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Résumé Introduction :
L’objectif de cette étude est d’améliorer I'effet anti-inflammatoire de la célécoxib en
I’encapsulant et de voir son impact sur I'inflammation du célon chez les souris.

Matériaux et méthodes :

Pour réaliser cette étude, nous avons injecté 0,4 ml d’acide acétique a 5 % dans le
rectum de souris BALB/c afin d’induire une inflammation du ¢6lon, puis nous les avons
laissées pendant 3 jours avant de commencer a leur administrer : 0,2 ml de formule vide,
0,2 ml d’anti-inflammatoire (libre) de 0.5 mg/ml, 0,2 ml de formulation complete (anti-
inflammatoire encapsulé) par alimentation forcée pendant 4 jours. Nous avons divisé les
souris en six lots comme suit : lot 1 témoin (référence), lot 2 positif (chargé d’acide
acétique), lot 3 formule vide, lot 4 chargé d’acide acétique + formule vide, lot 5 chargé
d’acide acétique + anti-inflammatoire libre, lot 6 formulation compléte.

Résultats :

L’étude histologique du colon a révélé une inflammation aigué chez les souris chargées
d’acide acétique uniquement, ainsi que chez les souris chargées d’acide acétique et de solu-
tion vide. En revanche, les souris chargées d’acide acétique + anti-inflammatoire libre ont
montré une amélioration tres légere, contrairement aux souris chargées d’acide acétique
+ formulation complete qui ont montré une amélioration significative. Les résultats de
la solution vide seule n’ont eu aucun effet négatif. Quant a I’étude histologique du foie,
une inflammation a été observée dans tous les lots sauf dans le lot témoin et le groupe
formule vide.

Conclusion :
Ces résultats indiquent que I'encapsulation de 'anti-inflammatoire améliore son effi-
cacité a réduire 'inflammation du colon.

Mots clés : Colite, celcoxib, Anti-inflammatoires, non stéroidiens, Encapsulation, His-
tologie.




Abstract Introduction :
The aim of this study is to enhance the anti-inflammatory effect of celecoxib through
encapsulation and assess its impact on colitis in mice.

Materiales and Methodes

To accomplish this, BALB/c mice were injected rectally with 0.4 ml of 5% acetic
acid to induce colonic inflammation and left for 3 days before being administered the
following : 0.2 ml of empty formula of 0.5 mg/ ml, 0.2 ml of the anti-inflammatory
agent (free form), 0.2 ml of the complete formulation (encapsulated anti-inflammatory),
through forced feeding for 4 days. The mice were divided into six banch as follows :
banch 1 negative control, banch 2 positive control (loaded with acetic acid), banch 3
empty formula, banch 4 loaded with acetic acid 4+ empty formula, banch 5 loaded with
acetic acid + free anti-inflammatory agent, banch 6 complete formulation.

Results

Histological examination of the colon showed acute inflammation in mice loaded with
acetic acid alone, as well as in mice loaded with acetic acid and the empty formula. Mice
loaded with acetic acid + free anti-inflammatory agent exhibited only a slight improve-
ment, whereas mice loaded with acetic acid + the complete formulation demonstrated
significant improvement.

The results of the empty formula alone had no negative effect. Regarding the histo-
logical study of the liver, inflammation was observed in all groups except the negative
control and empty formula banchs

Conclusion :
These findings indicate that encapsulating the anti-inflammatory agent enhances its
ability to alleviate inflammation in the colon.

Keywords : Colitis, celcoxib, Anti-inflammatory, non-steroidal, Encapsulation, Histolo-
gy:
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Introduction générale

La colite ulcéreuse est une affection inflammatoire idiopathique du célon qui se traduit
par une friabilité diffuse et des érosions superficielles de la paroi colique associées a des
saignements. Il s’agit de la forme la plus courante de maladie inflammatoire de I'intestin

dans le monde. [1]

L’incidence de la colite ulcéreuse est bimodale, avec un pic d’apparition entre 15 et
30 ans et un second pic moins important entre 50 et 70 ans. [I|Cette inflammation peut
entrainer des dommages tissulaires, une altération de la fonction intestinale et des symp-
tomes cliniques tels que des douleurs abdominales, des affaiblissements et une perte de
poids. L’utilisation de molécules a effet anti-inflammatoire constitue une approche pro-

metteuse pour atténuer 'inflammation et restaurer la fonction intestinale normale,

Les options de traitement peuvent inclure des médicaments anti-inflammatoires, tels
que les corticostéroides et les médicaments immunosuppresseurs, ainsi que des modifi-
cations du régime alimentaire et du mode de vie. Dans certains cas, une intervention
chirurgicale peut étre nécessaire pour traiter les complications ou pour retirer une partie

du colon gravement endommagé

Dans notre étude, la molécule anti-inflammatoire est encapsulée ses éventuelles appli-
cations dans le domaine pharmaceutique. , ce qui permet une libération controlée et ciblée

de la substance active dans le colon des souris.

L’objectif de notre étude histologique est d’analyser les effets de cette molécule encap-
sulée sur les caractéristiques histologiques du colon, telles que l'infiltration des cellules

inflammatoires, les 1ésions tissulaires, la réparation des tissus et la régénération cellulaire
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I.1 Systéme digestif

Le systéme digestif est composé de tube, commence par la cavité orale et se termine au
niveau de l'anus, passez par le cou, le thorax, I’'abdomen et le pelvis et glandes annexes
les glandes salivaires, le foie, le pancréas et les glandes muqueuses digestives qui ont un

role important dans la digestion, I’absorption et le métabolisme des nutriments.|2]

I.1.1 Colon

Le colon (gros intestin), forme la partie terminale du tube digestif. Ses dimensions
approximatives sont 6 cm de diameétre et 120 & 150 cm de long, il ne développe qu’une
surface épithéliale égale au trentiéme de celle de la gréle en raison de 1’absence de villosités
et ne secréte pas d’enzymes et ne participe pas a ’absorption digestive que dans une
proportion de 4 % [3].

Sur le plan fonctionnel, le colon peut étre divisé en deux parties séparées au niveau du

colon transverse, sont le colon droit et le colon gauche.

— Le colon droit (Ceecum et colon ascendant) agit comme une région de stockage
pour l'efflux iliaque, et joue un role majeur dans ’absorption de 'eau et des élec-

trolytes, de méme que dans la fermentation des sucres non digérés;[3], 4].

— Le colon gauche (colon descendant, colon sigmoide et rectum) agit comme un
conduit pour le passage de résidus, et intervient dans ’entreposage et I'évacuation

des selles avant la défécation [3] [].

I.1.1.1  Histologie du colon

Le colon est un tube tapissé intérieurement d’une muqueuse et extérieurement d’une
séreuse, il se caractérise par ’absence de 1’élément de ’amplification de surface, de valvules

conniventes et de villosités [5].

La paroi du colon est constituée de 4 couches qui sont de 'intérieur vers l'extérieur la

muqueuse, la sous muqueuse, la musculeuse et la séreuse [6].

— La muqueuse : Elle Comprend trois couches.

(a) L’épithélium : Il est formé a partir d’une seule couche de cellules reliées les
unes des autres par des jonctions occlusives au niveau du bord de leur surface
apicale ; des cellules exocrines qui secrétent du mucus dans la lumiére, ainsi
que des cellules endocrines qui libérent des hormones dans le sang. Elles sont

incluses dans la couche épithéliale [6].
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Revue bibliographique

(b) La lamina propria : C’est une couche de tissu conjonctif lache trés riche
en capillaires sanguins et lymphatiques, en leucocytes et autres cellules de
systéme de défense contre les microorganismes qui sont susceptibles de traverser

I'épithélium [7].

(c) La muscularus mucosa : C’est une fine couche de cellules musculaires lisses
qui,en se contractant peuvent modifier les plis de I’épithélium. En raison de la
couche musculaire, des plis se forment & la surface de la muqueuse. Ces plis
appelés haustrations, sont transverses a l'axe du colon et occupent entre un

tier et la moitié de la circonférence du colon [6].

— La sous muqueuse : Elle est formée d'une couche de tissu conjonctif, et parcourue
par des vaisseaux sanguins et des éléments de plexus nerveux ou muqueux ou plexus
de Meissner, et contenant de nombreuses cellules : lymphocytes, plasmocytes et

macrophages [§].

