gp), un transporteur membranaire d'efflux,
sert de pompe d'efflux de médicaments dépendant de I'ATP (Johnstone et al., 2000). La
glycoprotéine P peut fonctionner comme un aspirateur hydrophobe, éliminant les substrats
hydrophobes de la lumiére et les renvoyant dans le milieu extracellulaire avant qu'ils n'entrent
dans le cytoplasme. Les médicaments anticancéreux, les immunosuppresseurs, les hormones
stéroides, les inhibiteurs calciques, les béta-bloquants des récepteurs adrénergiques et les
glycosides cardiaques sont quelques exemples de ces substrats hydrophobes. La glycoprotéine
P est fortement exprimée dans les cellules épithéliales de l'intestin gréle, indiquant I'importance
de la fonction de cette protéine dans la régulation de la biodisponibilité orale de médicaments
spécifiques (Gavhane and Yadav, 2012).

Par exemple, de nombreux médicaments anticancéreux, tels que la vincristine et le paclitaxel,
sont des substrats des glycoprotéines P et ne sont pas mieux absorbés lorsqu'ils sont pris par

voie orale (Amin, 2013).

1.2.2.5. Réle physiologique du microbiote intestinal



Chapitre 1. Revue de littérature - 34 -

Le microbiote a un impact sur les processus physiologiques du TGI, de la préservation de
I'hnoméostasie de la barriére locale au contréle systémique du métabolisme, de l'inflammation,
de limmunité et d'autres processus (Nicholson et al.,, 2012; Blander et al., 2017). Le vaste
microbiome intestinal se trouve principalement dans le célon anaérobie, ou il obtient son énergie
en faisant fermenter différents substrats (tels que les di-, tri- et mucopolysaccharides) qui n'ont
pas été digérés dans l'intestin gréle.

Les bactéries anaérobies produisent une large gamme d'enzymes réductrices et hydrolytiques
pour utiliser ce fourrage comme source de carbone. lls réagissent en identifiant divers substrats
et en libérant les enzymes digestives appropriées au mélange continuellement variable de
glucides complexes entrant dans le célon (Williams et al., 2017). En conséquence, les systémes
d'administration de médicaments peuvent étre congus pour inclure des promédicaments et des
polyméres biodégradables qui sont spécifiquement dégradés par les enzymes du microbiote. Le
microbiote colique convertit les polymeéres biodégradables utilisés dans les systémes
d'administration de médicaments a base de Np (comme les polysaccharides naturels des
plantes, des animaux, des algues et des microbes) en saccharides simples (Qiao et al., 2017;
De Anda-Flores et al., 2021).

1.2.3. L’encapsulation

Pour les composés peu solubles, délicats ou agressifs, l'encapsulation est une stratégie
essentielle qui peut maximiser I'effet thérapeutique tout en minimisant les effets indésirables
(Kita and Dittrich, 2011). Cependant, la création de formulations avec des efficacités
d'encapsulation de composés (bio)actifs élevées reste un défi (Tan and Danquah, 2012).
L'encapsulation, par exemple, dans des liposomes facilite I'administration de médicaments a un
site particulier (tel que le parenchyme cérébral), améliore la stabilit¢ des molécules de
meédicaments, prolonge l'activité pharmacologique grace a la libération locale continue de
molécules actives et réduit les effets secondaires, améliorant ainsi I'efficacité et la sécurité. de
thérapies (Bhujbal et al., 2014).

De nombreux types de biopolyméres (particules a base de protéines) et de polyméres
synthétiques (acide polylactique-co-glycolique, poly--caprolactone, acide polylactique,
poly(butylcyanoacrylate ou gélatine) sont utilisés pour leur encapsulation en raison du grand
nombre de médicaments avec propriétés trés spécifiques et différentes (Martinez Rivas et al.,
2017; Yadav et al., 2022). De nombreuses molécules actives encapsulées, telles que celles a
propriétés thérapeutiques anticancéreuses (comme la doxorubicine, le paclitaxel, la vincristine),
hormonales (leuprolide), antiparasitaires/antifongiques (amphotéricine) ou analgésiques
(comme la morphine), ont également été commercialisées dans l'industrie pharmaceutique
(Martinez Rivas et al., 2017) (Figure 1.6) . Dans le domaine de la pharmacie, des molécules

actives peuvent étre encapsulées a l'aide de matériaux autres que des biopolyméres ou des
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polyméres synthétiques. De nouvelles méthodes ont été rapportées, telles que I'utilisation
d'érythrocytes comme "capsules" de meédicaments (Ge et al., 2018). Au cours des dix derniéres
anneées, il y a eu beaucoup d'intérét pour I'encapsulation de médicaments pour les thérapies

anticancéreuses (Alhajamee et al., 2022) et les Np (Gémez-Gaete et al., 2013; Kim et al., 2019).
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Figure 1.6 Les principaux avantages des nanosystémes dans le domaine de I'administration
de médicaments sont énumérés dans le panneau (A). Les principales classes de polyméres
ou de matériaux utilisés pour préparer les nanosupports sont représentées schématiquement
dans le panneau (B), ainsi que quelques indications sur leurs avantages et leurs inconvénients
(Ghezzi et al., 2021).

1.2.3.1.
Le mot grec pour "nain" est "nano", et le préfixe Sl signifie 10-9 ou 0,000000001. La

Nanoparticules et nanotechnologie

nanotechnologie est définie comme une combinaison de science et d'ingénierie de fabrication
de pointe ou la synthése ou I'assemblage de matériaux est ciblé a I'échelle du nanomeétre (1-100
nm), ou un milliardieme de métre (Figure 1.7). L'avantage d'avoir un rapport surface sur volume
plus élevé que les matériaux en vrac est la qualité particuliere des matériaux nanométriques.
Les Np ont de nombreuses utilisations dans une variété d'industries, de I'agriculture a la
meédecine. Les Np sont constamment améliorées en médecine pour une variété d'utilisations, y
compris l'ingénierie tissulaire, le dépistage des maladies et I'administration de médicaments
(Chenthamara et al., 2019).

De ce fait, les nanotechnologies jouent désormais un réle crucial dans de nombreux domaines,
dont la catalyse, I'énergie et I'environnement, I'agriculture, l'optique, les capteurs, l'informatique

et bien d'autres (J et al., 2013). Les protéines recombinantes, les vaccins et les nucléotides
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peuvent également étre efficacement administrés par des Np aux c6tés de médicaments
conventionnels (Muller and Keck, 2004). Les lipides, les protéines, les polyméres synthétiques
et naturels, les métaux et d'autres substances organiques et inorganiques peuvent tous étre
utilisés pour synthétiser des Np (Kim and Hyeon, 2014; Yhee et al., 2014). En fonction des
ingrédients utilisés pour la synthése ou des caractéristiques structurelles des Np, les Np peuvent
étre divisées en plusieurs groupes, notamment les Np polyméres, les liposomes, les

dendriméres, les micelles et les Np inorganiques.

Son utilisation et son utilité seraient également déterminées par les procédés de fabrication et
les caractéristiques des Np. Mais chaque type de Np utilisée pour l'administration de
médicaments thérapeutiques présente a la fois des avantages et des inconvénients (Yhee et al.,
2014).
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Figure 1.7 Comparaison des tailles de particules et des principales unités des étres
vivants (Zhang and Merlin, 2018)

1.2.3.1.1. Nanoparticules de polyméres naturels et synthétiques

Grace aux développements de la science des polyméres et des nanotechnologies, une grande
variété de Np de polyméres a été décrite. Les propriétés uniques ou les caractéristiques
souhaitables des Np polyméres déterminent leur application potentielle. La biocompatibilité et la
biodégradabilité sont deux des caractéristiques les plus cruciales des Np polymeéres. En
conséquence, ils sont frequemment utilisés comme systéme d'administration de médicaments
(Kumar et al., 2012). De plus, ils doivent maintenir une stabilité élevée dans un environnement
biologique. Pour une utilisation dans des applications d'administration de médicaments, le
médicament peut étre immobilisé ou encapsulé sur le polymére avant d'étre diffusé ou absorbé
dans le site cible (Torchilin, 2011).

lIs sont divisés en trois catégories en fonction de la méthode d'encapsulation des médicaments.
La premiére catégorie est composée de polyméres linéaires (c'est-a-dire qu'elle utilise une
méthode covalente pour la conjugaison de médicaments), la seconde est appelée micelles
polyméres (composées de copolyméres blocs amphiphiles) et la troisieme catégorie est

constituée d'hydrogels (c'est-a-dire d'encapsulation de médicaments hydrophiles) (Bamrungsap
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et al., 2012). La principale caractéristique des Np polyméres est la libération contrélée d'agents
thérapeutiques. En plus de servir de supports pour les médicaments pharmaceutiques, les Np
polyméres biodégradables sont également utilisées pour délivrer des protéines et de I'ADN.

Les polymeéres synthétiques sont fréquemment utilisés dans la synthése de Np, notamment les
copolymeres polylactide-polyglycolide, les polyacrylates et polycaprolactones (PCL), l'acide
polylactique (PLA) et le poly (acide lactique-co-glycolique) (PLGA). Le PLA et le PLGA sont
avantageux dans la formulation a libération contrélée pour les applications d'administration
parentérale et d'implantation de médicaments en raison de leur compatibilité tissulaire
(Soppimath et al., 2001). La composition chimique des Np de polysaccharides influence leurs

propriétés structurales (Liu et al., 2008).

1.2.3.2. Micelles polymériques
1.2.3.2.1. Caractéristiques générales

Une structure noyau-coque résultant de I'autoassemblage de copolyméres a blocs amphiphiles
en solution aqueuse distingue les micelles polyméres, qui sont des systémes de délivrance de
meédicaments a I'échelle nanométrique. Les molécules amphiphiles coexistent séparément dans
des solutions aqueuses diluées et servent de tensioactifs qui abaissent la tension superficielle a
l'interface air-eau (Figure 1.8) (Ghezzi et al., 2021).

Au fur et 2 mesure que davantage de chaines sont ajoutées au systéme, l'adsorption a l'interface
augmente jusqu'a ce que les uniméres s'agrégent car la solution en vrac est saturée. La
Concentration Micellaire Critique (CMC) est maintenant atteinte. La concentration minimale de
polyméres en solution nécessaire a la formation de micelles est donc la définition du paramétre.
Ceci suggére que les micelles se désassemblent aprés dilution en dessous de la CMC, alors
que les micelles sont stables a des concentrations de chaines polyméres supérieures a la CMC
(Owen et al., 2012; Lu and Park, 2013; Cagel et al., 2017; Yadav et al., 2019). Le facteur le plus
crucial pour déterminer la stabilité thermodynamique des micelles est la valeur de CMC.
L'équilibre est dynamique et caractérisé par un échange continu des unimeres entre la micelle
et la phase brute au-dessus de la CMC (Bae and Yin, 2008). La stabilité cinétique, qui mesure
la propension des micelles a se désassembler dans le temps lorsque le systéme est dilué en
dessous de la CMC, est un parameétre fondamental en plus de la stabilité thermodynamique
(Owen et al., 2012).

Les principaux avantages des micelles polymeéres par rapport aux micelles constituées de
tensioactifs a faible poids moléculaire sont leur CMC inférieure et leur stabilité cinétique
supérieure. En fait, les micelles polyméres conservent leur structure pendant des périodes de
temps beaucoup plus longues que les micelles de surfactant a faible poids moléculaire, qui se
désassemblent en quelques microsecondes. Les micelles polymeéres sont préférées aux micelles

composées de tensioactifs a faible poids moléculaire comme systémes d'administration de
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médicaments en raison de leur stabilité cinétique plus élevée et de leur plus faible toxicité (Trivedi
and Kompella, 2010).

Les copolymeéres diblocs amphiphiles (comme le polystyréne et le poly(éthyléne glycol)) et les
copolymeres triblocs (comme les poloxaméres) sont les polyméres les plus largement utilisés
pour le développement des micelles, mais greffés (comme le gchitosan) et ioniques (comme le
poly(éthyléne glycol)- des copolyméres poly(-caprolactone)-gpolyéthyléneimine) sont également
utilisés (Li et al., 2015; Mandal et al., 2017; Yadav et al., 2019). Le poly(oxyde de propyléne), les
polyesters tels que la poly(-caprolactone), les polyméres et copolyméres d'acide glycolique et
lactique, ainsi que la poly(vinyl pyrrolidone), la poly(acryloylmorpholine) et le poly(carbonate de
triméthyléne) peuvent tous étre utilisés pour créer la partie hydrophile, qui est typiquement en
PEG (polyéthyléne glycol) (Mandal et al., 2017).

