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1 Introduction générale

Les maladies inflammatoires de l'intestin (MICI) connues aussi sous le nom de troubles
inflammatoires chroniques du tractus gastro-intestinal, sont devenues un probleme majeur de santé
publique, du fait de leur incidence et prévalence augmentées dans le monde entier [1].

L'étiologie des MICI reste incertaine mais des facteurs environnementaux, ainsi que des
facteurs infectieux, immunologiques et psychologiques, ainsi qu'une susceptibilité génétique
pourraient étre les principales causes de I'apparition de ces maladies [2, 3].

Les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin ont traditionnellement été divisées en maladie
de Crohn (MC) et la rectocolite ulcéreuse hemorragique (RCH). La maladie de Crohn et la colite
ulcéreuse se différencient par leurs manifestations cliniques et leurs mécanismes pathogéniques
hypothétiques [4, 5]

La RCH est caractérisée par une inflammation chronique incontrdlée qui se produit dans la paroi
interne du c6lon (gros intestin) ou du rectum, et qui résulte d’une surexpression des médiateurs pro-
inflammatoires, des espéces réactif de I'oxygéne et d’infiltration des neutrophils [6, 7].

La plupart des traitements actuels de la RCH ne sont pas sdrs car ils peuvent entrainer des
complications graves et des effets secondaires toxiques. Par conséquent, de nombreuses recherches
ont été effectuées pour développer des agents thérapeutiques alternatifs sdrs et efficaces pour le
traitement de la RCH [3].

Récemment, des rapports ont été adoptés sur l'utilisation des polyphénols qui sont considérées comme
des produits naturels dérivés des plantes et qui présentent un intérét croissant en raison de leurs
propriétés anti-inflammatoires et anti-oxydantes dans le traitement de la RCH [8].

Dans cette perspective, la présente étude vise a évaluer in-vivo le pouvoir préventif de I’extrait n-
BuOH contre 1’ulcére colorectale induit par le DSS a 2.5%.

L’objectif de notre étude consiste a évaluer in vivo I’effet préventif de I’extrait n-BuOH, sur la
rectocolite ulcéreuse hémorragique (RCH) induite chez des rats de souche « albinos wistar » par le
DSS 2.5%. Cette étude est basée sur 1’analyse macroscopique et microscopique du colon, la mesure
des marqueurs de stress oxydatif (CAT, GSH, MDA) ainsi que ’activité de la Myéloperoxydase
(MPO).



2 Le colon
2.1 Anatomie du colon
2.1.1 Anatomie macroscopique

Le colon, également nommeé le gros intestin, s’¢tale de I’extrémité distale de I’iléum a ’anus

et mesure approximativement 1.5 m de longueur pour 2.5 & 7cm. Le gros intestin commence

dans la fosse iliaque droite par le caecum, il se poursuit par le colon ascendant, qui s’étend

du flanc droit a I’hypochondre droit, juste sous le foie, il tourne vers la gauche et forme I’angle

colique droit (angle hépatique), puis il traverse I’abdomen jusqu’a I’hypochondre gauche : le

colon transverse [9]. A cet échelon, juste sous la rate, le colon tourne vers le bas et forme

I’angle colique gauche (I’angle splénique) et se poursuit par le colon descendant, par

I’entremise du flanc gauche jusqu’a la fosse iliaque gauche. Il devient le colon sigmoide et il

s’insinue dans la partie supérieure de la cavité pelvienne, ensuite il s’étale le long de la paroi

postérieure du pelvis par le rectum et se termine par le canal anal [10](Figure 1) .
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Figure 1: Anatomie du gros intestin[10].
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2.1.2 Anatomie microscopique

La paroi de l'intestin gréle et du c6lon est composée de quatre couches : muqueuse, Sous-muqueuse,

musculeuse (ou muscularis propria) et adventice (ou séreuse).

Epithélium

Chorion

Muscularis
mucosae

Sous-muqueuse

Musculeuse :
a- Circulaire
interne

b- Longitudinale
externe

Séreuse

Figure 2:Histologie du colon sous coloration de trichrome de masson Gx25 [11].

2.1.2.1 La muqueuse

La muqueuse est la couche la plus interne formeée par I'épithélium glandulaire, la lamina propria et la
muscularis mucosae. L'épithélium glandulaire forme des structures cylindriques, appelées cryptes.
L'épithélium glandulaire est composé de différents types de cellules: cellules souches, cellules de
cryptes indifférenciées, cellules absorbantes (également appelées cellules colonnaires), cellules
caliciformes, cellules de Paneth, cellules entéro-endocrines et cellules M [12].

La lamina propria, qui soutient I'épithélium, est une couche de tissu conjonctif réticulaire avec des
fibres d'élastine, de réticuline et de collagéne, des lymphocytes, des plasmocytes et des granulocytes
éosinophiles, ainsi que des lymphatiques et des capillaires. La muscularis mucosae consiste en une
fine couche de muscle lisse a la limite de la muqueuse et de la sous-muqueuse [13].