— La musculeuse : Elle conserve sa disposition en deux plans de couche ciculaire,
interne, musculaire et externe longitudinale, entre ces deux couches se trouve un
réseau de neurones principalement de deux plexus nerveux. Le plexus myentérique
ou plexus d’Auerbatch est constitué d’un réseau nerveux de ganglions situé entre la

couche longitudinale et circulaire de la musculeuse.

Le plexus sous muqueux ou plexus de Meissner situé entre la muqueuse et la muscu-
leuse circulaire est constitué d’un réseau dense de faisceaux nerveux se propageant
dont la totalité de la lamina propria, il innerve les glandes muqueuses et la muscu-

larus mucosae [9).

L’observation sous microscope photonique montre 1'hétérogénéité de 1’épaisseur et
de l'organisation des couches de muscle circulaire et longitudinale. L’organisation
particuliére de la couche musculaire externe est formée de trois bandes longitudinales
épaisses, les bandes caeco — coliques ou taeniae coli renforcant son efficacité, et
I'existence de sphincters lisse et strié dans la partie terminale de gros intestin chez
le porc, le cobay et ’homme [10] mais forme une couche d’épaisseur uniforme autour

de la circonférence entiére dans le colon de chien [IT].

Chez le cobaye, la couche circulaire de muscle posséde un gradient dans le potentiel
membranaire d’un potentiel fortement polarisé le long de la surface sous muqueuse

a un potentiel moins négatif de membrane le long de la frontiére myentérique [12].
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— La séreuse : C’est une mince couche de tissu conjonctif permet aux différents
segments de tube digestif de se replier et de se glisser les uns sur les autres dans le
coté abdominal. La séreuse contient des éléments vasculaires (branche des artéres

et des veines mésentériques), lymphatiques et des troncs nerveux [6].

LUMIERE DU TUBE DIGESTIF

muquenx

Musculaire
externe

Sereuse

Cavité abdommale

FIGURE 1.1 — Structure de la paroi du tube digestif sur une section longitudinale [6].

FIGURE 1.2 — Histologie du colon et de la muqueuse colique

[13]
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1.1.2 Foie

Le foie est 'organe interne le plus volumineux, pése environ 1.5 kg, elle occupe une
partie du bord droit, du haut de I’abdomen. Il se projette sur la paroi thoraco-abdominale,
dans une zone triangulaire allongée horizontalement [14].

Le foie assure de nombreuses fonctions :

— Le métabolisme (glucides, lipides, protides)

— Le stockage (glycogéne et les vitamines liposolubles. . .).

— L’épuration et 1’élimination des produits toxiques (médicaments, alcool...).

— Une fonction exocrine par la formation et la sécrétion de la bile.

— Une fonction endocrine [14].

Au niveau cellulaire, la cavité porte est constituée de branches terminales adjacentes et
paralléles de la voie biliaire, de la veine porte et de ses branches, et de 'artére hépatique

au sein des hépatocytes. Les branches terminales des veines hépatiques sont situées au

centre des lobules hépatiques. Le sang s’écoule de la cavité porte entre les trabécules des

hépatocytes [14].

Branche terminale de .
la veine hépatique Triade portale

Artere Canal Veine

hépatique biliaire porte

FI1GURE 1.3 — Histologie de lobule hépatique [14].



Revue bibliographique

1.2 Pinflammation

L’inflammation est la réponse naturelle et non spécifique du corps suite a une agres-
sion [15]. Elle peut avoir de diverses causes : infectieuses (bactéries, virus, parasites),
immunologiques, néoplasiques, traumatiques, physiques (chirurgie, bralures), chimiques

(microcristaux) ou nécrose tissulaire [16].

L’inflammation est considérée comme un processus dynamique, caractérisée par un
ensemble de réactions cellulaires, humorales et vasculaires. Il permet d’éliminer les patho-

génes et la réparation des débris cellulaires et des tissus endommageés [17].

I.2.1 Causes de ’'inflammation

La réaction inflammatoire peut étre déclenchée par plusieurs éléments :

— Des micro-organismes comme des bactéries, des virus, des champignons ou des pa-

rasites. [18].
— Des corps étrangers (des protéines étrangéres, les pollens, des cristaux de silice ou
d’amiante). [18].

— Des lésions tissulaires avec formation de débris de tissus comme aprés une atteinte
mécanique (coupure, piqire, frottement, ou corps étranger), chimique (acides et
bases) ou physique (chaleur, froid ou rayonnement [UV, X, radioactifs|), ou encore
sous l'influence d’inducteurs endogénes comme les cellules tumorales tuées, hémor-
ragies, réactions auto-immunes, ou cristaux formés dans 1'organisme (urée, oxalate

ou phosphate de calcium, cholestérol) [18].

1.2.2 Phases de 'inflammation

La réponse inflammatoire peut étre divisée en trois phases :

1. Phase d’initiation : Qui fait suite & un signal de danger d’origine exogéne ou

endogéne et qui met en jeu des effecteurs primaires. [19)].

2. Phase d’amplification : Avec la mobilisation et I'activation d’effecteurs secon-

daires. [19].

3. Phase de résolution et de réparation : Qui tend a restaurer l'intégrité du tissu

endommagé [19].

Ces trois phases mettent en action différents systémes et impliquent de nombreux

médiateurs, la nature du développement de chacune de ces trois phases et la nature des

8
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effecteurs primaires et secondaires impliqués (cellules résidentes et recrutées, médiateurs
préformés et néoformés) conditionnent le profil d’expression clinique et biologique de la

réponse inflammatoire (aigué ou chronique, locale ou systémique, protectrice ou délétére)

20].

ORIGINE
ENDOGENE

(réactions d'hypersensibilité)

EXOGENE

(Infection)

%SIGNAL DE DANGER

LOCALE ADAPTEE
Aigue ou chronique Défense/Réparation
(exemple : une plaie infectée)
REPONSE
ceNERALE < ' TS mvaoweTee
Suraigué Maladies inflammatoires
(exemple : le choc septique) Spécifiques d'organe

ou systémiques

3 Séquences d'événements
1. Une phase d'initiation (effecteurs primaires)

2. Une phase d'amplification (effecteurs secondaires)

3. Une phase de résolution efficace ou inefficace

¥ v
SIGNES LOCAUX SIGNES GENERAUX
Douleur, Rougeur, Chaleur, Oedéme Fiévre, Amaigrissement, Asthénie

Insuffisance circulatoire

FIGURE 1.4 — La réaction inflammatoire schématisée [19).
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[.2.3 Types de 'inflammation

L’inflammation est classée en deux catégories selon la durée et la cinétique du processus

inflammatoires

[.2.3.1 Inflammation aigué

C’est une réponse immeédiate a un agent agresseur qui se définit comme une série de
réactions qui peuvent survenir dans les premiéres heures suivant la blessure, elle a une
durée relativement courte, de quelques jours a quelques semaines, I'installation est souvent

brutale et caractérisée par des phénomeénes vasculo-exsudatifs intenses [21].

L’inflammation aigué se caractérise par quatre phénomeénes typiques qui sont : ’oedéme,
la douleur, la chaleur et la rougeur, elle peut également s’accompagner d’atteintes fonc-
tionnelles régionales selon la gravité de I'agression, elle se guérit spontanément ou avec un
traitement, mais elle peut laisser des séquelles si la destruction tissulaire est importante

[22, 21, 23].

Macrophage

Chemical signals
Phagocytic cells
o /Caplllnw

Redblood cell
@ Chemical signals released § Fluid, antimicrobial proteing) Chemokines released by varioul) Neutrophils and macrophag:

by activated macrophages  and clotting elements move kinds of cells attract more phagocytose pathogens and
and mast cells at the injury  from the blood to the site. phagocytic celis from the blood cell debris at the site, and th
site cause nearby capillaries Clotting begins. to the injury site. tissue heals.

to widen and become more

permeable.