Selon la technique utilisée pour la préparation et les propriétés physico-chimiques du
médicament, les médicaments peuvent étre encapsulés dans les micelles soit lors de leur
formation, soit dans une étape ultérieure. La dissolution directe est la technique de préparation
la plus simple ; d'autres approches comprennent la dialyse, I'émulsion avec évaporation de
solvant (ou de co-solvant) et la coulée en solution suivie d'une hydratation du film. Qui dépendent
également des caractéristiques du polymére et du médicament lors du choix d'une méthode. Le
médicament peut étre hébergé a divers endroits, prés de la surface ou dans le noyau interne,
selon ses propriétés, car les propriétés des micelles, telles que la polarité et le degré
d'hydratation, ne sont pas uniformes dans le support. Les médicaments hydrophobes sont
fréquemment chargés et conservés dans le noyau interne. Le médicament peut également étre
lié de maniére covalente au polymére dans des cas particuliers (conjugué polymére-

médicament) (Ghezzi et al., 2021) .
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Figure 1.8 Les micelles polyméres comme indiqué dans un schéma (Ghezzi et al., 2021)
1.2.3.2.2. Propriétés principales
Les micelles polyméres sont des supports attrayants pour diverses voies d'administration en
raison de leur petite taille, de leur préparation simple et de leurs bonnes propriétés de

solubilisation (Ghezzi et al., 2021). lls peuvent augmenter la biodisponibilit¢ du médicament et
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genérer une libération ciblée et controlée du médicament, qui sont tous deux utiles pour
minimiser les effets secondaires (Ambade et al, 2005; Mikhail and Allen, 2009).
L'injection/perfusion intraveineuse (i.v.), qui est principalement utilisée pour la chimiothérapie,
est la voie d'administration des micelles qui a regu le plus d'attention (Jones and Leroux, 1999;
Zhang et al., 2014; Cho et al., 2015). Cependant, I'administration orale (Gaucher et al., 2010; Lu
and Park, 2013) et topique (oculaire, nasale et buccale) (Sosnik and Menaker Raskin, 2015;
Khan et al., 2017; Mandal et al., 2017; Grimaudo et al., 2019) a également produit des résultats
trés intéressants en termes d'amélioration de la biodisponibilité des médicaments. Les micelles
sont formées par des liaisons réversibles et peuvent étre désintégrées par un certain nombre de
facteurs déstabilisants en tant que systémes thermodynamiquement auto-assemblés. Le stress
causé par l'injection, la forte dilution, la présence de sérum et la formation potentielle d'une
couronne protéique ne sont que quelques-uns des problémes auxquels les micelles doivent faire
face selon la voie d'administration. pour I'administration a travers la peau et les muqueuses, pour
l'interaction avec le sébum et le mucus, et pour la diffusion a travers les épithéliums. Par
conséquent, le comportement des micelles sera déterminé par leur composition et leurs
propriétés générales, notamment la taille, la charge superficielle, la forme, la stabilité
thermodynamique et la stabilité cinétique. Le devenir des micelles et, a son tour, la

biodisponibilité du médicament dépend de toutes ces caractéristiques (Ghezzi et al., 2021).

1.2.3.2.3. Stabilité des micelles et libération de médicaments

La libération de médicament a partir de micelles polyméres peut se produire en raison soit de la
diffusion du médicament a partir de micelles intactes, soit du désassemblage des micelles. Dans
tous les cas, pour éviter une libération incontrolée du médicament lors de I'administration, les
micelles doivent avoir une bonne stabilité thermodynamique et cinétique (Trivedi and Kompella,
2010; Ahmad et al., 2014; Imran et al., 2018).

Par conséquent, plusieurs stratégies physico-chimiques pour éviter la désagrégation rapide du
systéme ou pour stabiliser le médicament encapsulé dans le noyau micellaire ont été proposées
et sont passées en revue dans des nouvelles publications (Shietal., 2017). Par exemple, comme
il est bien connu qu'une diminution de la CMC peut étre obtenue en augmentant la longueur de
la partie hydrophobe de l'unimére (Trivedi and Kompella, 2010; Owen et al., 2012), des
copolymeres a blocs conjugués a une molécule lipidique ont été synthétisés. D'autres stratégies
comprennent la fonctionnalisation du bloc hydrophobe (Lee et al., 2004), le noyau de la micelle
étant réticulé ou la création d'un conjugué médicament-polymére afin d'observer la libération du
médicament uniquement aprés la rupture de la liaison. Etant donné que les protéines du plasma
ou des fluides intracellulaires peuvent se lier aux surfaces des micelles et former ce que l'on
appelle la couronne protéique, qui masque partiellement les groupes fonctionnels de la coque
externe et modifie la réponse physiologique des nanoporteurs en termes de biodistribution,

d'absorption cellulaire, de métabolisme et de toxicité, la stabilité structurelle des micelles devrait
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également étre recherchée dans des conditions biopertinentes (Chen et al., 2018; Lu et al., 2018;
Phogat et al., 2018). En favorisant leur disruption ou leur agrégation, les protéines sériques
notamment ont montré un role crucial dans la stabilité des micelles (Diezi et al., 2010; Zhu et al.,
2018). Suite a leur application topique sur les tissus cutanés et muqueux, les micelles ont été
associées a des sources supplémentaires d'instabilité (Pepic¢ et al., 2013; Grimaudo et al., 2019).
En fait, les interactions des micelles avec le mucus, les épithéliums, les lipides de la couche
cornée et le sébum peuvent provoquer leur désagrégation, tandis que leurs interactions avec le
liquide lacrymal peuvent entrainer une précipitation du médicament en raison de la concurrence
avec les solutés présents dans le film lacrymal (Figure 1.9). Enfin et surtout, il est important de
reconnaitre lintense recherche en cours sur les micelles polyméres sensibles aux stimuli,
capables de régler la libération de médicaments en réponse a une variété d'impulsions, a la fois
biologiques (comme un pH acide, un potentiel redox ou certaines enzymes), et artificielles
(comme les ultrasons, les champs magnétiques ou les changements de température) (Zhou et
al., 2018).
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Figure 1.9 La libération de médicament et l'interaction des micelles avec les fluides
biologiques (A) et les cellules et tissus (B) sont représentées schématiquement. Les
méthodes qui pourraient étre appliquées a la libération de médicaments de recherche sont
également présentées dans les figures (Ghezzi et al., 2021)
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1.2.4. Ciblage du célon par des nanoparticules de dérivées naturelles

Malgré un certain succés préclinique, les Np synthétiques pour le traitement des maladies
inflammatoires de lintestin (MICI) présentent deux inconvénients importants. Premiérement,
avant les applications cliniques, la toxicité potentielle in vivo de chaque constituant de ces Np
doit étre évaluée ; deuxiéemement, I'échelle de production est limitée. Les inconvénients des Np
synthétiques peuvent étre surmontés par des Np naturelles, considérées comme sdres et
abordables (Zhang and Merlin, 2018).

Des études précliniques récentes se sont révélées trés prometteuses pour le traitement de la
rectocolite hémorragique (RH) a l'aide de vésicules extracellulaires isolées de cellules de
mammiferes et de Np d'origine végétale isolées de plantes comestibles (Robbins et al., 2016;
Zhang et al., 2016). Selon ces résultats, les Np d'origine naturelle pourraient offrir une nouvelle

approche pour traiter les maladies inflammatoires de l'intestin (MICI) (Zhang and Merlin, 2018).

1.2.5. Gomme Tragacanthe
1.2.5.1. Définition

Les gommes polysaccharidiques sont des composés hydrophiles et biodégradables qui peuvent étre
modifiés chimiquement pour donner divers types de dérivés de gomme qui sont des hydrates de
carbone respectueux de I'environnement avec des structures hétérogénes composées de plusieurs
unités de sucre. Les gommes naturelles sont souvent dérivées de sources renouvelables, y compris
les graines de plantes, les microbes et les animaux (Rana et al., 2011; Shelke et al., 2014). En raison
de leurs effets non-toxique, de leur rentabilité et de leur disponibilité, ces biopolyméres et leurs
dérivés sont des matériaux industriels courants utilisés dans les formulations alimentaires,
cosmétiques et pharmaceutiques (Jindal, n.d.; Prajapati et al., 2013) . lls sont couramment utilisés
comme liant, agent désintégrant, agent de suspension, agent épaississant et/ou agent stabilisant en
pharmacie (Prajapati et al., 2013) . Compte tenu des avantages des gommes naturelles, de
nombreuses études novatrices dans les domaines de l'administration de médicaments et de la
médecine régénérative ont été meneées sur certaines d'entre elles au cours des dernieres décennies
(Mohammadinejad et al., 2020; Soleimani et al., 2021) .

La gomme tragacanthe (GT) est une gomme naturelle extraite des plaie des branches et des tiges
d'arbres particuliers que I'on trouve généralement dans I'ouest et le nord de I'lran, la Turquie et I'Inde.
Commercialement, les GT de diverses espéces peuvent étre trouvées sous forme de flocons ou de
rubans enroulés (Verbeken et al., 2003; Barak et al., 2020) . La GT est généralement considérée
comme un polysaccharide anionique visqueux, sans saveur et sans odeur qui n'est pas cancérigéne,
allergéne ou mutagéne (Anderson, 1989) . La teneur en méthoxy, les composants solubles et
insolubles, ainsi que la composition en sucre constituent le TG. Les variations de proportion sont
déterminées par le lieu d'extraction, les variations géographiques, les conditions climatiques et de

croissance et les changements saisonniers. TG est un polysaccharide hétérogéne complexe qui se
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compose de nombreuses chaines latérales constituées de d-xylose, de I-fucose, de d-galactose et
de traces d'acide D-glucuronique qui sont liées au squelette acide des chaines linéaires de résidus
d'acide a-d-galacturonique liés en 1,4 (Imeson, 2010) . La GT reste la gomme présentant le plus
d'avantages d'hydrophilie élevée, de non-toxicité, de biocompatibilité, d'excellente stabilité
thermique et d'excellent comportement rhéologique parmi les autres gommes naturelles (Zohuriaan
and Shokrolahi, 2004; Singh and Sharma, 2014) .

Cette gomme naturelle a suscité un intérét considérable pour une utilisation dans un large éventail
de domaines industriels, notamment I'emballage alimentaire, le traitement de I'eau, les cosmétiques,
les applications biomédicales et les produits pharmaceutiques. TG est un additif alimentaire sGr
approuvé par la Food and Drug Administration du Etats-Unis et est autorisé & utiliser a une
concentration d'environ 0,2 a 1,3 % en poids. Cette gomme naturelle a été utilisé comme revétement
alimentaire, agent épaississant, fibre alimentaire et substitut de graisse dans les industries
alimentaires (Nejatian et al., 2020) . De plus, la TG a été utilisée pour créer des pansements sous
forme de crémes, d'hydrogels et de films qui ont accéléré la guérison des tissus blessés et accéléré
le processus de fermeture de la plaie (Moghbel et al., n.d.; Azarniya et al., 2019) . Indiquant que
l'utilisation de ce matériau comme pansement est une approche efficace (Singh and Rajneesh, 2018)
. De plus, ce biopolymére naturel a été étudié pour étre utilisé comme échafaudage pour l'ingénierie
des tissus mous et durs, tels que les os et les nerfs périphériques, dans de nouvelles applications
biomédicales (Rahmani et al., 2018; Anita Lett et al., 2019) .