FIGURE 1.5 — Les événements majeurs dans la réponse inflammatoire aigué [25].
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Cellule Role dans I'inflammation Molécules secrétées
Cellules de 'immunité innée
Polynucléaires Phagocytose et destruction des pa- | IL-13, IL-1RA, TNF-a,
Neutrophiles thogénes (bactériens et viraux) Re- | IL-8, MIP- 1la et B, MIP-
crutement des cellules immunitaires | 2, Leucotriéne B4, Prosta-
glandine E2
Monocytes Ma- | Phagocytose des pathogénes Pré- | TNF-a, IL-15, IFNa et [,
crophages sentation antigénique aux cellules | IL-6, IL-10

de I'immunité adaptative Elimina-
tion des corps apoptotiques Recru-

tement des cellules immunitaires

Natural Killer

Destruction des cellules anormales
Recrutement des cellules immuni-

taires

IFN-Y, TNF-a, GM-CSF,
MIP-1a, RANTES, IL-10

Cellules de 'immunité adaptative

Lymphocytes B

Neutralisation des agents patho-
geénes Présentation antigénique Eli-
mination des corps apoptotiques

par opsonisation

Anticorps TNFa, IFNy, IL-
12, 1L-4, 1L-6, IL-10

Lymphocytes T
auxiliaires (CD4)

Coordination de la réponse immuni-

taire

-2, IFN-y, IL-12, IL-4,
IL- 5, IL-13, TL-17, TL-10

Lymphocytes
T  cytotoxiques
(CDS8)

Elimination des cellules infectées

par lyse enzymatique

Perforine, Granzyme IFN-
y, TNF-a

1.2.3.2

TABLE 1.1 — Cellules immunitaires et leur role dans le processus inflammatoire

124]

Inflammation chronique

L’inflammation chronique se développe dans les conditions ot une agression persiste

ou dans les tissus soumis a des réactions auto-immunes, ot 'antigéne ne peut étre éliminé

, elle se caractérise par une durée étalée sur des mois ou des années. [20]

Elle peut méme se prolonger tout au long de la vie de I'individu n’ayant aucune ten-

dance a la guérison spontanée [21], 27].

11
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I.2.4 Inflammation colique
I.2.4.1 Maladie inflammatoire chronique de ’intestin (MICI)

Le terme de maladies inflammatoires chroniques de I'intestin (MICI) est une appellation
désignant un ensemble de lésions inflammatoires chroniques, intermittentes ou continues,

d’étiologie inconnue, atteignant le tractus digestif. [28].

Les MICI regroupent principalement la maladie de Crohn (MC) et la rectocolite hé-

morragique (RCH), elles surviennent la plupart du temps chez le jeune sujet [28].

Pour 15 % des patients souffrant de MICI, les signes observés ne permettent pas de
définir I'une ou l'autre de ces entités pathologiques et 'on parle alors de « colite in-
déterminée », La cause des MICI reste inconnue, généralement ce sont des pathologies

multifactorielles complexes (génétiques, environnementales et immunitaires) [29].

Recto-Colite
Hémorragique

(RCH)

Maladie de Crohn
(MC) 15%

Colite
indéterminée

FIGURE 1.6 — Représentation schématique des pathologies regroupées sous le terme de

MICI) [29).

12



Revue bibliographique

1.2.4.2 Colites sévéres

Les colites séveéres et fulminantes sont les formes complexes a risque létal des mala-
dies inflammatoires du colon et nécessitent souvent un traitement chirurgical, la colite

fulminante est la forme la plus sévére[30].

Le terme fulminant est défini par son évolution soudaine, sévére et rapide. Les prin-
cipales maladies compliquées de colite sévére ou fulminante sont : la colite ulcéreuse, la

maladie de Crohn, et les colites indéterminées|30].

Toutefois, d’autres formes de colites infectieuses spécifiques peuvent également évoluer

vers cette forme sévere [30].

I1.2.4.3 Colite induite chimiquement

L’induction d’une colite chez les animaux est peut-étre réalisée par l'administration
d’un composé chimique toxique qui provoque l'altération de la paroi intestinale. Il existe
plusieurs voies d’administration du toxique, notamment 'instillation intra rectale (éthanol
concentré, acide acétique ou formaline) et la prise orale du sulfate de dextrane sodium

(DSS) dans 'eau de boisson|31].

La colite de mécanisme « toxique » semble d’apparaitre rapidement aprés I'adminis-
tration du composé et aboutit a des lésions souvent sévéres par altération de la barriére

intestinale qui met en contact la flore et 'immunité intestinale sous-jacente[31].

L’activation du systéme immunitaire intestinal et le recrutement des cellules inflam-

matoires participent a entretenir I'inflammation et les lésions intestinales [31]

13
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1.2.5 Anti-inflammatoires
1.2.5.1 Définition des médicaments anti-inflammatoires

Les médicaments anti-inflammatoires sont des médicaments utilisés dans le traitement

local ou général de I'inflammation [32].

Ce sont des médicaments symptomatiques, qui n’agissent pas sur I’étiologie de I'inflam-
mation, ils sont indiqués quand ce processus physiologique devient génant, notamment a

cause de la douleur qu’il provoque [32].

1.2.5.2 Classification des médicaments anti-inflammatoires
I.2.5.3 Meédicaments anti-inflammatoires stéroidiens (AIS)

Les anti-inflammatoires stéroidiens ou corticostéroides sont des dérivés d’hormones
stéroidiennes produites par le cortex surrénalien, ils agissent sur tous les composants
inflammatoires en contrecarrant I'action de la phospholipase A2, une enzyme qui catalyse

la libération d’acide arachidonique des membranes cellulaires [33].

Par conséquent, ils bloquent la libération d’acide arachidonique et exercent un effet ho-
listique et rapide sur I'inflammation, on peut trouver parmi ces corticoides ceux qui ont un
effet trés puissant et/ou prolongé tel que le prednisone, prednisolone, méthylprednisolone,

bétaméthasone ou la dexaméthasone [33].

I.2.5.4 Meédicaments anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

La famille des AINS contient de nombreuses substances appartenant a plusieurs familles

chimiques qui ont en commun d’étre des acides faibles [34]

Ils n’agissent que sur certains des composants inflammatoires. Ils bloquent la dégra-
dation de l'acide arachidonique par la voie du cyclo oxygénase et s’opposent ainsi a la
production de prostaglandines et de thromboxane A2. Les AINS peuvent également agir

sur les composantes cellulaires de I'inflammation en bloquant la mobilité cellulaire [33].

1.2.6 Célécoxib
1.2.6.1 Définition

Célécoxib est un médicament anti-inflammatoire non stéroidien (AINS) avec des pro-

priétés anti-inflammatoires, analgésiques et antipyrétiques. Il est approuvé pour le traite-
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Phospholipides membranaires

Phospholipase A2 --------------- * ------------ @—

| Acide arachidonique ‘

------------ - » Cyclo-oxygenase

Lipo-oxygenase

Y

|Prostaglandénes ‘ IThromboxaﬂe A2 ‘

(Inflammation) (Hémostase) (Allergie)

FIGURE 1.7 — Modes d’action des anti-inflammatoires stéroidiens et non stéroidiens [33].

ment de l'ostéoarthrite, de la polyarthrite rhumatoide, de la spondylarthrite ankylosante

et des douleurs aigués [35].

Le célécoxib a également montré des résultats prometteurs dans la prévention du cancer
et a été utilisé en complément de la chirurgie pour réduire le nombre de polypes adéno-
mateux du colon chez les patients atteints du syndrome de susceptibilité héréditaire au

cancer du colon, la polypose adénomateuse familiale (PAF) [36].

HoN
27ng

// \\

FIGURE L.8 — structure chimique de célécoxib [36].
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I[.2.6.2 pharmacodynamique

Celecoxib exerce ses activités anti-inflammatoires et analgésiques en bloquant la syn-

theése de diverses prostanoides inflammatoires (PG) [37, 38, [39].

Les prostanoides, qui comprennent les PG et la thromboxane, sont les produits finaux
du métabolisme des acides gras produits par 'activité enzymatique spécifique des COX

tissulaires. [37, 38, 39]

Ces produits sont des médiateurs physiologiques et pathologiques importants qui sont
impliqués dans un large éventail de processus biologiques, notamment 'inflammation, la
douleur, le cancer, le glaucome, 1'ostéoporose, les maladies cardiovasculaires et 1’asthme
[40]. La production des prostanoides (PG) dépend de la disponibilité de 'acide arachido-
nique (AA). [41].

Suite a la stimulation de la membrane cellulaire par des signaux inflammatoires ou
mitogéniques, la premiére étape de la synthése des PG est la libération de 'AA des
phospholipides cellulaires par 1’action de phospholipases sécrétoires (sPLA2, codées par
le géne PLA2G2A) ou cytoplasmiques (cPLA2, codées par le géne PLA2G4A). Une fois
libéré, les deux isoformes, COX-1 (codée par PTGS1) et COX-2 (codée par PTGS2),

catalysent la production des prostanoides [41].