De plus, il y a de nombreuses années, TG a été approuvé par la FDA pour une utilisation comme
émulsifiant, stabilisant et épaississant dans de nombreuses applications pharmaceutiques (Prajapati
et al., 2013; Giannopoulou et al., 2015) , Une variété d'agents thérapeutiques, principalement des
médicaments a petites molécules comme la curcumine (Ranjbar-Mohammadi and Bahrami, 2016) ,
I'amoxicilline (Singh and Sharma, 2014; Gupta et al., 2018) et le diclofénac sodique (Veeramachineni
et al., 2019) , ainsi que des macromolécules comme l'insuline (Cikrikci et al., 2018) ont été chargés
dans des systémes d'administration a base de GT en réponse a la demande croissante d'utilisation
de TG dans la conception de nouveaux systemes d'administration (Singh et al., 2016) . De
nombreuses applications biomédicales, y compris les maladies parodontales (Ranjbar-Mohammadi
et al., 2016) et la cicatrisation des plaies (Moghbel et al., n.d.) , ont examiné ces systémes de

délivrance.

1.2.5.2. Structure et propriétés

1.2.5.2.1. Structure

La GT est un polysaccharide de haut poids moléculaire (840 kDas) avec un réseau polymére
hautement ramifié. Ce biopolymere contient divers composants de sucre avec des groupes

carboxyle et hydroxyle élevés sur leurs chaines. La tragacanthine, également connue sous le nom
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d'acide adragant, et la bassorine ont été identifiees comme les deux principales fractions de TG qui
sont connues pour étre solubles et gonflables dans des solutions aqueuses, respectivement (Chenlo
et al., 2010; Karimi and Mohammadifar, 2014) (Figure 1.10) . De plus, les TG sont constituées de
divers ratios d'eau, de glucides, de protéines et de minéraux en fonction de la méthode d'extraction

et des variations saisonniéres et géographiques (Balaghi et al., 2010, 2011).

Gum Tragacanth
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Figure 1.10 Composition fractionnaire de la gomme tragacanthe (Dhupal et al., 2019)

1.2.5.2.2. Propriétés physicochimiques

La qualité et les propriétés fonctionnelles de ce polysaccharide naturel dépendent des teneurs
en deux fractions principales dans I'espéce d'origine qui varient de (20 a 40 %p/p) pour la
tragacanthine et de (60 a 80 %p/p) pour la bassorine (Balaghi et al., 2010) . Ces fractions
hydrosolubles et insolubles peuvent étre facilement séparées par centrifugation de TG hydraté
a faible concentration (Azarikia and Abbasi, 2016) . La tragacanthine est ensuite fractionnée en
éthanol, en acide tragacanthique insoluble et en arabinogalactane soluble dans I'éthanol. La
bassorine et l'acide tragacanthique sont insolubles dans I'eau, mais peuvent former un gel

visqueux (Balaghi et al., 2011) .

Le TG a une excellente stabilité et résiste aux conditions acides dans une large gamme de pH,
de 4 a 8. A pH 5, la stabilité et la viscosité les plus élevées ont été obtenues, tandis que la
viscosité a été réduite a des pH acides inférieurs (Silva et al., 2017) . Dans des conditions de
chauffage prolongées, la viscosité apparente de la TG a diminué, mais aucune dégradation
structurelle des macromolécules n'a été observée (Stephen and Phillips, 2016) . Apres 1000
heures de chauffage a 60 °C, la TG est restée stable et I'analyse FTIR a révélé des bandes

d'absorption équivalentes a celles de la TG non traitée (Brambilla et al., 2011) . La viscosité
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apparente des solutions de TG a diminué avec l'augmentation du taux de cisaillement,

démontrant un comportement de fluidification par cisaillement (Gavlighi et al., 2013) .

Le TG se décompose sous pression physique pour atteindre un poids moléculaire et une
viscosité inférieure a l'aide d'ondes ultrasonores ou d'enzymes. La solubilité dans l'eau de la
gomme est améliorée par dégradation, ce qui est avantageux dans les applications
thérapeutiques et pharmaceutiques. A une fréquence de 20 kHz, un traitement par ultrasons a
provoqué la rupture des chaines TG. En conséquence, sa solubilité dans I'eau a augmenté de
plus de 90,0 % (Raoufi et al.,, 2019) . La réduction de la polydispersité et de la taille des
nanoparticules peuvent également étre obtenue grace a cette méthode de traitement (Farzi et
al., 2011; Kolahi et al., 2022) . De plus, certaines souches bactériennes avaient la capacité de
convertir les TG en acides oligo--galacturoniques. La pectinase, une enzyme qui décompose la
pectine, un polysaccharide de structure trés similaire a la TG, a été produite par ces souches
(Ahmadi et al., 2018; Hosseini-Abari et al., 2019) .

Par rapport aux biopolyméres mucoadhésifs courants, l'alginate, la polyvinylpyrrolidone (PVP)
et le chitosane, la GT a démontré un comportement mucoadhésif supérieur (Nur et al., 2016) .
La formation de liaisons hydrogéne avec les chaines oligosaccharidiques des mucines semble
étre le mécanisme par lequel la GT est mucoadhésive (Khutoryanskiy, 2011) . La mucoadhésion
est une considération clé lors du développement de systémes d'ingénierie pour délivrer des
cargaisons thérapeutiques au célon, buccal (Potas et al., 2020; Abruzzo et al., 2021), oculaire
(Chegini et al., 2020) et vaginal (Parvinroo et al., 2022) . La GT a un grand potentiel de
modification chimique pour obtenir différentes propriétés telles que [I'hydrophilie, la
biodégradabilité, la biocompatibilité et la fiabilité mécanique. Les unités hydroxyle de la gomme
le long de sa chaine ont offert des emplacements appropriés pour la modification chimique afin
de produire des groupes fonctionnels souhaités tels que les acides amino, carboxyle, hydroxyle
et sulfonique. Certains procédés actuellement utilisés, comme le greffage, la réticulation et le
mélange, peuvent fonctionnaliser les TG. Les propriétés uniques de la GT ont été combinées
pour créer une variété de nouveaux systemes, y compris des super-absorbants (Sahraei and
Ghaemy, 2017; Behrouzi and Moghadam, 2018), des matériaux antimicrobiens (Monjezi et al.,
2018, 2019) et des systémes d'administration de médicaments (Singh and Sharma, 2017;
Mohamed et al., 2018) pour I'alimentation, la purification de I'eau et l'industrie pharmaceutique.
Un systéme de livraison intelligent basé sur la GT qui stimule en réponse au pH (Hemmati et al.,
2015) , a la température (Hemmati and Ghaemy, 2016) et au champ magnétique (Sayadnia et

al., 2021) est possible grace a la modification chimique.

La GT a été étudiée comme une méthode simple, accessible et abordable pour produire de

nombreux systémes d'administration d'hydrogel a base de GT , car elle peut facilement réagir
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avec plusieurs cations, conduisant a une gélification ionique dans des conditions douces (Cikrikci
et al.,, 2018; Verma et al., 2018) . La GT peut étre un candidat prometteur pour la création de
systémes d'administration injectables (Chegini et al., 2020) et éventuellement de systémes
d'administration basés sur l'impression 3D dans des études futures (Polez et al., 2022;
Khoshnood et al., 2022) en raison de son excellente viscosité et de son comportement de
fluidification par cisaillement. De plus, la GT est un candidat attrayant pour I'administration orale
et le ciblage de I'administration dans l'intestin et le colon en raison de sa résistance a l'acide et
de ses propriétés de biodégradation par la pectinase de la flore du colon (Ahmadi et al., 2018;
Apoorva et al., 2020) .

1.2.5.2.3. Propriétés Biologiques

Polysaccharide doté d'une excellente cytocompatibilité, la GT est une substance sire et
biocompatible. Les nanofibres électrofilées d'alcool polyvinylique / GT, par exemple, avaient une
bonne fixation et une bonne prolifération des cellules fibroblastes humaines, ce qui faisait de la
membrane une bonne option pour les applications de cicatrisation des plaies (Ranjbar-
Mohammadi et al., 2013) . Le fructose et le galactose présents sur les branches de la GT sont
considérés comme responsables de sa capacité a augmenter lI'adhésion cellulaire. Les gels de
GT peuvent retenir les cellules adhérentes avec le récepteur de reconnaissance du sucre a leur
surface (Fattahi et al., 2013). Etant donné qu'il y a eu un intérét accru pour la recherche des
effets thérapeutiques de la GT sur différents tissus endommagés comme les os, la peau et le
cartilage ces dernieéres années (Taghavizadeh Yazdi et al., 2021; Keshtiara et al., 2023) . Dans
une étude, par exemple, des hydrogels a base de GT ont été proposés pour I'encapsulation

cellulaire dans l'ingénierie tissulaire osseuse (Kulanthaivel et al., 2017).

De plus, ce polysaccharide anionique naturel présente des caractéristiques biologiques
supplémentaires telles que la capacité de cicatriser les plaies (Fayazzadeh et al., 2014) , la
protection des néphrons (Kolangi et al., 2018) et I'activité anticoagulante (Kushwah et al., 2021)
. Aprés 7 jours, de la GT appliquée localement sur des plaies de pleine épaisseur créées sur le
dos des rats méles, 90 % des plaies avaient cicatrisé. Il a été suggéré que la teneur en minéraux
de la GT est un facteur décisif dans ses capacités de cicatrisation (Fayazzadeh et al., 2014) .
Par rapport a un certain nombre de gommes naturelles, telles que la gomme de guar, la gomme
de xanthane (XG) et la gomme d'acacia, la GT a montré le plus fort potentiel anticoagulant. Dans
les tests de saignement de queue de rat, I'éponge enduite de GT adragante et les poudres de
GT ont atteint I'hnémostase dans les plus brefs délais - 156,2 + 12,86 s et 76 = 12,55 s,
respectivement (Kushwah et al., 2021) . De plus, la capacité de liaison a I'albumine sérique
humaine et les caractéristiques conformationnelles, qui sont cruciales pour Ila

pharmacocinétique, ne sont pas affectées par la GT (Moradi et al., 2018).



Chapitre 1. Revue de littérature - 46 -

1.2.5.2.3.1. Evaluation de la toxicité

L'extraction, l'isolement et la caractérisation de la GT retiennent encore l'attention ces derniéres
années en raison de leur large distribution dans la nature et de leur réle important dans les
industries alimentaires et des boissons, cosmétiques, textiles et pharmaceutiques. L'utilisation
accrue de la GT dans les produits pharmaceutiques, les cosmétiques et les additifs alimentaires
nécessite une évaluation de la sécurité toxicologique et immunologique. Aprés avoir recu de la
GT comme complément alimentaire pendant 91 jours, une micrographie électronique a
transmission de l'ultrastructure des ccoeurs et des foies de rats n'a révélé aucune anomalie
perceptible et aucune inclusion pathologique n'a été observée dans les échantillons de cceur et
de foie (Anderson et al., 1984) . Selon un essai clinique, la GT a été bien tolérée et aucun effet
toxicologique indésirable n'a été noté aprés que cinq volontaires masculins aient consommeé une
dose élevée de 9,9 g de GT par jour pendant 21 jours (1984). Ces effets n'incluaient aucun
changement dans la tolérance au glucose sanguin, les indices hématologiques, les paramétres

d'analyse d'urine, le cholestérol sérique, les triglycérides ou les phospholipides.

Ainsi, depuis 1961, la GT est considérée comme siire aux Etats-Unis (GRAS : généralement
reconnu comme s(r). Depuis 1974, la GT est approuvée comme additif alimentaire E413. Une
enquéte approfondie a révélé que la GT n'était ni tératogéne ni toxique pour les souris ou les
hamsters gravides lorsqu'elle était administrée par voie orale (sous forme de suspension dans
de I'huile de mais) a des doses allant jusqu'a 1200 mg/kg de poids corporel/jour. Lorsque la GT
a été testée pour son activité génétique/allergique, aucune mutagénicité ni immunogénicité n'a
été trouvée (Anderson, 1989) . Lorsqu'elle a été administrée a des niveaux alimentaires a des
souris B6C3F1 de I'un ou l'autre sexe pendant 96 semaines, la GT s'est avérée non cancérigéne
et aucune incidence significative de |ésions prénéoplasiques ou néoplasiques n'a été observée
(Sano et al., 1996) . Selon une étude récente sur le sérum humain, la GT ne provoque aucun
changement indésirable dans la conformation des protéines aux niveaux sériques (Moradi et al.,
2018) (Figure 1.11).

La vaste gamme de résultats de recherche résumeés implique que les données a l'appui de
I'évaluation de l'innocuité de la GT sont largement appropriées et suffisantes. Ainsi, il a été
confirmé que la GT est non immunogéne, non cancérigéne, bien tolérée, généralement non

toxique et sans danger pour une utilisation dans des procédures pharmaceutiques.
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Figure 1.11 Propriétés caractéristiques de la gomme adragante (Dhupal et al., 2019)

1.2.53.

Gomme Tragacanthe pour administration des médicaments

Compte tenu des caractéristiques de la GT, la majorité des systémes d'administration basés sur

celle-ci qui ont été rapportés jusqu'a présent étaient des hydrogels. Cependant, un certain

nombre d'études ont allé au-dela et ont créé des structures noyau-coquille (Core-shell) ou

micellaires a I'échelle micro et nanométrique en tant que systémes de délivrance sans hydrogel.

Ces systémes de livraison ont été fabriqués en utilisant des méthodes de coacervation et

d'émulsion. Selon la littérature, ces supports de GT non hydrogel ont été développés pour

charger et délivrer des cargaisons hydrophobes pour une administration orale. De plus, la faible

résistance mécanique de la GT pour avoir un systéme de distribution stable a continué d'étre le

principal défi qui a été surmonté en utilisant les agents de réticulation appropriés ou en se

mélangeant avec d'autres polyméres, tout comme les hydrogels (Figure 1.12) (Dhupal et al.,

2019).
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Figure 1.12 Utilisation de Gomme Tragacanthe dans
(Dhupal et al., 2019)

1.2.5.3.1. L encapsulation en forme core-shell

les procédures pharmaceutiques
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Les émulsions sont I'une des techniques les plus couramment utilisées pour créer des systémes
de livraison micro et nano, et il existe différents processus en fonction des caractéristiques des
biomatériaux du transporteur et de la cargaison. Dans ce contexte, un microgel de GT
microencapsulé au sel de fer par une méthode d'évaporation de solvant a été développé pour
atteindre une efficacité d'encapsulation maximale et protéger le nutriment des facteurs
environnementaux. L'un des suppléments de fer les moins chers et les plus biodisponibles est
le sulfate ferreux. Cependant, son oxydation a causé une baisse de la qualité des aliments. En
conséquence, l'encapsulation de microporteurs est conseillée pour la protection de
I'environnement. Les tests in vitro ont révélé une libération de 80 % dans I'eau en 24 heures et
une libération compléte dans le liquide gastrique simulé, aprés trois heures (Asghari-Varzaneh
etal., 2017) . De la méme maniére, des nano-émulsions a base de GT ont été développées dans
le but de former une architecture noyau-enveloppe de revétement lipidique (Verma et al., 2020)
et des nanocapsules antimicrobiennes avec de l'huile de menthe poivrée dans le noyau
(Ghayempour et al., 2015) .

Afin de délivrer le médicament anticancéreux Cisplatine, le nano-noyau de GT été enveloppé
dans une coque de lécithine. La lécithine, un mélange hydrophobe naturel de phospholipides,
peut améliorer l'internalisation cellulaire car c'est un composant de la membrane cellulaire.
L'efficacité totale d'encapsulation du médicament et les charges de médicament de 68 % et
5,2 %, respectivement, ont été confirmées par des tests in vitro, ainsi qu'une libération prolongée
dans les 24 heures (Verma et al., 2020).

Le surfactant Triton X-100 a été ajouté au mélange de GT et d'huile de menthe poivrée pour
créer les nanocapsules antimicrobiennes, qui ont ensuite été réticulées avec des ions calcium
ou aluminium. Les particules qui ont été réticulées avec trois cations Al3+ Valente étaient plus
petites que celles qui ont été réticulées avec des cations Ca2+. Une activité antibactérienne
compléte (100 %) contre C. Albicans, S. aureus et E. coli a également été atteinte (Ghayempour
et al., 2015).

1.2.5.3.1.1. Gomme Tragacanthe et core-shell en type de Micelles

Les micelles sont des particules colloidales auto-assemblées hydrophobes/hydrophiles de taille
nanomeétrique, ce qui en fait des supports appropriés pour les médicaments a faible solubilité
dans l'eau. Dans les solutions aqueuses, des micelles auto-assemblées peuvent étre facilement
créées par des copolymeres amphiphiles obtenus en greffant des molécules hydrophobes sur
les polyméres hydrophiles (Kedar et al., 2010). Les polysaccharides naturels sont frequemment
suggérés comme enveloppes de micelles hydrophiles en raison de leur bioactivité élevee, de
leur grande disponibilité et de leur simplicité de modification (Zhang et al., 2013).

De plus, en raison de son pH et de sa sensibilité thermique, la GT a suscité de l'intérét pour son
utilisation en tant que squelette hydrophile dans les systéemes d'administration micellaires

intelligents. A cet égard, la chimie Click a été utilisée pour coupler les molécules de GT a fonction
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azide modifiée sur le copolymére amphiphile a terminaison alcyne poly(éthyléne-glycol)-
polycaprolactone-polydiméthylaminoéthyl méthacrylate-C=CH (mPEG-PCL-PDMAEMA-C=CH)
, aboutissant aux copolyméres greffées (TGgPDMAEMAPCLmMPEG). Les structures micellaires
des copolymeéres greffés amphiphiles a base GT ont été disposées dans des solutions aqueuses.
Les nanomicelles contenaient un médicament anticancéreux hydrophobe appelé quercétine.
Pour les nanomicelles vierges et chargées de médicament, la taille des nanomicelles sensibles
au pH/température était d'environ 87 et 115 nm, respectivement. En outre, I'agrégation des
micelles et l'interaction hydrophobe dans une solution aqueuse diluée ont provoqué la séparation
de phase a environ 45°C. Selon les résultats, la vitesse de libération du médicament pourrait
étre influencée par le pH et a été considérablement accélérée a un pH acide de 2,2 par rapport
a un pH neutre. Une libération lente et soutenue d'environ 90 % sur une période de 30 heures a
suivi une libération relativement rapide sous ce pH acide au cours des cing premieres heures
(Hemmati and Ghaemy, 2016).

1.2.6. Cire D’abeille

1.2.6.1. Définition

Le terme "cire" fait référence a des mélanges de divers composés chimiques, y compris des esters,
des hydrocarbures a longue chaine et des cétones, entre autres, qui donnent des matériaux avec
des points de fusion élevés et une excellente résistance a I'eau. La cire peut étre fabriquée a partir

d'un animal, d'un végétal ou d'un organisme (Flaherty, 2007).

Les abeilles produisent de la cire d'abeille (Cab), une graisse, pour construire leurs nids d'abeilles.
La cire est produite par les abeilles sous forme de réduction des sucres provenant de sources
alimentaires et est sécrétée sous la forme de minuscules écailles arrondies dans les quatre glandes
ventrales situées dans le bas de I'abdomen. Les abeilles consomment du miel et leurs intestins
absorbent les sucres (6 molécules de carbone), qui sont les deux premiéres étapes de la fabrication
de la Cab. lls se rendent ensuite a l'intérieur de leur corps, ou ils sont décomposés en petits
morceaux (2 carbones). Puis, dans les glandes cireuses, ils subissent un processus de
recombinaison différent pour produire, d'une part, des acides gras et des hydrocarbures (entre 18 et
36 carbones) et, d'autre part, des esters cireux et des alcools (entre 24 et 33 carbones). La Cab est

la combinaison de ces produits (Tulloch, 1970, 1980; Blomquist et al., 1980; Bogdanov, 2004).

1.26.1.1. Purification de la cire d'abeille

La cire d'abeille est jaune et a un aréme distinct qui ressemble au miel lorsqu'elle se trouve dans les
rayons. Plusieurs procédés décrits dans la littérature sont utilisés pour le purifier.

La Cab est d'abord purifiée en la faisant fondre dans un bain-marie a plus de 60°C, puis elle est
blanchie a I'aide de diverses techniques, telles que I'exposition au soleil (Midgley, 1993), la terre de

diatomées et le charbon actif (Bermejo, 2012) ou l'acide sulfurique (Valega, 2008) Les impuretés
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sont ensuite grattées de la surface aprés que la Cab fondue a été lentement mélangée et versée
sur un récipient partiellement immergé dans de I'eau tempérée. La Cab qui a été raffinée apparait
blanche, translucide et a des bords tranchants.

1.2.6.1.2. Structure et Composition

1.2.6.1.2.1. Propriétés physiques

A une température relativement basse (32 °C), la Cab a une grande plasticité et est inerte (Hepburn,
1986). Sa composition variant Iégérement selon son origine, son point de fusion n'est pas constant.
(62 °C a 65 °C) est la plage des valeurs typiques (Gaillard et al., 2011). Sa conductivité thermique
estestimée a 0,25 W/m.K, et sa densité relative a 15 °C varie de 0,958 g/cm3 a 0,970 g/cm3 (Morgan
et al., 2002). De plus, il est bien connu qu'a 100 °C, la viscosité est inférieure a 20 mPa. Il a un point
d'éclair a des températures supérieures a 180 °C, mais son point d'ébullition est inconnu (Buchwald
et al., 2008).

1.2.6.1.2.2. Composition Chimique

La Cab contient au moins 284 composés différents, dont 21 composés majeurs représentent 56%

de la composition globale de la cire (Tulloch, 1971) (Tableau 1).

Tableau 1 Composition de la cire d'abeille (Tulloch,

1971

Components Percentage (%)
Hydrocarbons 14
Monoesters 35
Diesters 14
Triesters 3
Hydroxy monoesters 4
Hydroxy polyester 8
Monoester acids 1
Polyester acids 2
Free fatty acids 12
Unidentified material 7

1.2.6.1.3. Utilisations
La cire d'abeille est utilisée depuis longtemps dans [I'histoire et la tradition communes, notamment

dans la production de bougies, de sculptures, de sceaux d'enveloppes de lettres et de scellements
de cercueils. Il est maintenant utilisé dans les produits artisanaux et industriels en raison de ses
qualités, avantages et caractéristiques (Ahnert, 2015). Il entre dans la fabrication de nombreux
produits comme composant isolant et hydrophobe, tels que les vernis, les encres, les allumettes, les
cables électriques, la protection du cuir et les cires protectrices contre les coupures (Hepburn, 1986;
Kester and Fennema, 1989). Les pommades et les crémes contiennent de la Cab comme
épaississant et comme base pour la teneur en matiéres grasses. La cire a épiler est la plus utilisée
dans cette industrie en raison de ses propriétés anti-inflammatoires et cicatrisantes (Al-Waili, 2003;
Fratini et al., 2016).

1.2.6.1.3.1. Utilisations Pharmaceutiques
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La cire d'abeille contient des stérols, qui sont des substances thérapeutiquement précieuses qui
abaissent efficacement le taux de cholestérol. Les stérols peuvent étre facilement ajoutés a divers
aliments (Mellema, 2009).

La Cab joue encore un réle important dans les préparations de la médecine moderne (Fratini et al.,
2016).

Les emplatres, pommades et cremes doivent étre préparés en pharmacie a base de Cab,
conformément a la Pharmacopée. La cire blanche entre dans la composition des crémes, des
astringents, des produits nettoyants, des produits blanchissants et des masques faciaux. On pense
que le chewing-gum (cire en peigne) a certaines propriétés bénéfiques aux Etats-Unis, notamment
la capacité de stimuler la production de salive et de suc gastrique, d'éliminer les calculs dentaires et
de réduire les niveaux de nicotine chez les fumeurs (Valega, 2008). La Cab a récemment été utilisée

pour encapsuler des médicaments et des arédmes (Fabra et al., 2009; Ranjha et al., 2010).

1.3. Thérapie

1.3.1. La Cyclooxygénases

Les systémes cardiovasculaire, neural, rénal, immunitaire, gastro-intestinal et reproducteur
contiennent tous des enzymes cyclooxygénases (COX) qui sont cruciales pour la physiologie et la
pathologie humaines (Abdelhaleem et al., 2022).