Comme indiqué précédemment, cela implique deux réactions successives. La réaction
initiale de la COX convertit 'AA en PGG2. La deuxiéme réaction réduit le PGG2 en
PGH2. Le PGH2 est ensuite converti en métabolites actifs, tels que PGE2, la prostacy-
cline (PGI2), la thromboxane (TxA2), PGD2 et PGF2q, par I'action de synthases de PG
spécifiques des tissus [42] [43]

. Ces métabolites actifs interagissent avec des récepteurs couplés aux protéines G spéci-
fiques des prostanoides pour médier diverses réponses physiologiques, telles que I'inflam-
mation, la fiévre, la régulation de la pression artérielle, la coagulation et la protection

gastro-intestinale [30].

Les enzymes COX-1 et COX-2 présentent des profils d’expression distincts et des roles
dans les processus physiologiques. La COX-1 est exprimée de maniére constitutive dans
de nombreux types de cellules et est la principale isoforme de COX dans les tissus gas-
triques. Elle est responsable de la protection de la muqueuse gastrique, ce qui a conduit
au développement de I’hypotheése de la « COX-2 » selon laquelle les médicaments ciblant

uniquement la COX-2 réduisent la toxicité gastro-intestinale supérieure [38].

Bien que la COX-2 soit fortement inductible par des stimuli inflammatoires tels que les
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cytokines, les facteurs de croissance et les promoteurs tumoraux [44] 45], elle est également
exprimée de maniére constitutive dans certains tissus, tels que la paroi des vaisseaux, le

rein ou le coeur [38].

En effet, la diminution de la formation physiologie de prostanoides dépendants de la
COX-2 dans ces tissus a été identifiée comme le mécanisme moléculaire sousjacent aux

complications cardiovasculaires thrombotiques de l'inhibition de la COx-2¢[3§].

1.2.6.3 pharmacocinétiques

Aprés administration par voie orale, le célécoxib est rapidement absorbé et atteint sa
concentration maximale dans le sérum en environ trois heures, il est largement métabolisé

dans le foie.[46].

Les principales voies d’excrétion du célécoxib sont les selles et 1'urine [47] le célécoxib est
principalement métabolisé par hydroxylation méthylée pour former I'hydroxy célécoxib.
Cette réaction est essentiellement catalysée par le CYP2C9, bien que le CYP3A4 joue
aussi un role mineur (<25%) [48, 49, B0]. L’hydroxy Célécoxib soit ensuite oxydé pour
former le carboxy célécoxib par les déshydrogénases alcooliques cytosoliques ADH1 et
ADH2 , puis il est conjugué a 'acide glucuronique par les UDP glucuronosyltransferases

pour former le 1-O-glucuronide. [50]

Aucun des métabolites n’est pharmacologiquement actif. Comme le métabolisme du
célécoxib est surtout médié par le CYP2C9, les polymorphismes du CYP2C9 sont suscep-
tibles d’avoir un impact direct sur la pharmacocinétique du célécoxib et la variabilité des

réponses médicamenteuses. [48]

Les personnes ayant un métabolisme faible des substrats du CYP2C9 (par exemple, les
porteurs de I'allele CYP2C9*3) présentent une exposition accrue au célécoxib par rapport

a celles ayant une activité normale du CYP2C9 |50, [51].

Par conséquent, les médicaments inhibiteurs du CYP2C9 doivent étre utilisés avec

prudence chez les patients prenant du célécoxib. [50, [51]

Bien que le célécoxib ne soit pas un substrat du CYP2D6, il inhibe cette enzyme méta-
bolique [52] Les médicaments métabolisés par le CYP2D6 doivent également étre utilisés
avec prudence chez les patients recevant du célécoxib en raison d’un risque d’interaction

médicamenteuse [36].
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Hepatocyte
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[ Carboxy celecoxib

Hydroxy celecoxib —l
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' CYP2D8 Celecoxib glucuronide I
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Excretion into bile

FIGURE 1.9 — Métabolisme hépatique du célécoxib, ADH, alcool, déshydrogénases,

UGT, UDp glucuronosyltransférases [36]

1.2.6.4 Effets indésirables

Certains des effets secondaires potentiels de 1'utilisation de célécoxib comprennent [53] :

— Evénements cardiovasculaires tels que 'infarctus du myocarde ou I’accident vascu-

laire cérébral
— Ballonnements abdominaux, douleurs, diarrhée et flatulences
— Etourdissements
— Chevilles, pieds et mains gonflés
— Mal de gorge, fievre, frissons et symptomes grippaux
— Eruption cutanée et démangeaisons

— Allergie sévére ou choc anaphylactique [53].

1.3 Encapsulation

L’encapsulation est une science interdisciplinaire en constante évolution. En 1931, les
chercheurs chimistes Bungenburg de Jong et Kaas ont rédigé les premiéres publications sur
la micro-encapsulation et ses éventuelles applications dans le domaine pharmaceutique.

Les premieéres expériences de technologie d’encapsulation ont été réalisées dans le domaine
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de 'imprimerie en 1953 par B. Green et L. Schleicher. Ils ont produit des particules de
colorant en utilisant une méthode de coacervation complexe entre la gélatine et la gomme
arabique. Ces particules se brisaient sous l'effet de la pression d’une téte d’'imprimante ou

d’un stylo [54], B5].

A la fin des années 1950, les microcapsules ont commencé a étre utilisées dans divers
domaines tels que les produits pharmaceutiques, les microcapsules ont été utilisées pour
la fabrication de médicament & libération lente. Elles permettent de controler la vitesse
de libération du principe actif, ce qui peut prolonger la durée d’action du médicament et

améliorer son efficacité thérapeutique. [50]

Les microcapsules peuvent également étre utilisées pour masquer le gott désagréable
de certain médicament ou pour protéger les ingrédients actifs sensibles de la dégradation

jusqu’a ce qu'ils atteignent leur site d’action dans le corps. [56]

Au fil des années, la microencapsulation est devenue un domaine de recherche dy-
namique tant sur le plan académique qu’industrielles. Les chercheures ont exploré de

nouveaux matériaux et de nouveaux domaines d’application [56].

1.3.1 Défis de ’encapsulation
1.3.1.1 Immobilisation

Cela est souvent motivé par le souhait de réduire les interactions entre les différentes
parties d’un systéme. L’immobilisation est fréquemment employée dans le cas des cellules
microbiennes, des enzymes aussi. En effet, en les confinant a I'intérieur d’'une membrane
semi-perméable, on parvient & maximiser leur activité en les isolant physiquement de leur

environnement externe [57, [58].

1.3.1.2 Controéle de la libération

En général, 'encapsulation est utilisée pour obtenir un profil de libération spécifique,
par exemple dans le domaine médical avec le traitement oncoLAR, qui permet une libé-

ration progressive d’une substance anticancéreuse sur une période de 1 & 3 mois [59].

1.3.1.3 Vectorisation

L’encapsulation par vectorisation permet de cibler spécifiquement I’action du principe
actif. Par exemple, ’encapsulation peut améliorer la pénétration du derme ou de I'épi-

derme par la peau. Dans le domaine pharmaceutique, I'ibuproféne est également encapsulé
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pour prolonger sa libération, étant donné qu’il est hygroscopique et a un gotut amer [59].

1.3.1.4 Protection

De nombreux composés actifs sont délicats et nécessitent une protection contre leur

environnement extérieur[59].

L’encapsulation offre une solution pour les préserver des diverses contraintes auxquelles

ils peuvent étre exposés[59].

Par exemple, les vitamines E et C sont souvent encapsulés en raison de leur sensibilité

a la dégradation lorsqu’elles sont en contact avec la lumiére, la chaleur ou 'oxygéne [59).

1.3.1.5 Structuration

L’encapsulation consiste a envelopper un composé liquide dans une microparticule so-
lide, ce qui entraine un changement d’état physique du principe actif, passant de liquide
a solide. Cette méthode facilite notamment 'homogénéisation du mélange de la matiére

premiére liquide avec une poudre, simplifiant ainsi le processus de préparation [59].

1.3.2 Limites d’encapsulation

— C’est un processus cotiteux qui nécessite des compétences [60, [61].
— 1l est difficile d’obtenir un film d’enrobage uniforme ou continu 60, 61].

— Les formulations a libération controlée contiennent généralement une teneur de sub-
stance active plus élevée et donc toute perte d’intégrité des caractéristiques de libé-

ration de la forme posologique peut conduire & une toxicité potentielle |60, 61].

— Les microparticules ne doivent pas étre soumises a une pression physique telle que la
compression, une mastication, etc., car cela peut dénaturer la morphologie et donc

les propriétés physiques des microspheéres|60l, [61].

— La vitesse de libération de la forme posologique a libération controlée peut varier
en raison de divers facteurs, tels que les aliments et le taux de transit dans 'intestin

60, 61].