Cyclooxygénases (COX), prostaglandine (PG) G/H synthase catalyse les deux premiéres étapes de
la biosynthése des PG. Les deux isoformes COX COX1 et COX2 sont ciblées par les anti-
inflammatoires non stéroidiens (AINS) fréquemment utilisés, ce qui indique que ces enzymes sont

impliquées dans la douleur, la fievre, l'inflammation et la tumorigénes (Rouzer and Marnett, 2009).

Dans la muqueuse gastrique, I'enzyme COX-1 est produite de maniére constitutive, tandis que
I'enzyme COX-2 est produite au niveau des sites d'inflammation. Ainsi, les PG impliquées dans la
régulation homéostatique étaient principalement produites par COX1, tandis que les PG produites
par COX2 étaient principalement produites en réponse a une variété de stimuli internes et externes.
Ce fait explique comment les AINS peuvent étre a la fois thérapeutiques et toxiques pour les
personnes. Alors que leur capacité a inhiber la COX2 est largement responsable de leur activité anti-
inflammatoire et analgésique, les principaux effets secondaires des AINS, I'érosion gastroduodénale
et la perturbation de la fonction rénale normale, semblent étre causés par l'inhibition de la COX1
(DuBois et al., 1998).

De nombreux produits sont créés grace a l'action de la COX sur les lipides, dont ceux impliquant
I'acide arachidonique. Une grande majorité d'entre eux proviennent de la dégradation de la PG F2
(PGF2). Les produits finaux de la COX-1 (thromboxane et protéinoides) ont leurs propres effets,
notamment sur les systémes gastro-intestinal et cardiovasculaire. lIs jouent également un réle dans

le développement de symptdomes de douleur, d'inflammation et de fievre (Smith and Willis, 1971;
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Vane et al., 1998). Par conséquent, la réduction de I'activité de la COX-1 et de la COX-2 entrainera
une diminution de la fiévre, de l'inflammation et de la douleur. Sur la muqueuse gastrique, cependant,

la COX-1 diminue également l'effet protecteur physiologique des protéinoides (Figure 1.13).

En plus de réguler la réponse inflammatoire, I'enzyme inductible COX2 contrble également d'autres
processus moléculaires tels que la division cellulaire, la constriction des vaisseaux sanguins et
I'apoptose. Puisqu'elle est surexprimée, la PG E2 (PGE2) est ainsi produite, ce qui contribue a la
progression de tous les stades majeurs du cancer, y compris l'angiogenése, les métastases,
I'apoptose et I'immunosuppression (Agundez et al., 2015; Hashemi Goradel et al., 2019).

De plus, la COX2 est surexprimée dans le cancer du sein et est impliquée dans la pathogenése de
la maladie par des mécanismes a la fois dépendants et indépendants du PG (Wen et al., 2020). Le
cancer colorectal peut se développer plus lentement si la COX-2 est inhibée (DuBois et al., 1998).
In vitro et in vivo, les inhibiteurs de la COX-2 améliorent I'activité antitumorale de la chimiothérapie
(Urade, 2008) , En conséquence, l'inhibition de la COX-2 peut étre une cible utile pour le traitement

du cancer.
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Figure 1.13 Vue d'ensemble des principaux processus impliqués dans la synthése des
prostaglandines (PG). Il existe trois voies métaboliques principales qui peuvent décomposer I'acide
arachidonique. Chaque prostaglandine dérivée de COX-2 (PGI2, PGE2, PGD2, PGF2a) ou
thromboxane A2 (TxA2) a une fonction spécifique dans la voie de la cyclooxygénase (COX). Anti-
inflammatoires non stéroidiens, ou AINS, et COXIB, ou inhibiteurs spécifiques de la COX-2 (Wang,
2006)

1.3.2. Les Anti-Inflammatoires Non-Stéroidiens
L'acide salicylique a d'abord été utilisé comme analgésique et antipyrétique avant que I'aspirine
(acide acétylsalicylique), une forme plus agréable au godt et plus pratique, ne soit créée a la fin

des années 1890. Plus tard, en tant qu'antiplaquettaire pour la prévention cardiovasculaire, il a
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été autorisé dans les années 1980 (Brune and Hinz, 2004). Plus tard, un certain nombre de
nouveaux anti-inflammatoires non stéroidiens non sélectifs ont été créés au cours du 20e siécle.
Le célécoxib (CXB) et le rofécoxib, la premiére génération d'inhibiteurs sélectifs de la COX-2,
ont commencé leurs essais cliniques en 1995 (Hawkey, 2005) (Tableau 1) (Figure 1.14).
Différents AINS ont trouvé leur place dans le traitement en équilibrant le risque d'effets
secondaires médiés par la COX avec leurs propriétés anti-inflammatoires. Les AINS autres que
l'aspirine (AINS), contrairement a [l'aspirine, sont rarement prescrits pour une utilisation
quotidienne a long terme. lls sont fréquemment prescrits pour traiter a la fois des affections
chroniques (arthrose, polyarthrite rhumatoide, migraine) et aigués (traumatismes, douleurs
postopératoires). |l existe de nombreux médicaments en vente libre qui peuvent étre utilisés
comme analgésiques, anti-inflammatoires et antipyrétiques. Cependant, les effets pléiotropes de
I'aspirine et des AINS continuent d'étre découverts au fur et a mesure que des années d'études
observationnelles et de données d'essais cliniques se sont accumulées (Piskovatska et al.,
2023).

La tumorigenése et d'autres maladies chroniques liées a l'dge sont favorisées par une
inflammation chronique de bas grade. La majorité des cellules inflammatoires, y compris les
lymphocytes T, les cellules dendritiques, les macrophages, les monocytes, les neutrophiles et
les cellules tueuses naturelles, infiltrent le tissu tumoral. Les chimiokines, leurs récepteurs et
autres médiateurs pro-inflammatoires sont exprimés et sécrétés par les cellules malignes, qui
sont trés probablement des cellules immunitaires (Donev, 2020). Les mécanismes moléculaires
et physiologiques sous-jacents aux effets chimiopréventifs et anticancéreux des AINS
couramment utilisés ont fait I'objet de recherches approfondies (Piskovatska et al., 2023).

Les cellules épithéliales sont affectées parles dommages a I'ADN et I'accumulation de mutations
a la suite de conditions inflammatoires en cours, ce qui favorise leur développement incontrdlé
(Zappavigna et al., 2020). Le facteur de transcription nucléaire NF-kB, qui régule I'expression
des génes de la réponse immunitaire, I'apoptose et le cycle cellulaire, est activé par divers agents
inflammatoires. Lorsque NF-kB est activé, il se lie spécifiquement a des séquences
nucléotidiques spécifiques dans le noyau cellulaire, favorisant la production d'enzymes COX et
de cytokines pro-inflammatoires. De plus, l'interleukine 6 (IL-6), le facteur de croissance de
I'endothélium vasculaire et les métalloprotéinases matricielles (MMP-2, MMP-9) sont produites
par les cellules immunitaires activées. Alors que les métalloprotéinases décomposent la
membrane basale, favorisant l'invasion de cellules atypiques, l'interleukine-6 (IL-6) et les
facteurs de croissance peuvent induire I'activation du transducteur de signal et de I'activateur de

la transcription 3, ce qui améliore la prolifération et la survie des cellules.

Les ROS et d'autres substances toxiques pour 'ADN qui sont abondamment produites par les
macrophages épuisent les agents microbiens, causant collatéralement des dommages aux

tissus et a 'ADN, et favorisant un environnement cancérogéne. Les cellules inflammatoires, les
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facteurs de croissance et les agents endommageant I'ADN favorisent tous une prolifération et

une survie cellulaires soutenues, ce qui augmente le risque des néoplasmes (Zappavigna et al.,
2020).

Composante essentielle du microenvironnement tumoral, la surexpression de COX-2 soutient le

phénotype des cellules résistantes a I'apoptose, proliférant activement et migrantes. Les cancers

de l'cesophage, du cblon, du poumon, du sein et de I'estomac ont tous été associés a la

surexpression de la COX-2 en tant que facteur de mauvais pronostic (Ogino et al., 2008; Xu et

al., 2017).

L'inflammation chronique est également un catalyseur d'autres maladies liées a I'age, telles que
I'athérosclérose, les maladies neurodégénératives et la fragilité (Furman et al., 2019; Vaiserman et
al., 2021). L'aspirine et d'autres AINS sont des candidats-médicaments attrayants pour réutiliser et
potentiellement prévenir ou retarder I'apparition de maladies liées a I'age en raison d'un certain

nombre de mécanismes différents (Rea et al., 2018; Furman et al., 2019; Vaiserman and Lushchak,

2017; Vaiserman et al., 2020).

Tableau 2 Classification des AINS et de leur COX-1/ Sélectivité COX-2 (Varrassi et al., 2019)

Class Chemique COX-1 sélectif et non sélecti COX-2 sélectif
Salicylates - Aspirine
- Diflunisal
Sulfonanilides - Nimésulide
- Flosulide
Dérivés de I'acide anthraniliq - Acide Méfénamique - Esters et amides de mécloféname
(fénamates)

- Acide Méclofénamique
- Acide Flufénamique

- Acide Tolfénamique

Dérivés de l'acide acétique - Acéclofénac, - Etodolac
- Diclofénac, - Lumiracoxib
- Kétorolac,

- L'indométhacine
- Nabumétone
- Sulindac
- Tolmétine
Dérivés de l'acide énolique (oxicam) - Droxicam - Méloxicam
- Isoxicam
- lornoxicam,
- Phénylbutazone

- Piroxicam
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- Ténoxicam

Dérivés de I'acide propionique - Dexkétoprofene
- Dexibuproféene
- Kétoproféne

- Flurbiproféne

- Ibuprofene

- Kétoproféene

- Loxoprofene

- Naproxene

- Oxaprozine

Inhibiteurs sélectifs de la COX-2 (Coxibs - Célécoxib
- Rofécoxib
- Valdécoxib
- Parécoxib
- Eoricoxib
| Membrane phospholipids
ll’hospholipasc A
_ | Arachidonic acid
Eliysiologics] Inflammation

NSAIDs
CoxX-1y” l\/ COX-2

events

constitutive inducible

P landins . ‘ :
| Prostaglandins - i | Prostaglandins
| Tromboxane llfuprofcn

Diclofenac l

Renal, gastric and | Side 'Anti-inﬂammatoi-y' , Fever

cardiovascular _ effect . effeet | Pain

homeostasis — —

Figure 1.14 Mécanisme d'action des anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), effets
thérapeutiques anti-inflammatoires et effets indésirables. Les AINS ciblent les cyclooxygénases, qui
catalysent la transformation de l'acide arachidonique en PG et en thromboxane. L'aspirine,
l'ibuprofene et le diclofénac sont des exemples d'AINS non sélectifs qui bloquent les activités
enzymatiques COX-1 et COX-2. La fonction physiologique de la COX-1 est affectée et l'inhibition de
la COX-1 entraine des effets secondaires indésirables tels que la toxicité rénale, gastrique et
cardiovasculaire. Il a été démontré que les AINS sélectifs comme le CXB et le rofécoxib ont des effets
thérapeutiques et inhibent uniquement I'activité de la COX-2, qui est impliquée dans l'inflammation
(Piskovatska et al., 2023)

1.3.2.1. Célécoxib
Le CXB, également connu chimiquement sous le nom de 4-[5-(4-méthylphényl)-3-

trifluorométhyl-1H-pyrazoyl-1-yllbenzéne sulfonamide, est un pyrazole 1,5-diaryl-substitué avec
un pKa de 11,1. Le 31 décembre 1998, la Food and Drug Administration (FDA) des Etats-Unis a



Chapitre 1. Revue de littérature - 56 -

approuvé le célécoxib (Celebrex®; Searle-Monsanto et Pfizer), le premier inhibiteur spécifique
de la cyclooxygénase-2 (COX-2). Par rapport a d'autres AINS couramment utilisés, tels que le
diclofénac, le naproxéne et l'ibuproféne, les doses thérapeutiques de CXB se sont avérées tout
aussi efficaces dans le traitement des patients atteints de polyarthrite rhumatoide et d'arthrose,
ainsi que pour la prise en charge la douleur associée a ces conditions (Simon et al., 1998; Davies
et al., 2000). La découverte importante des isoenzymes COX et la recherche ultérieure de
médicaments capables d'inhiber sélectivement la COX-2 avec peu ou pas d'effet sur la COX-1
ont abouti a l'introduction clinique du CXB en 1999. L'objectif clinique principal était de créer un
AINS avec un minimum a aucun effet sur les reins et le tractus gastro-intestinal (Gl) (Davies et
al., 2000).

1.3.2.1.1. Propriétés pharmacocinétiques

Le célécoxib est rapidement absorbé aprés administration orale et atteint son pic de
concentration sérique en 3 heures environ. Seulement 3 % du médicament est éliminé sous
forme inchangée aprés une métabolisation hépatique importante (Paulson et al., 2000). Le CXB
est principalement excrété par I'urine et les féces (Solomon et al., 2008). Le principal processus
métabolique qui convertit le CXB en hydroxycélécoxib est I'hydroxylation du méthyle. Bien que
le CYP3A4 contribue également de maniére minime ( 25 %), le CYP2C9 est principalement
responsable de la catalyse de cette réaction (Davies et al., 2000; Paulson et al., 2000; Sandberg
et al., 2002). Les alcools déshydrogénases cytosoliques ADH1 et ADH2 oxydent davantage
I'nydroxycélécoxib pour former du carboxycélécoxib (Sandberg et al., 2002), qui est ensuite
conjugué a l'acide glucuronique par les UDP-glucuronosyltransférases pour produire le 1-
Oglucuronide. Il n'y a aucune activité pharmacologique dans aucun des métabolites (Davies et
al., 2000).

La pharmacocinétique du CXB et la variabilité de la réponse médicamenteuse sont susceptibles
d'étre directement impactées par les polymorphismes du CYP2C9 car le CYP2C9 est
principalement responsable de la médiation du métabolisme du CXB. L'exposition au CXB est
plus élevée chez les personnes ayant de faibles métaboliseurs du substrat du CYP2C9 que chez
les personnes ayant une activité normale du CYP2C9 (par exemple, porteurs de l'alléle
CYP2C9*3) (Tang et al., 2001; Sandberg et al., 2002). Par conséquent, les utilisateurs de CXB
doivent faire preuve de prudence lorsqu'ils prennent des médicaments qui inhibent le CYP2C9.
Le CXB inhibe le CYP2D6 bien qu'il ne soit pas un substrat de cette enzyme (Werner et al.,
2003). En raison de la possibilité d'une interaction médicamenteuse, les patients prenant du CXB
doivent également utiliser avec prudence les médicaments métabolisés par le CYP2D6 (Gong
etal., 2012).

1.3.2.1.2. Distribution et liaison aux protéines
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La majorité des AINS conventionnels ont un volume apparent de distribution (V/F) de 0,1 a 0,3 L/kg
et sont fortement (> 98 %) liés aux protéines a I'albumine. Ce volume de distribution est comparable
au volume de plasma ou de sang et est significativement inférieur au volume d'eau corporelle totale
(0,6 L/kg) (Davies et al., 2000). De plus, le CXB est fortement (> 97 %) lié aux protéines,
principalement a I'albumine. Jusqu'a 4 000 g/L de CXB plasmatique total, la fraction de médicament
non lié reste essentiellement constante (moyenne de 2,6 % non lié) (“Drug Approval Package:
Celebrex (Celecoxib) NDA# 20-998,” n.d.). Le CXB se répartit de maniere égale entre les
erythrocytes et le plasma, selon la mesure de la radioactivité 14C totale (globules rouges/plasma =
0,89) (Davies et al., 2000). Chez I'homme, le CXB a un V/F de 455+ 166 L (5,7-7,1 L/kg) En
comparant le CXB a d'autres AINS, le V/F plus élevé que prévu peut étre di a la lipophilie du CXB

ou une faible biodisponibilité (Davies et al., 2000).

1.3.2.1.3. Métabolisme et élimination
Selon les études, le CXB a une demi-vie (11/2) comprise entre 11,2 et 15,6 heures et une clairance
apparente (CL/F) d'environ 30 L/h (500 ml/min). Chez I'hnomme, le CXB est largement métabolisé

dans le foie.

Seulement 2 % des substances sont excrétées sous forme inchangée dans l'urine, et 2,6 % des
substances sont inchangées dans les selles (Davies et al., 2000).

Des échantillons de plasma ont révélé la présence des trois métabolites du CXB, SC-60613, SC-
62087 et du conjugué glucuronide de SC-62807. Un métabolite circulant mineur, le SC-60613, est
produit lorsque la fraction méthyle du CXB est partiellement oxydée en un groupe hydroxyle. Le
fragment méthyle du CXB a subi une oxydation compléte pour former le SC-62807 (M2), qui contient
un groupe carboxyle. M1 est créé par la glutcuronidation du métabolite carboxyle. De faibles niveaux
du métabolite glucuronide peuvent également étre observés dans l'urine, et le métabolite acide
carboxylique (SC-62807) représente respectivement 19 % et 54 % de la dose excrétée dans l'urine

et les féces (Davies et al., 2000).
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Chapitre 2. Matériels et méthodes

3.1. Conception de I’étude
Notre étude est divisée en trois groupes de travail complémentaires, chacun avec ses propres

techniques et résultats, et mon travail comprend les parties de recherche galénique et immuno-

sérologique.

« Préparation de I'encapsulation * Réalisation la technique DLS
a partir dune double émulsion « Réalisation de la technique
HPLC

Partie Galénique

= Réalisation de FNS

= Réalisation technique
Spectrophotométrie UV-
visible

« Dosage Protéine Totale

Partie dosage Sérologique - Dosage Albumine
 Prélévement de sang depuis les » Dosage NOx
souns

I'encapsulation de
. « Réalisation de technique
Celecoxib sur un ShecEophomiTiscts Ui visibls

modéle de colite sur homogénat
= p / » Dosage Protéines Totales
« Dosage NOx
« Arrachage et broyage de la « Dosage de l'urée
partie proximal et distal du \
colon

Etude de I'imapct de

« Réalisation et lecture des
Etude Histologique coupes histologiques a partie
de la partie proximal et distal
du colon et le foie

Figure 2.0 Conception de I'étude — Schémas représentant le study design

3.1.1. Matériels utilisés

SP-8000nano

Figure 2.2. Spectrophotométre UV-VIS SP-3000nano

Figure 2.1. Omni Sonic Ruptor 400 Ultrason

Homogenizer
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Figure 2.4. Centrifugeuse Sigma 2-16 Kl

Figure 2.3. Appareille numérotation
formule sanguine MINDRAY BC-30S

3.2. Partie Galénique

3.2.1. Préparation de formulation d’encapsulation (Emulsion)

Pour avoir une formulation en double émulsions bien stable on a préparé douze formules a des
paramétres différents (Phase Huileuse = Cire abeille, Phase Aqueuse = Solution Eau + GT,
Temps d’homogénéisation) afin de choisir la meilleure formule a partir des résultats de diffusion
dynamique de la lumiére (DLS)

Donc pour le total des douze formulations on va distinguer le changement de deux paramétres
principaux et on les distingue par :

F1, F2, F3, F4 Indiquant le changement de la masse de cire d’abeille (Phase Huileuse) et le
volume de la phase Aqueuse

T1, T2, T3 Indiquant le changement de temps d’homogénéisation

3.2.1.1. Emulsion Primaire

Phase Huileuse : On pése pour (0.4, 0.6, 0.8, 1) g de cire d’abeille dans les différentes étapes «
F » afin de fonder la cire a 70°C

Phase Aqueuse : On commence par préparation d'une solution a partir de la GT en poudre et
I'eau distille pour une concentration de 0.05g dans 100ml

La solution est chauffée aux mémes températures que la cire et ils sont mélange a I'ajout de

0.4ml de Tween’80 suit par le lancement d’ultrasonicateur aux différents timings « T »

3.2.1.2. Emulsion Secondaire
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Aprés homogénéisation et stabilisation de la formule on prend « F » volume du mélange on
ajoute 12ml du solvant et 1ml du Span'80 pour le lancement d’ultrasonicateur au méme timing
« T » correspondant

3.2.1.3. Lavage et agitation

Aprés la deuxieme homogénéisation on ajoute a la formule 100ml du tampon et en lance une

agitation avec une vitesse constante pour toutes les formulations pour une heure du temps
\. ' ;

1. Emulsion 2. Emulsion 3. Lavage 4. Centrifugation
Primaire Secondaire
Figure 2.5. Etapes de la réalisation de la formule en double émulsions

Afin de terminer I'agitation en laisse la formule pour stabiliser quelque temps ou le contenu qu’on
a besoin va se précipiter au bas de la fiole en sorte de mousse afin de la collecter dans des
tubes Eppendorf pour passer a I'étape finale

La Phase Galénique et la formulation d’encapsulation va passer pour une analyse de diffusion
dynamique de la lumiére (DLS) pour choisir une des douze formules préparées précédemment

et faire procéder a son utilisation a nos expérimentations animales

3.3. Partie Animale

3.3.1. Conditions d’élevage

Notre expérience a porté sur des souris BALB/c males, pesant entre 22 et 26 g provenant de l'institut
pasteur d’Alger.

Dés leur réception, les souris sont placés aléatoirement en 4 groupes dans de grandes cages en
matiére plastique ayant un couvercle en acier inoxydable, une épaisse couche de sciure est
déposée au fond des cages, renouvelée tous les 2 jours, les animaux ont libre accés a I'eau et la
nourriture qui se compose de croquettes fournies par I'Office National des Animaux du Bétail
(ONAB), avant leur utilisation les souris subissent une période d’adaptation de 10 jours au niveau
de I'animalerie a température constante (22 + 2) °C et sont soumis a un cycle de lumiére/obscurité

de 12/12h pour le respect de leur horloge biologique.

3.3.2. Induction d’inflammation
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La colite a été induite chez la souris selon la méthode décrite par plusieurs sources de littérature
avec une modification mineure. Les souris ont été mises a jeun pendant 24 heures avec libre acces
a l'eau. 0,5 ml d'acide acétique a 4 % (v/v) dans une solution préparée de PBS a été infusé
lentement dans le rectum des animaux a l'aide d'un cathéter en caoutchouc inséré a 3 cm dans le
cblon. La solution a été retenue dans le c6lon pendant 30 s, suivie d'un retrait doux du cathéter tout
en fermant le rectum pendant 30 s supplémentaires pour s'assurer que la solution ne fuit pas. Les
souris ont ensuite été transférées dans leurs cages, autorisées a manger et a boire une heure plus

tard et hébergées pendant trois jours sans traitements

Figure 2.6. L'instillation intra rectale d’acide acétique

3.3.3. Traitement

Le célécoxib (CXB) a été fourni par comme cadeau aimable par la société pharmaceutique
Pharmalliance (Ouled Fayet, Alger — Algérie).
Apres 3 jours d’induction de la colite avec acide acétique les Groupes sont administré d’un

équivalant de 5 mg de CXB par jour pour 5 jours consécutives

I ‘ ‘

Figure 2.7. Gavage oral
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Figure 2.8. Sacrifice des Souris et prélévement du sang par une ponction cardiaque

Etape suivante. Prélevement de
sérum apres la centrifugation du sang
depuis des tube sec

3.3.4. Le protocole expérimental
Le modeéle expérimental de in-vivo a été induit chez les souris BALB/c males qui sont divisées

en 6 groupes :

Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3 Groupe 4 Groupe 5 Groupe 6
Control (-) Control (+) PBS + Acide Acide Acide
PBS Acide Formule vide = Acétique + Acétique + Acétique +
Acétique Formule vide  Principe Actif Principe
(Célécoxib) Actif
encapsuléé

3.4. Analyses sérologiques

3.4.1. Numération Formule Sanguine (FNS)

Avant le sacrifice, le sang est prélevé de la veine caudale de la souris aprés avoir été piqués avec
une lancette d'un stylo autopiqueur, on prend les gouttes du sang dans des tubes Eppendorf
contient un anticoagulant EDTA pour faire I'analyse du FNS.