— Les microparticules présentent une grande surface spécifique et donc, il y a plus de

possibilité pour leur agrégation [60, [61].

— Les principes actifs encapsulés ont plus de chance de se libérer par éclatement en

raison de leur taille extrémement petite et de leur grande surface [60, [61].
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I1.3.3 Types d’encapsulation

Généralement, la synthése de microcapsules nécessite trois étapes essentielles :

— Incorporation de l'espéce d’intérét dans la future matrice ou dans le coeur de la
capsule en utilisant des méthodes telles que la solubilisation ou la dispersion si
I’espéce a encapsuler est liquide, ou I'absorption et ’agglomération si elle est solide
|62]

— Reéalisation d’une dispersion, qui peut étre liquide-liquide, liquide-air ou solide-air,
en fonction des caractéristiques des capsules et du procédé d’encapsulation choisi
[62].

— Obtention de microcapsules stables grace & un procédé chimique (comme les poly-
mérisations interfaciales ou en milieu dispersé), physico-chimique (comme la coacer-

vation, la gélification, etc.) ou physique (comme ’évaporation de solvant) [62].

Au cours de ces étapes, différentes techniques et méthodes peuvent étre utilisées en
fonction des propriétés de ’espéce a encapsuler et des exigences spécifiques de I'application

envisagée. [62].

L’objectif final est de produire des microcapsules qui protégent et libérent efficace-
ment ’espéce encapsulée, offrant ainsi diverses applications dans des domaines tels que la

pharmacie, I’agriculture, la cosmétique et bien d’autres [62].
Ainsi, de nombreuses méthodes sont utilisées dans la littérature :

— La technique Layer-by-Layer : veut dire couche par couche, leur principe est les
interactions électrostatiques d’un couple de polyélectrolytes [62]. Dépos d’abord de
la premiére couche sur les particules chargées. Le dépot de plusieurs polyélectrolytes

donne des multicouches. Troisiémement, la dissolution des particules chargées [62].

— Séchage par atomisation ou procédé de séchage par atomisation, une émulsion de

graines encapsulées dans une phase aqueuse contenant Type formant capsule [62].

— Les particules peuvent étre encapsulées par un revétement en lit fluidisé ou un
revétement par pulvérisation Globalement solide. Les particules sont fluidisées par
agitation de I'air. Un matériau de revétement est pulvérisé sur une suspension dans
une chambre cylindrique. Abaisser la température ou évaporer le solvant solidifiera

le mur Selon le type de revétement utilisé [62].

— Possibilité d’incorporer des microcapsules grace a I’expansion rapide du liquide Su-

percritique. Un fluide supercritique maintenu sous haute pression contient les espéces
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suivantes : Il encapsule le matériau qui forme les murs. Puis, il a vécu une chose
Buse de retour a la pression atmosphérique. Changements soudains de la pression
atmosphérique Une substance précipite autour des graines a encapsuler, paroi de la
capsule. Le dioxyde de carbone est le fluide supercritique le plus couramment utilisé.

Carbone supercritique [62].

1.3.3.1 Micelles

les micelles sont des vecteurs idéals pour les agents insolubles. Ils sont constitués de

copolyméres qui consistent a des unités monomériques hydrophiles et hydrophobies.[63]

La formation des micelles polymériques résulte de la diminution de 1’énergie libre ob-
tenue par I'association des unités hydrophobes entre elles afin de réduire le contacte avec

le milieu aqueux environnant [63]

-Fu-\.z'w H“u—uw - E ==

FIGURE 1.10 — Trois principaux types de micelles & base de block copolymeére linéaire :
(a) micelle de block copolymeére commun, (b) micelle de conjugué block

copolymére-principe actif, (¢) micelle de complexe block ionomére [63]
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1.3.4 Emulsion

C’est un systéme a stabilité finie ou & dispersion thermodynamique instable composé
de deux liquides non miscibles (liquide aqueuse hydrophile, liquide huileuse lipophile et
un émulsifiant amphiphile), 'un dispersé sous forme de globules dans un autre de 1'ordre

du micron du a la présence de tensioactifs [64].

——— Tétehydrophile

&———— (Queue hydrophobe

FIGURE 1.11 — Schéma d’une molécule tensioactive [64]
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FIGURE 1.12 — Schéma d’une émulsion avec un émulsifiant [64]

L’émulsion n’est pas connue du grand public, elle est utilisée & de nombreuses reprises
dans la vie quotidienne. Telles que dans I’agro-alimentaire, en particulier la vinaigrette, la
mayonnaise ou encore la sauce barbecue, elle est également présente dans les cosmétiques

et les domaines pharmaceutiques [64].
1.3.5 Gomme tragacanthe

1.3.5.1 Définition

Appeler aussi gomme adragante (astragalus gummifer gum) ou bien gomme de dragon,

c’est un gélifiant naturel idéal pour la production des solutions aqueuse, gélifie et épaissit
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les formulations. Obtenu a partir d’une Légumineuse, Astragalus gummifer [64].

FIGURE 1.13 — Structure chimique de la gomme tragacanthe [64]

1.3.5.2 Propriétés

— Gélifie I'eau et les solutions aqueuses.
Epaississant d’émulsions.
Forte stabilité dans une large gamme de pH.

Soluble dans I’eau & froid ou & chaud et insoluble dans 'huile [64]
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1.3.6 Cire d’abeille
1.3.6.1 Définition

D’aprés 1'Organisation mondiale de la santé animale (OIE), la cire d’abeille est définie
comme une substance naturelle secrétée par les glandes ciriéres des jeunes ouvriéres de la

colonie[65].

Constitué d’'un mélange complexe de lipides et d’hydrocarbures produits lorsque la
colonie en a besoin servant dans la fabrication des cellules hexagonales présentes dans
leur nid et destinée & stocker le miel, le pollen ou le couvain (Darchen, aussi c’est un
émulsifiant naturel, ce qui signifie qu’il aide & maintenir ensemble des ingrédients qui se

sépareraient autrement, comme ’huile et I'eau). [65]

1.3.6.2 Caractéristiques physiques

La cire d’abeille est une substance fortement stable, elle est caractérisée par la résistance
a I’hydrolyse et a l'oxydation naturelle et elle ne se dégrade pas dans le temps. Elle
représente une densité a 20°C de 0.959 & 0.970 pour la cire pure, c’est-a-dire, elle est
moins dense que ’eau. Son point de fusion est compris entre 62 et 66°C.L’ajout de matiéres
étrangéres ayant un point de fusion différent doit agir dans les deux sens pour corriger le
point de fusion normal. C’est le moyen le plus simple et le plus rapide de controler la cire

d’abeille. Elle se ramollit rapidement et devient flexible & environ 35°C a 40°C [65].

1.3.6.3 Caractéristiques chimiques

La pharmacopée suisse donne les indices chimiques suivants :

— Indice d’acide : C’est le milligrammage de potasse nécessaire pour saponifier les
acides libres dans un gramme de cire [65].

— Indice de saponification : C’est le milligrammage de potasse nécessaire pour
neutraliser les acides libres dans un gramme de cire [65].

— Indice d’ester : C’est le milligrammage de potasse nécessaire pour saponifier les
acides gras dans un gramme de cire [65].

— L’hydrophobie : La cire d’abeille a une structure dense et légérement granuleuse,
alors c’est une molécule qui est soluble dans les solvants organiques et qui ne peut
pas interagir physiquement avec l'eau[65].

— Viscosité : Elle a une faible résistance au mouvement d’un fluide pour un écoule-

ment [65].
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1.3.6.4 Domaines d’utilisation de la cire d’abeille

— Usage alimentaire.
— La cire et ’emballage.

— Usage médicinal : La cire d’abeille est inerte N'interagit pas du tout avec le systéme

Il atteint le systéme digestif et traverse le corps intact.

Cependant, les substances dissoutes et Les ingrédients contenus dans la cire sont

lentement libérés important pour le transit ont méme été exilés sans étre assimilés.

— Usage en cosmétologie [65].
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Matériels et méthodes

Le but de cette étude est de déterminer les effets d’une émulsion contenant un anti-
inflammatoire (par encapsulation) sur une inflammation aigué dans le colon chez la souris

obtenue par injection intra-rectale de 0.4 ml d’acide acétique a 5%.

L’injection a été réalisée une seule fois. Aprés 72h, 'administration de la formule en-

capsulée a été réalisée par gavage des souris une fois par jour pendant quatre jours.