3.4.2. Spectrophotomeétre UV-visible

La spectroscopie UV-Vis est une technique analytique qui mesure la quantité de longueurs d'onde
discrétes de lumiére UV ou visible qui sont absorbées ou transmises a travers un échantillon par
rapport a un échantillon de référence ou a blanc. Cette propriété est influencée par la composition

de I'échantillon, fournissant potentiellement des informations sur ce qu'il y a dans I'échantillon et a
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quelle concentration. Etant donné que cette technique de spectroscopie repose sur I'utilisation de
la lumiére, considérons d'abord les propriétés de la lumiére (“UV-Vis Spectroscopy,” n.d.).

3.4.2.1. Dosage du NOx (Méthode de GRIESS)

Pratiquement tous les étres vivants contiennent les ions nitrite et nitrate, qui sont basés sur 'azote.
De plus, les mammiféres ont des niveaux de nitrite endogénes, qui peuvent également étre acquis
par des sources alimentaires. L'oxyde nitrique et d'autres espéces azotées réactives (oxydes
d'azote) sont produits par le métabolisme ultérieur du nitrite chez 'homme. La voie biochimique du
nitrate, du nitrite et du NO est bien connue pour son implication dans la régulation du flux sanguin,
la réponse dépendante de I'hypoxie et la signalisation cellulaire. Selon des études, les
mitochondries convertissent les nitrites en oxyde nitrique. En particulier, dans des conditions
hypoxiques, la myoglobine et la xanthine oxydoréductase pourraient produire du NO, entrainant
une respiration mitochondriale (“Merck | Produits et services Life Science,” n.d.).

3.4.2.1.1. Principe

Le réactif de Griess, une méthode traditionnelle d'estimation des nitrites, est utilisé dans le
dosage des nitrites. En utilisant le réactif de Griess |, le nitrite est converti en oxyde d'azote
pendant le dosage. Aprés cela, le réactif de Griess Il et I'oxyde d'azote se combinent pour créer
un produit stable, qui peut étre identifié par son absorbance a 540 nm (A540). Des niveaux de
nitrite aussi bas que 1 nmol/puits peuvent étre détectés par le test en une étape, qui est rapide

et facile a utiliser. L'oxyde nitrique peut étre trouvé dans les tissus animaux (foie, rein, etc.), la
culture cellulaire (cellules adhérentes ou en suspension), le sérum, le plasma et l'urine utilisant

ce réactif (“Merck | Produits et services Life Science,” n.d.).

3.4.2.2. Dosage des protéines Totales (Méthode de Bradford)

Dans le dosage des protéines de Bradford (Bradford, 1976), du Coomassie Brilliant Blue G-250, un
colorant acide, est ajouté a la solution de protéines. L'absorbance maximale passe de 465 nm
(brunatre) a 595 nm (bleu) en raison de la liaison du colorant bleu de Coomassie aux acides aminés
basiques et aromatiques. La création d'une courbe standard sert de base a la méthode. La teneur
en protéines des fractions produites expérimentalement est calculée en ajustant les valeurs de
DO595 a la courbe standard (Rosenberg, 2005).

3.4.2.2.1. Principe

Les protéines avec des poids moléculaires supérieurs a 3-5 kDa sont détectées par le test de
Bradford. En effectuant une réaction colorimétrique simple et en comparant les résultats avec ceux
obtenus a partir de quantités standard de protéines, on peut déterminer la quantité de protéines
présentes dans un échantillon expérimental. Il est conseillé d'utiliser ce protocole spécifique pour
les protéines contenant 20—-140 mg (200—1400 mg/ml) (Rosenberg, 2005).

3.4.2.2.2. Protocole

En fait une mixture de 100 pl du sérum avec 2 ml de solution Bradford et en laisse pour une

incubation a I'obscurité a 15 min puis lire a 595 nm.
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3.4.2.3. Détermination de la concentration d’albumine

3.4.2.3.1. Principe

Dans le tampon citrate. L’albumine forme avec le vert de bromocrésol (BCG) un compose colore
avec une intensité de couleur proportionnelle a la concentration d’albumine présente de
I'échantillon. La couleur bleu-vert produite dans la réaction est mesure a 630 nm est son intensité
est proportionnelle a la concentration d’albumine dans I'’échantillon.

3.4.2.3.2. Protocole

Tube Blanc Tube Etalon Tube Echantillon
Réactif 1ml 1ml 1 mil
Eau Distillée 10u 0 0
Etalon 0 10 ul 0
Echantillon 0 0 10 pl

On mélange le réactif avec I'eau distillée, étalon et I'échantillon et incuber a 37°C pour 2 minutes

puis lire a une longueur d’onde de 628 nm.

Le protocole détaillé émanant du kit de dosage (en annexe).

3.4.3.4 Analyses statistiques
Les moyennes ont été comparées a l'aide du ANOVA one way. La comparaison de fréquences a été
réalisée a l'aide Bartlett's. Les analyses statistiques ont été effectués grace au logiciel PRISM

GRAPHPAD pour Windows. Les valeurs de p < 0,05 ont été considérées statistiquement significatives.
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Chapitre 3. Résultats et interprétations

Les caractéristiques des groupes de souris sont représentées au tableau 3.1.1

- Les résultats émanant de la numération de la formule sanguine sont les suivants :
Comme indiqué dans les figures 3.1, les taux de leucocytes totaux sont comparables entre les 6
groupes de souris, Le taux des leucocytes est bien élevée dans le groupe induit de I'acide acétique,
et on peut remarquer la méme chose pour le groupe de la formule vide + AA, bien que le taux de
leucocytes dans les autres lots est presque convergents, malgré les variations remarquées , aucune
différence significative n’a été relevée (p = 0,1480).
- Nous remarquons sur la figure 3.2, une nette augmentation des taux de lymphocytes dans le
groupe de souris ayant regu I'encapsulation vide et I'acide acétique, aucune signification n’est
révélée (p <0, 1),
- Aussi, d’apres la figure 3.3, les taux de granulocytes chez les souris ayant regu I'acide acétique
sont légerement comparables ou on remarque on remarque une augmentation de granulocytes chez
le groupe malade, ainsi on observe qu’llya on diminution dans les groupes 3,4,5, a ceux ayant recu
le célécoxib non encapsulé, cependant sans signification soulignée (p < 0,1).
- De méme les taux de MID semble nettement plus augmenté chez les souris ayant recu l'acide
acétique par rapport au reste des souris (p <0,1).
- Les taux circulants de plaquettes sanguines révélent une augmentation visible et presque
semblable chez les deux groupes de souris avec Acide acétique et célécoxib encapsulé et non
encapsulé avec une diminution Iégere chez le groupe encapsule comparés aux reste des groupes
non traités au célécoxib. (p <0,1).
- Les taux circulants de monoxyde d’azote est significativement élevée chez le groupe malade, alors
gue on observe homogénéité entre les groupes 3 et 6 avec le groupe témoin -, ainsi une diminution
simple dans les groupes 4,5 comparent au groupe témoin -.
- On remarque une variété dans la totalité des graphs des concentrations des protéines totales
comparent celui de témoin - et ou on remarque une valeur maximale chez le groupe 4.
- Les concentrations d’albumine sérique sont légérement diminue chez le groupe malade mais le
taux de concentrations chez les autres lots sont comparables et sans signification révélée entre les

6 groupes de souris.



Chapitre Ill. Résultats et interprétations - 66 -

Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3 Groupe 4 Groupe 5 Groupe 6
Control (-) Control (+) PBS + Formule Acide Acétique + Acide Acétique + Acide
PBS Acide Acétique vide Formule vide Principe Actif Acétique  +
(Célécoxib) Principe Actif
encapsuléé

Tableau 3.1.1 Tableau représentatif des différents groupes de souris étudiés.

Formule de numération sanguine

Leucocytes Lymphocytes
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Figure 3.1 Taux circulants de leucocytes totaux Figure 3.2 Taux circulants de lymphocytes chez les
chezles 6 groupes de souris comparées. AA : Acide 6 groupes de souris comparées. AA: Acide

Acétique ; PBS : Phosphate buffer salin; p >0,1. Acétique ; PBS : Phosphate buffer salin; p >0, 1.
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Figure 3.3 Taux circulants de Granulocytes chez Figure 3.4 MID chez les 6 groupes de souris
les 6 groupes de souris comparées. AA : Acide comparées. AA: Acide Acétique; PBS:

Acétique ; PBS : Phosphate buffer salin; p >0,1. Phosphate buffer salin; p >0,1.
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Figure 3.5 Taux circulants de plaquette sanguines chez les 6 groupes de souris comparées.
AA : Acide Acétique ; PBS : Phosphate buffer salin ;. (p < 0,1).
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Figure 3.6 Taux circulants de d’oxyde nitrique (Nox) chez les 6 groupes de souris comparées.
AA : Acide Acétique ; PBS : Phosphate buffer salin ; (p < 0,1).
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Figure 3.7 Taux circulants des protéines totales sérique chez les 6 groupes de souris
comparées.
AA : Acide Acétique ; PBS : Phosphate buffer salin; (p < 0,1).
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Figure 3.8 Taux circulants de I'albumine sérique chez les 6 groupes de souris comparées.
AA : Acide Acétique ; PBS : Phosphate buffer salin ;. (p < 0,1).
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Chapitre 4. Discussion et interprétation

Ce travail consiste en une étude immuno-pharmacologique de prélévements sanguins a partir des
souris BALB/c male témoins et des souris BALB/c exposes a I’acide acétique en but de provoquer
une colite, Traites par I'anti-inflammatoire non-stéroidien Célécoxib en forme non-encapsules et

encapsules en une émulsion de micelles polymériques.

La RH est I'une des maladies inflammatoires chroniques de l'intestin (MICI) prévalentes qui nuisent
a la qualité de vie (Gajendran et al., 2019). Méme avec plusieurs facteurs génétiques et
immunologiques impliqués dans la pathogenése de la RH, I'étiologie exacte reste a I'étude. Divers
médiateurs inflammatoires et espéces réactives de I'oxygeéne sont attribués a la génération de CU
(Arafa et al., 2020; Oliveira et al., 2021).

La CU induite par 'acide acétique (AA) est un modele expérimental bien étudié et facile a utiliser
(Rashidian et al., 2020). Ce modéle est associé a des réactions inflammatoires (Wu et al., 2020) et
oxydatives qui imitent la pathogenése des MIl humaines (Esiringu et al., 2016). Par conséquent, la
colite induite par les AA peut étre un modéle approprié pour évaluer les agents ayant une action

inflammatoire et antioxydante possible.

Les neutrophiles ont été observés et étudiés dans la colite pendant de nombreuses années : les
neutrophiles ont été impliqués comme moteurs de l'inflammation des muqueuses dans les MICI
(Fournier and Parkos, 2012). Plus précisément, il a été proposé que la formation de piéges
extracellulaires de neutrophiles soit inhibée thérapeutiquement (Dinallo et al., 2019; Jorch and
Kubes, 2017; Leppkes et al., 2016). La surabondance induite par l'infection ou l'auto-immunité de la
formation de piéges extracellulaires de neutrophiles ou une clairance défectueuse peut, en effet,
endommager I'hote, en particulier les petits vaisseaux, (Jiménez-Alcazar et al., 2017; Leppkes et al.,
2020; Meng et al., 2017) en particulier en présence de pathobiontes associés a la CU(Bucker et al.,
2014; Saha et al., 2019). En revanche, des résultats mitigés ont été rapportés dans des modéles
expérimentaux étudiant les approches de déplétion des neutrophiles dans la colite dans le passé
(Kihl et al., 2007).

Ce qui s’aligne avec notre étude (Figure 3.3) ou le taux des circulants de Granulocytes est élevés

en général chez les souris traites avec I'acide acétique

Dans une étude réalisée par (Cook and MacDonald, 2018), il a été montré une accumulation de
monocytes pro-inflammatoires a la fois dans la colite murine et la MICI humaine, ce qui semble
commode a notre étude ou il y'avait un taux sériques élevés de I'ensemble des cellules MID (Figure
3.4)
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Le but étant dévaluer I'impact d’encapsulation de célécoxib, afin d’amplifier son effet anti-
inflammatoire, et en réduisant ces effets secondaires par augmenter son absorption et sélectivités

par son encapsulation avec des micelles (El-Hady et al., 2020).

Cependant, le célécoxib souffre d'une faible solubilité qui peut limiter son activité car le volume de
liquide colique est limité.