IT.1 Matériels

I1.1.1 Reéactifs et produits utilisés

L’acid acétique, cire d’abeille, gomme tragacanth, celecoxibe, eau distillée, PBS, for-
mol 10%, saline, Chloroforme, éthanol pure (100%), éthanol 90%, éthanol 70%, xyléne,

paraffine, colorant (Eosine, Hématoxyline) et I'eukitt.

I1.1.2 Matériels biologiques et conditions d’élevage

La présente étude a été réalisée sur des souris males BALB/c, Agées d’un mois et pesant
en moyenne 22 g, provenant de 'Institut Pasteur d’Alger. Ces souris ont été élevées dans
I’animalerie du laboratoire de recherche « Biologie et Pharmacologie Expérimentales » de

I"Université de Médéa.

Elles ont été logées dans des cages conventionnelles avec de la litiére de copeaux de
bois, une mangeoire et un biberon, et ont été nourries avec un régime standard (bouchons

provenant de 'ONAB) (3 g/jour par souris)

Les souris ont été mises en phase d’adaptation pendant une semaine avant d’entamer

le protocole expérimental.

I1.1.3 Sacrifice et prélévement de sang et d’organes

A la fin du protocole expérimental, les souris ont été anesthésiées au chloroforme et
tuées par suffocation. Le sang a été prélevé pour analyse biologique par ponction intracar-
diaque. Les organes (foie, colon) ont été rapidement prélevés pour un examen histologique,

le gros intestin a été lavé avec une pré-fixation saline des matiéres fécales.

I1.1.4 Reéactifs et produits

Acide acétique, Cire d’abeille, Gomme tragacanth, Célécoxib, Eau distillée, PBS, Eau
physiologique (NaCl 0.9), Formol 10 %, Chloroforme, Ethanol absolu 100 %, Ethanol 90
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% Ethanol 70 %, Colorant (Eosine, Hématoxyline) 1'eukitt.

(a) Préparation d’acide acétique : 5 ml acide acétique pure et 'on compléte avec

(b)

PBS jusqu’a 100 ml.

Préparation de la formule : D’encapsulation (Emulsion) : Pour avoir une formu-
lation 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 & partir des résultats
de diffusion dynamique de la lumiére (DLS) Donc pour le total des douze formu-
lations, 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 chan-

gement de temps d’homogénéisation

— 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 ’eau distille pour une concentration de 0.05 g dans 100 ml La
solution est chauffée aux mémes températures que la cire et ils sont mélangés
a l'ajout de 0.4 ml de Tween’80 suit par le lancement d’homogénéisateur aux

différents timings « T »

Emulsion Secondaire : Aprés homogénéisation et stabilisation de la formule,
on prend « F » volume du mélange, on ajoute 12 ml du solvant et 1 ml du
Span‘80 pour le lancement d’homogénéisateur au méme timing « T » corres-

pondant

Lavage et Agitation : Aprés la deuxiéme homogénéisation, on ajoute a la
formule 100 ml du tampon et en lance une agitation avec une vitesse constante
pour toutes les formulations pour une heure Afin de terminer ’agitation en
laisse la formule pour stabiliser quelque temps ou le contenu que ’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 ’étape finale — La Phase Galénique et la for-
mulation 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 & nos expérimentations animales

(c) Préparation de l'anti-inflammatoire : 5 mg de célécoxib diluée dans 10 ml de

PBS, et laissé sur 'agitateur pendant 30 min.
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I1.2 Meéthodes

I1.2.1 Répartition des souris

Les souris ont été réparties en huite lots matchés : Les souris ont été réparties sur huit

lots de 8 souris.
— Un lot témoin négatif
— Un témoin positif qui a été injecté avec de l'acide acétique

— Un lot qui a recu le celecoxib a une concentration de 0,5 mg/mL aprés avoir été

injécté avec de l'acide acétique

— Un lot qui a regu les micelle vides (préparées sans principe actif) qui non pas été

injécté avec de 'acide acétique

— Un lot qui a regu les micelle vides (préparées sans principe actif) aprés avoir été

injécté avec de l'acide acétique

— Un lot qui a recu le celecoxib encapsulé dans les micelles aprés avoir été injécté avec

de l'acide acétique.

Les solutions administrées par les souris ont été préparées avec du PBS.

I1.2.2 Injection intra rectal et gavage

L’induction de ulceration chez la souris a été réalisée par administration intra-rectale
d’une solution d’acide acétique a 5% par un cathéter, la souris été tenue par la queue
pendant quelques secondes afin d’éviter que le produit ressort. L’injection a été réalisée
une seule fois. Aprés 72 heures, les souris ont regu le traitement pendant cinq jours par
gavage. Ce dernier a été réalisé avec une sonde de gavage spécialement congue pour les
souris en acier inoxydable, d'une longueur appropriée a la taille de 'animal. Le volume
administré été de 0,2 mL (un volume qui ne doit pas dépasser 1% du poids de la souris).
[’animal a été maintenu en place pour s’assurer que sa téte ne puisse pas bouger pendant
la procédure. La sonde de gavage a été insérée a coté des incisives avec un angle de 45
degrés, en suivant délicatement le palais et en la descendant lentement sans forcer. Une

fois la souris gavée, la sonde de gavage a été retirée doucement.

— Induction de la colite expérimentale par ’acide acétique

L’inflammation colite est induite par l'instillation rectale d’acide acétique dilué et

de maniére dose dépendante [66].
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L’acide acétique est utilisé a des concentrations et des temps d’exposition variables,
mais la majorité des études utilisent une exposition de 15 a 30 secondes avec une

concentration de 4 a 5% [66].

Les atteintes initiales dans ce modéle sont une nécrose épithéliale relativement faible
suivie d’cedéeme. Ces atteintes peuvent s’étendre a la lamina propria, a la sous-
muqueuse ou aux couches musculaires, tout dépend aux concentrations et temps

d’exposition utilisés [66].

I1.2.3 Analyses biologiques

Au moment du sacrifice, le sang a été prélevé par intracardiaque dans des tubes secs

pour des analyses ultérieures.

I1.2.4 Etude histologique

Pour étudier 'apparence structurale comparée (technique histologique), des coupes de

paraffine ont été effectuées sur le foie et le colon recueillis lors du sacrifice.

I1.2.4.1 Fixation

Il s’agit d’une étape cruciale qui permet la préservation des tissus dans un état similaire
a celui du vivant. Le fixateur utilisé était une solution tamponnée de formol a 10, dans

laquelle les organes ont été immergés pendant 48 heures.

Cette étape a été réalisée immédiatement apres le sacrifice des animaux. Une fois fixés,
les organes ont été coupés : le colon en deux parties, proximale et distale, et le foie en
plusieurs petits fragments. Les organes ont ensuite été placés dans des cassettes et lavés

a l'eau du robinet pendant une heure.

11.2.4.2 Déshydratation

Cette étape est essentielle pour préparer les tissus a l'inclusion en paraffine, pour ce
faire, les cassettes contenant les tissus ont été plongés dans des bains d’alcool de concen-
trations croissantes, allant de l'alcool dilué a 70° jusqu’a I’alcool absolu a 100° (voir le

TABLE II.1), afin d’éliminer 1’'eau des tissus.

Ensuite, les cassettes ont été immergées dans du xyléne pendant 10 minutes pour

éliminer les traces d’alcool absolu (figure [I1.1)).
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FIGURE I1.1 — Etape de déshydratation, 2023.

I1.2.4.3 Inclusion en paraffine

La paraffine a été choisie comme milieu d’inclusion pour les échantillons, les tissus ont
été placés dans de la paraffine fondue, chauffée a 60°C pendant trois heures dans une
étuve (figure [I1.2). La paraffine a ensuite pénétré dans toutes les cellules des tissus, les

rigidifiant pour permettre leur découpe ultérieure.
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FIGURE I1.2 — Etape d’inclusion en paraffine, photo personnelle, 2023.

Les piéces ont été incluses et les cassettes ont été collées sur les moules. Aprés refroi-

dissement, la paraffine s’est solidifiée pour former un bloc prét a étre coupé.

33



Matériels et méthodes

Etapes Réactifs Durée

Fixation Formol 48h
Déshydratation | Ethanol 70 % | 10 min
Ethanol 90 % | 15 min
Ethanol 90% | 15 min
Ethanol 100 % | 15 min
Ethanol 100% | 30 min

Imprégnation Xyléne 10 min
Inclusion paraffine 2h
Paraffine 2h

TABLE II.1 — Les étapes depuis le prélévement jusqu’a 1’obtention du bloc.