Plusieurs techniques de solubilisation du célécoxib ont été étudiées comme indiqué précédemment.
Dans cette étude, la solubilisation du célécoxib a été réalisée a I'aide de micelles polymériques. Les
micelles polyméres constituées de copolyméres séquencés amphiphiles peuvent améliorer la

solubilité, la stabilité et la biodisponibilité des médicaments hydrophobes (Khan et al., 2018).

Plusieurs premieres études observationnelles ont suggéré que les inhibiteurs sélectifs de la
cyclocoxygenese-2 comprennent le célécoxib pourrait étre associé a un risque cardiovasculaire

accru suite a leur effets sur les thrombocytes (Vardeny and Solomon, 2008).

L'effet de célécoxib sur les colites est toujours controversé, mais selon les études qu’on a
sélectionné similaire a notre étude le célécoxib avait un effet positif dans la réduction de
l'inflammation colique (El-Hady et al., 2020; Lee et al., 2014).

La prostaglandine E2 endogéne est produite par des cellules mononucléaires dans la lamina propria
et est indépendante de I'expression de COX-2. [l module la réponse immunitaire intestinale, y
compris la différenciation des lymphocytes T et la production et la libération de cytokines pro-
inflammatoires ; La détermination de l'activité 6-céto-prostogladine F1a du cblon, telle qu'elle a été
étudiée par (Madhusudhan et al., n.d.), représente l'activité¢ COX. Par conséquent, la diminution
significative de l'activité de la 6-céto-prostogladine F1a du cdlon par le traitement aux microsphéres

enrobées confirme le réle important de la COX-2 dans l'inflammation du célon.

Une production excessive des dérivés réactifs de I'oxygéne ROS et des espéces réactives d'azote
(RNS) ou leur piégeage inefficace entraine respectivement un stress oxydatif et nitrosatif. Cette
condition est potentiellement dangereuse car elle peut altérer la réponse inflammatoire et entrainer
des modifications des lipides et des protéines, des dommages a I'ADN, une apoptose ou une
transformation cellulaire cancérogéne. Pour cette raison, le stress oxydatif a été impliqué dans un
certain nombre de maladies humaines, notamment les maladies inflammatoires de l'intestin (MICI)

et le cancer colorectal (Piechota-Polanczyk and Fichna, 2014).

Les résultats in vivo obtenu par (Madhusudhan et al., n.d.) démontrent que le célécoxib est un

inhibiteur sélectif de la COX-2 et protecteur dans la colite expérimentale. Ces résultats combinés a
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nos (Figure 3.6) montrent que le traitement avec des microsphéres enrobées peut réduire le stress

oxydatif associé a la colite expérimentale.

On peut dire qu’llya n’avait pas un effet de toxicité ou immunogénicité dans le groupe de
(rencapsulation vide + PBS) cela dit il y’a une variété de résultats concernant le groupe traite avec
(rencapsulation vide + AA) et que l'activité pro-oxydante était réduite dans tous les groupe traite

comparent au celui de groupe malade (Groupe 2)
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Chapitre 5. Conclusions et perspectives

Dans le but d'étudier I'effet de I'encapsulation du célécoxib sur sa fonction anti-inflammatoire avérée
dans un modele d'inflammation du colon provoquée chez des modelés murins par l'acide acétique

utilisé avec la dose 5%.

Cette étude soutient I'hypothése selon laquelle 'encapsulation du célécoxib, qui est une molécule
pro inflammatoire inclue dans le traitement habituel contre les troubles coliques, pourrait jouer un
réle remarquable dans 'amélioration de I'efficacité thérapeutique de cette molécule, et plus que tout
ne constitue pas une étrave chimique empéchant la fonction du principe actif mis en émulsion. Pour
ce, des parameétres témoins de I'état inflammatoire sérique tels (Nox, Taux d’albumine, taux de
protéines, Formule de numération sanguine) ont été mis en évidence et pris comme marqueurs
comparés aux différents lots, principalement les souris traitées au célécoxib non encapsulé en

comparaison aux souris avec inflammation avérée et non traitées.

En résumé, sur 'ensemble des figures représentées, des variations sont présentes mais avec des
différences non significatives. La présence de I'encapsulation a fait globalement diminuer d’une
facon plutét comparable le taux de l'inflammation, par rapport au célécoxib non encapsulé, en
diminuant le taux de leucocytes, des MID, et des granulocytes, de I'oxyde nitrique et des protéines
et en augmentant le taux de l'albumine lors de linflammation. Par contre, des effets pros
inflammatoires contraires a ceux du célécoxib, supposés antiinflammatoires, ont été soulignés
lorsque le célécoxib est encapsulé, ce témoigné avec des taux de thrombocytes élevés. Enfin une
réaction immunitaire acquise pourrait avoir été provoquée par le polymére de I'’encapsulation ne

contenant aucun principe actif, ceci est révélé par le taux augmenté des lymphocytes sanguins.

Dans ce sens, il serait judicieux d’investiguer une étude I'encapsulation sur 'immunité spécifique ;
en étudiant par exemple l'activité réactionnel du systéme immunitaire face au polymére formant

I'’émulsion en étudiant par exemple le polymére face aux quatre types de I'’hypersensibilité.
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valeurs établies déterminées par cette méthode peuvent étre
utilisés. Nous vous recommandons :

Pax exposer le réactif d'albumj

re Ctablisse seg propres

CEBIO CONTROLE NORMAL 95010A
CEBIO CONTROLE PATHOLOGIQUE

95011A
Les tests nécessitent P'utilisation d'un calibrant g’

Nous vous recommandons *
*CEBIO multicalibrateur 95015A
Tout calibrant disponible dans le
méthode peut étre utilisé.
Stabilit¢ de la calibration dépend fortement de 'utilisation deg
analyscurs automatiques et leurs spécifications. La stabilité dela
calibration est de 30 jours,

albumine,

commerce adapté A cette

ALPHADIAGNOSTIC Production Algérie

Tel: 0554 88 2> 54  E-mail; alphadiagnosticpro@yahoo.com
0560050929

ALBUMINE BCG

—— ine dans le
Réactif pour a détermination de la concentration d-albumine
sérum ou fe plasma humains ,

CAL1X 3 mL

11 est recommandé que chafquc laboratoire établisse son PIOPre
systéme de contrdle de qualité interne et des procédures d"action
Corrective si les controles pe se rétablissent pas dang o
toiérances acceptables,

Un contrdle de qualité est recommandé tous les matins. 1q

calibration n'est pas recommandé si les valeurs de
sont  acceptables,

changements de lot.

i.

contrdle CQ
Le réactif doit &re calibre apres les

CARACTERISTIQUES DE PERFORMANCE
Sensibilité (LoD) (basées sur le document CLSI E

limite de détection est de 0,1 g/d|
Faible linéarité : 0.2 g/dl

P17): la

Haute linéarité : ¢ Lest est lincaire jusqua 12 g/dl
Les ¢chantilions avec une concentratin

d"albumine supérieure a
8 g/dl doivent &tre dilués avee ype solution saline (150 mmol/|
dch chlorure de sodium dang "eau) et

analyser de nouveau ep
multipliant l¢ résultat par le facteyr de

dilution.
La linarit¢ peut considérablement v

arier en fonction de
Vinstrument utilisé.

Etudes de précision (basées sur e document CLSI EPS) :
= Répétabilité (intra-série

- intra-test
Cone. Moyenne SD cv N
3.37 grdl 0,04 1,10% 40
3,34 g/dl 0,04 1,30 % 40
- Reproductibilité (inter-séric - inter-test]
Cone. Moyenne SD Ccv N
336 g/dl 0,04 1,00% 40
3,35 g/di 0,07 2,00 % 40
Précision :

les résultats obtenug avec ce réactif n’ont pas montré
de  différences systématiques Par rapport aux réactifs de
référence. Les détails des expériences de COmparaison s
disponibles sur demande,

Comparaison_des méthodes : un
produits CEBIO et les
Tésultats suivants -
Albumine CEBIO = x
Albumine concurrent = v
n=73

¥ = 1,009x - 0,195 g/dl * = 0,956
Inte

Interférences : Hémoglobine Supérieure & 10 g/d] en gros les
¢chantillons hémolysés interféreront avee le test. a été
rapporté que I'héparine interfare avee la détermination de
I"albumine par des méthodes de liaison de colorant, Une
bilirubine ¢levee supérieure 3 55 mg/dl et une lipémie marquée
supérieure & 1900 mg/dl peuvent avoir un léger effet suy la
détermination précise de I"albumine,
Young et al, a publié une liste compléte de médicaments et de
substances susceptibles d'interférer ayec les tests de diagnostic
in vitro, y compris la détermination de Ialbumine,

Ces caractéristiques de performance ont é6 obtenues 3 |’
d'un analyseur. Leg résultats peu

Vent v,
différent ou une procédure manuelle sont

ont

¢ comparaison entre les
autres produits commercialisés donne les

aide
arier si un instrument
utilis¢s,
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X.  PROCEDURE IRE
1. PARAMETRES DE LALHS Clion croissante, BCG

Méthode : Colarimétrique, point l"{'_')'
o
Longueur d'onde : 628 i (577
Température ; tempéralur “'"b"amc
Fchantillon : sérum ou plasma EDTA

Linéarité : 0.2 g/l - 8 g/d) (80 /)

2. Mode opératoire Albumine
Ramener les réactifs, calibrants, contrdles et spécimens &
température ambiante,

Tube blanc \'l’ubc Tube
\ Etalon Echantillon
L R1 1000uL. 1000ul. | 1000ul.
R2 0 0 1]
Eau 10ul. 0 0
déminéralisée
Etalon 0 10ul. 0
Echantillon 0 0 10ul.

Mélanger ct incuber & 37 © C 2 minutes, Puis lire Jos résultats
Un temps d'incubation plus long donne des résultats élevés
Temps de réaction : 6 secondes
I.a couleur est stable 30mint.
3. CALCUL
L'albumine dans 'échantillon
I'échantillon '

="Témlon ¥ concentrationde l'étalon
Conversion des unités
wdlx 10=g/l

XL EMA JES
1. Pour usage diagnostic in vitro unigquement. Ne pas pipeter 4 la
bouche. Eviter le contact avec la peau et les muqueuses.
2. Tous les calibratants, controles et certaing réactifs doivent étre
considérés comme des échantillons humains et animaux, donc
potenticllement infecticux ; toutes les actions de protection

doivent &re appliquées pour éviter tout risque  biologique
potenticl.

3. La fiche de données de sécurité sera fournic sur demande.

4. Prendre les précautions normales requises pour la
manipulation des réactifs de Jaboratoire.

5. Une fois les mesures prises, les flacons de réactifs doivent
&re bouchés et conservés 4 15-25 °C. Les bouchons des flacons
de réactifs ne peuvent pas étre ulilisés entre deux types de
réactifs différents et entre R1 of R2,

6. Les réactifs avec des numéros de lot différents ne doivent pas
Cre échangés oy mélangés,

7. La limite de lingarité dépend du rapport échantillon/réactif.

Ik RECAUTIONS ET _ELIMINATION D
A
Ce produit est ¢

i neu ili des laboratoires
professionnels et oy pour étre utilis¢ dans

des g i 5 tuez le
test conformément g, pérateurs professionnels. Effect

. X direeti es
pratiques de laboratoire » (Bpy )_wcs gincrilcs: des: ¢ bons
R36/38 : Irritant pour les yeux
520/21 : Lors de I'utilisation. ¢ pas man
Yeux, laver immédiatem

! ent et
abondamment avec de I'cau et consulter un médecin,
S28 : Aprés contact avec la peau, laver immédiatement et
abondamment 2 I'cau,
$36/37/39 ; Poncr. des vélcmc.nls de protection appropriés, des
gants ct un appareil de protection des yeux/du visage. S45 : En
cas d'accident ou de malaise, consulter immédiatement un
médecin. $56 : Eliminer ce matériau et son conteneur aans un
point de collecte des déchets dangercux ou spéciaux.

$57 : Utiliser un contenant approprié pour éviter la
contamination de I'environnement.

S61 : Eviter le rejet dans I'environnement. Sc référer aux
instructions spéciales/fiches de données de séeurité,
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