11.2.4.4 Coupe au microtome

Pour préparer les échantillons a 1’observation microscopique au microscope optique,
nous avons utilisé un microtome semi-automatique SLEE (médical) an orgenteccompany
(figure [I1.3]) pour réaliser des coupes ultrafines. Le bloc de paraffine contenant le tissu a

été découpé en rubans de cing micrométres d’épaisseur.

Les coupes tissulaires ont ensuite été étalées sur des lames en verre et séchées pour

assurer une bonne adhésion des tissus a la lame avant la coloration.
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FI1GURE II.3 — microtome semi-automatique SLEE, photo personnelle, 2023.

I1.2.4.5 Coloration

La coloration permet de différencier les structures cellulaires, la technique de
I’hématoxyline-éosine a été utilisée pour créer un contraste entre elles. L’hématoxyline
est un colorant nucléaire qui teinte les noyaux en bleu ou en violet. L’éosine est un co-
lorant cytoplasmique qui colore le cytoplasme en rose et les autres éléments cellulaires

basiques €1 rose ou €n rouge.

Pour réaliser la coloration, nous avons suivi les étapes suivantes :
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Etapes colorant /solvant Durée

Déparaffinage Xyléne 10 min

Xyléne 10 min

Hydratation Ethanol 100 % 10 min

Ethanol 90 % 2 min

Ethanol 70% 2 min

Eau distillée 2 min

Coloration Hématoxyline 4 min

Ringage Eau de robinet 2 min

Coloration Eosine 30 seconds

Ringage eau de robinet | 5 a 10 seconds
Déshydratation | Ethanol 70% 5 a 10 seconds
Ethanol 90% 5 a 10 seconds
Ethanol 100% | 5 a 10 seconds

Eclaircissement Xyléne 1 min

TABLE I1.2 — les étapes de coloration.

11.2.4.6 Observation microscopique

Le montage des coupes entre lames et lamelles a été réalisé en utilisant 'Eu-Kit. La
lame a été positionnée sur la platine du microscope optique. La lecture des lames a été

réalisée avec le plus petit grossissement (x 10), puis le grossissement (x 40).
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Résultats et discussions

ITI.1 Reésultats

Observation microscopique Notre étude a porté sur I’évaluation de l'effet anti-

inflammatoire.

II1.1.1 Témoin négatif d’un colon

(c) Grossissement x 40.

FIGURE III.1 — Vue au microscope optique d’un tissu du colon coloré a ’hématoxyline
¢osine (objectif x 10 et x 40). Coupe transversale du colon partie distale chez une

souris témoin : montre une structure normale

Interprétation :
Les coupes histologiques du colon distal chez les souris témoins, montrent une struc-

ture normale des glandes de Lieberkiihn avec une lumiére centrale, elles sont treés
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proche les unes des autres, et ne sont séparées que par le tissus conjonctif (le cho-

rion).

II1.1.2 Témoin négatif d’un foie

(a) Grossissement x 40. (b) Grossissement x 10.

FIGURE II1.2 — Vue au microscope optique d’un tissu du foie coloré & ’hématoxyline

éosine (objectif x 10 et x 40).

Interprétation :
Sur le plan histologique, la figure montre une architecture normale du foie des souris
témoins, les hépatocytes sont bien structurés et adhérent sans apparition d’une

dilatation des cellule hépatite
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I11.1.3 Effet de ’acide acétique sur ’architecture structurale du célon

(c) Grossissement x 40.

FIGURE II1.3 — Vue au microscope optique d’un tissu du colon coloré a ’hématoxyline

éosine (objectif x 10 et x 40).

Interprétation :
Nous avons procédé a une étude histologique sur le tissu du colon distal chez les sou-
ris qui sont injectés par 0.4ml d’Acid acétique a 5%, les résultats obtenus montrent
une désorganisation et déformation des glandes de Lieberkiihn avec le recrutement
des cellules immunitaire qui indique 'apparition d’une inflammation (la présence

des petits amas lymphoides)..
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I11.1.4 Effet du traitement sur 1’architecture structurale du colon

I11.1.4.1 Effet du celecoxib libre sur 1’architecture structurale du c6lon

(a) Grossissement x 10. (b) Grossissement x 40.

F1GURE II1.4 — Vue au microscope optique d’un tissu du colon colorée a I'hématoxyline

éosine (objectif x 10 et x 40).

Interprétation :
Les coupes histologiques du colon distale des souris injectées par 0.4 ml d’Acid
acétique a 5% puis gavée avec 0.2 ml de Célécoxib non encapsulé (0. 5 mg/ml ),
on observe qu’il y a une certains désorganisation et déformation des cryptes de

Lieberkiihn et certaines présences des cellules inflammatoires.
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I11.1.4.2 Effet du celecoxib encapsulé sur I’architecture structurale du coélon

(c) Grossissement x 40.

FIGURE II1.5 — Vue au microscope optique d’un tissu du colon coloré a ’hématoxyline

éosine (objectif x 10 et x 40).

Interprétation :
Les Les coupes histologiques du colon distale des souris injectée par 0.4 ml d’Acid
acétique a 5% puis gavée avec 0.2 ml de notre principe actif encapsule, on observe
qu’il n’a pas une grande dilatation entre les cellules de Lieberkiihn qui sont bien

forme et une apparition modeste des cellules immunitaires.

42



Résultats et discussions

I11.1.5 Effet des micelles vide sur ’architecture structurale du colon

I11.1.5.1 Effet des micelles vide en induisant I’'inflammation sur ’architecture

structurale du célon

'rr-.' .'“4'(..0 Ay :" - ’V
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(a) Grossissement x 10. (b) Grossissement x 40.
FI1GURE II1.6 — : Vue au microscope optique d’un tissu du colon coloré a I'hématoxyline

éosine (objectif x 10 et x 40).

Interprétation :
L’observation des coupes histologiques du colon des souris injectées avec 0.4 ml d
Acid acétique a 5% et aprés avoir administré 0,2 ml de la formule vide pendant
4 jours montre une destruction des cellules de Lieberkiihn et apparition des petite

amas lymphoides (inflammation)
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I11.1.5.2 Effet des micelles vide sans induisant ’inflammation sur ’architec-

ture structurale du colon

(a) Grossissement x 10. (b) Grossissement x 40.

FI1GURE II1.7 — Vue au microscope optique d’un tissu du colon coloré & 'hématoxyline

éosine (objectif x 10 et x 40).

Interprétation :
L’observation des coupes histologiques du colon des souris, aprés avoir été gavées
avec 0,2 ml d’une autre formule vide, montre une structure normale qui ressemble

a la structure du colon des souris témoins négatifs.
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I11.1.6 Effet de ’acide acétique sur P’architecture structurale du foie

(c) Grossissement x 40.

F1GURE II1.8 — Vue au microscope optique d’un tissu du foie colorée a 'hématoxyline

éosine (objectif x 10 et x 40)

Interprétation :
Les coupes histologiques du foie des souris injectées avec 0,4ml d’Acid acétique
5% montrent une désorganisation dans la structure de tissu hépatique, les travées
hépatiques et les sinusoides ont perdu leurs structures, une dilatation avec une
congestion de la veine porte, et une accumulation des cellules immunitaires (cellule

de Kiipffer) au niveau de la veine porte qui est un signe d’inflammation.
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I11.1.7 Effet du traitement sur 1’architecture structurale du foie

I11.1.7.1 Effet du celecoxib libre sur ’architecture structurale du foie

(a) Grossissement x 10. (b) Grossissement x 40.

F1GURE II1.9 — : Vue au microscope optique d'un tissu du foie coloré a I’hématoxyline

éosine (objectif x 10 et x 40).

Interprétation :
Les coupes histologiques du foie des souris injectées par 0.4 ml d’Acid acétique a
5% puis gavée avec 0.2 ml de Célécoxib non encapsulé, on montre une dilatation des

sinusoides et une désorganisation dans la structure du tissu hépatique.
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I11.1.7.2 Effet du celecoxib encapsulé sur P’architecture structurale du foie

(c) Grossissement x 40.

F1GURE II1.10 — Vue au microscope optique d’un tissu du foie coloré a I'hématoxyline

éosine (objectif x 10 et x 40)

Interprétation :
Les coupes histologiques du colon distale des souris injectée par 0.4 ml d’Acid acé-
tique a 5% puis gavée avec 0.2 ml de Célécoxib encapsulé, les résultats montrent
qu’il y a une dilatation des cellules hépatiques et une congestion centre lobulaire et

une accumulation des cellules du Kiipffer
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I11.1.8 Effet des micelles vide sur ’architecture structurale du foie

I11.1.8.1 Effet des micelles vide en induisant I’'inflammation sur ’architecture

structurale du foie

(a) Grossissement x 10. (b) Grossissement x 40.

FI1GURE III.11 — Vue au microscope optique d’un tissu du foie coloré a I’hématoxyline

éosine (objectif x 10 et x 40)

Interprétation :
Les coupes histologiques du foie, des souris injectées avec 0,4ml d’Acid acétique 5%
et apres avoir administré 0,2 ml de les micelles vides, montrent une désorganisation
dans la structure de tissu hépatique, une destruction des sinusoides ont perdu leurs

structures, une certaine dilatation avec une congestion de la veine porte.
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I11.1.8.2 Effet des micelles vide sans induisant ’inflammation sur ’architec-

ture structurale du foie

(a) Grossissement x 10. (b) Grossissement x 40.

F1GURE II1.12 — Vue au microscope optique d’un tissu du foie coloré a I’hématoxyline

éosine (objectif x 10 et x 40).

Interprétation :
L’observation des coupes histologiques du foie des souris, aprés avoir été gavées avec
0,2 ml des micelles vides, montre une structure normale qui ressemble a la structure

du colon des souris témoins négatifs.
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IT1.2 Discussion

Nous avons mené une étude histologique sur des souris auxquelles nous avons adminis-
tré de 'acide acétique afin de provoquer une colite induite chimiquement. Nous les avons
ensuite traitées avec un médicament anti-inflammatoire encapsulé et non encapsulé, dans
le but d’améliorer l'effet de I'anti-inflammatoire dans le cas de la colite ulcéreuse. Les
résultats ont montré que les souris injectées par voie intrarectale avec de ’acide acétique
uniquement présentaient les aspects d’une inflammation aigué, tels qu’une dilatation sinu-
soidale, une vasodilatation capillaire et une congestion du foie. Des résultats similaires ont
été observés dans le groupe de souris injectées avec de l'acide acétique puis traitées avec
les médicaments anti-inflammatoires encapsulés et non encapsulés, ce qui s’explique par
le fait que le foie est le centre de tout le métabolisme et qu’il lui faut beaucoup de temps
pour se guérir de 'inflammation, car il continue de fonctionner méme en présence d’une
inflammation. En revanche, dans le groupe de souris ayant regu notre formule vide, nous
avons remarqué les mémes aspects que les souris du groupe témoin négatif, ¢’est-a-dire un
foie bien structuré avec des hépatocytes bien attachés les uns aux autres et aucun signe
d’inflammation.

Au niveau du coélon distal, notre formule vide a donné des résultats similaires & ceux
du groupe témoin négatif. Plus précisément, les cryptes de Lieberkithn du colon pré-
sentaient une structure bien formée, étroitement liées les unes aux autres et sans signe
d’inflammation. Cependant, dans le groupe de souris injectées avec de l'acide acétique puis
traitées avec notre formule vide en combinaison avec des médicaments anti-inflammatoires
non encapsulés, des caractéristiques similaires a celles observées chez les souris injectées
uniquement avec de 'acide acétique sont apparues. Cela comprenait la destruction de
I'intégrité structurelle des cryptes, leur désorganisation et le recrutement de cellules in-
flammatoires. Néanmoins, une inflammation atténuée a été observée dans le colon distal
des souris traitées avec des médicaments anti-inflammatoires encapsulés aprés 'injection
d’acide acétique. Cela s’est manifesté par une dilatation des cryptes moins prononcée, une
structure des cryptes relativement préservée et une réduction du recrutement de cellules
immunitaires par rapport aux souris traitées uniquement avec de l’acide acétique. Par
conséquent, 1'utilisation de médicaments anti-inflammatoires encapsulés a efficacement
atténué la réponse inflammatoire dans ce contexte

L’injection d’acide acétique dilué dans le rectum est une méthode alternative pour
induire des lésions chimiques de I’épithélium des muqueuses [67].

Dans ce modéle, les dommages sont liés a la nécrose et a l'cedéme de I’épithélium, qui
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pénétrent la couche muqueuse intestinale [68].

Notre travaille est confirme par le travail de Maryam Ghasemi qui montré une inflam-
mation sévere, une pénétration des cellules inflammatoires et des lésions de 1’épithélium
ont été observées dans le groupe de colite induite par 'acide acétique69] L’administration
intrarectale d’une solution diluée d’acide acétique provoque une inflammation non trans-
murale caractérisée par une infiltration accrue de neutrophiles dans les tissus intestinaux,
une nécrose massive des couches muqueuse et sous-muqueuse, une dilatation vasculaire,
un cedéme et une ulcération sous-muqueuse. [70]

Dans les travaux de NOOR D AZIZ, MAZIN H OUDA ,MOAYAD MIJBIL UBAID,on
a trouver des résultats similaires concernant le traitement avec celcoxib non encapsulé.
les caractéristiques histologiques du foie normal indiquent un foie normal clarifiant ’ar-
chitecture préservée des lobules hépatiques et des acini, y compris la veine centrale et le
canal porte.

Dans le groupe traité au Célécoxib, 'architecture claire et préservée, la congestion
vasculaire dans la veine centrale, associée a une légére maladie chronique.

Le groupe célécoxib a présenté une congestion vasculaire sévére et diffuse, non confinée
principalement dans le cortex. congestion vasculaire sévére et diffuse ne se limitant pas
principalement au cortex. Il y a fibrose a I'intérieur des glomérules et une nécrose tubulaire
partielle.[71] les travaux de Rania et al. (2013) démontrent qu’a des doses plus élevées,
les AINS chroniques contribuent a I’augmentation de I'incidence des maladies infectieuses.
doses plus élevées, les AINS chroniques contribuent & I'apparition de changements glo-
mérulaires dans la barriére de filtration[72] . Le célécoxib a entrainé dans les glomérules
L’aplatissement de la membrane basale, le diamétre des pores de la fente et le processus
du pied ont été observés, de la fente, la réduction de la densité et 'augmentation de la
surface mésangiale. comparables, 'ibuproféne est plus nocif que le célécoxib, provoquant
de graves pyélonéphales Aussi on a des résultats similaires dans le lot controle négatif et
le lot de I'acide acétique, dans lequel ils ont trouvées destruction nécrotique de 1’épithé-
lium, 'cedéme sous-muqueux et 'infiltration cellulaire inflammatoires induits par 1’acide
acétique, et infiltration cellulaire modérée chez des rats ayant requ du célécoxib (5 mg/kg)
par voie orale deux fois par jour ainsi que une légére infiltration cellulaire dans le colon de
rat ayant requ du célécoxib sous forme de microparticules d’eudragit L.100-55 (5 mg/kg)

administrées par voie orale deux fois par jour.|[73]
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Conclusion générale

Conclusion

Cette étude histologique est faite pour comparer 'effet thérapeutique d’un principe actif
encapsulé et non encapsulé chez les souris méales BALB/c atteintes de colite ulcéreuse, en
mettant 'accent sur 'amélioration de leur efficacité thérapeutique gréace a ’'encapsulation.
Le protocole expérimental consistait & induire la colite chez les souris en utilisant un
modele d’acide acétique a 5% induit chimiquement, puis 4 administrer des médicaments
anti-inflammatoires non encapsulés et encapsulés pendant une durée de quatre jours. Une
analyse histologique a été réalisée pour évaluer 'impact des traitements sur I'inflammation

colique et l'intégrité structurelle.

Les souris induites en colite et traitées uniquement avec des médicaments anti-
inflammatoires non encapsulés présentaient des caractéristiques histologiques similaires
a celles des souris non traitées. Cependant, les souris induites en colite et traitées par
la suite avec des médicaments anti-inflammatoires encapsulés ont montré une réduction

significative de 'inflammation et une structure colique distale bien formée.

En conclusion, les résultats de cette étude suggeérent que ’encapsulation des médi-
caments anti-inflammatoires permet une libération controlée du médicament et sa loca-
lisation ciblée dans le colon. Cette approche conduit a une réduction plus marquée de
I'inflammation colique induite par I'acide acétique. Ainsi, 'utilisation de polyméres pour
I’encapsulation des médicaments présente des perspectives prometteuses pour améliorer
lefficacité thérapeutique des médicaments anti-inflammatoires dans le traitement de la

colite ulcéreuse.
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