2.1.2.2 La sous-muqueuse

La sous muqueuse, entre la muscularis mucosae et la muscularis propria, est une couche de tissu
conjonctif fibreux contenant des fibroblastes, des mastocytes, des vaisseaux sanguins et lymphatiques
et un plexus fibreux (plexus de Meissner) composé de fibres sympathiques postmanglionnaires non

myéliniseées et de cellules ganglionnaires parasympathiques [14].

2.1.2.3 La musculeuse

La musculeuse, principalement responsable de la contractilité, est constituée de deux couches de
muscle lisse : une couche interne circulaire et une couche longitudinale externe disposée en hélice.
Un plexus fibreux éminent appelé le plexus myentérique, ou le plexus d'Auerbach, se trouve entre ces
deux couches musculaires. Les fibres sympathiques parasympathiques et postganglionnaires se
terminent dans les cellules ganglionnaires parasympathiques, et les fibres parasympathiques
postganglionnaires se terminent dans le muscle lisse [15].

2.1.2.4 La séreuse

Elle est représentée par une mince couche de cellules mésothéliales qui bordent cette derniere structure
[16].

2.1.3 Physiologie du colon

- Le colon joue un rble limité dans la digestion, mais il est important pour la
formation et le stockage des selles.
- La fonction principale du c6lon est dabsorber environ 1,5 L d'eau par jour a partir
des selles (par un transporteur de sodium en échange de potassium), d'absorber le
chlorure en échange de bicarbonate et d'absorber la vitamine K produite par la flore
colique. Par conséquent, une diarrhée sévére du cOlon entraine des pertes
significatives de potassium et de bicarbonate dans les selles, ce qui entraine une
hypokaliémie et une acidose métabolique [17, 18] .
- Le cOlon présente deux modeles de motilit¢ : des contractions de mélange
segmentaires avec une propulsion lente vers l'avant et des contractions de balayage
de grande amplitude survenant jusqu'a 10 fois par jour. Ces contractions de balayage
se produisent généralement le matin et aprés les repas causés par ce qu'on appelle le

réflexe gastrocolique et produisent I'envie de déféquer [19].



- Lorsque le rectum se remplit de selles et que sa paroi s'étire, un réflexe inhibiteur

recto-anale est activé,

ce qui

entraine une

relaxation du sphincter

interne. Le

sphincter externe reste contracté jusqu'a ce que la situation soit appropriée pour la

défécation. A ce moment-l3, avec une tension abdominale, le rectum se contracte

tandis que le sphincter externe et le muscle puborectal se relachent, entrainant un

redressement de l'angle recto-anale et une sortie lisse des selles [20]. D'autre part, si la

défécation n'est pas souhaitée,

le tronc cérébral envoie des signaux inhibiteurs a

travers les fibres nerveuses descendantes, ce qui entraine une relaxation du rectum

jusqu’a l'arrivée de la prochaine vague de selles et la réinitialisation du processus de

contraction [9].

3 Maladies inflammatoires de ’intestin

Les types les plus communs des maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI) sont

la rectocolite ulcéreuse hémorragique (RCH) et la maladie de Crohn (MC). Dans la plupart des cas,

ces deux troubles peuvent étre facilement distingués I'un de I'autre d'un point de vue pathologique, en

particulier lorsque chacun présente des caractéristiques histologiques classiques. Cependant, certains

patients présentant une MICI présentent des caractéristiques pathologiques chevauchantes de RCH et

MC, ce qui rend difficile la distinction entre ces deux troubles et aboutit souvent a un diagnostic

intermédiaire de « colite indéterminée » (CI) [21].
Tableau 1: Caractéristiques de la RCH et la MC [22].

Caractéristique

Rectocolite ulcéreuse
hémorragique

Maladie de Crohn

Distribution de la maladie

Diffuse et continue

Segmentaire

Atteinte rectale

Toujours (chez les adultes)

Occasionnellement

Severiteé de la maladie Augmentant  vers D’extrémité | Instable et variable
distale
Atteinte iléale Occasionnellement Souvent

Localisation de la maladie
dans la paroi colique

Superficielle (muqueuse)

Transmurale

fulminante

Agrégats lymphoides | Rare, sous les ulcéres N’importe quel endroit
transmuraux
Fissures Rares, superficielles dans la colite | Profondes, n’importe quel endroit

Sinus et fistules

Absents

Présent




En outre, il existe plusieurs autres types de colites chroniques, telles que la colite collagéene
(CC), la colite lymphocytaire (CL), la diverticulite et la colite de diversion, qui, dans certains
cas, peuvent présenter des caractéristiques de type RCH ou MC au cours de la maladie [22].
La MC peut toucher tout le tractus gastro-intestinal de la bouche a I'anus, mais les
endroits les plus communs sont la derniere partie de I'intestin gréle et le cdlon, alors que la
RCH est seulement présente dans le cdlon. Dans la RCH, seule la paroi interne du cblon est
enflammée, alors que la MC affecte I'épaisseur totale de la paroi intestinale. La MICI dure

toute la vie et, a ce jour, il n'y a pas de remeéde [23-25].

3.1 Etiologie et epidémiologie des maladies inflammatoires
chroniques de I’intestin (MICI)

Les MICI sont souvent diagnostiquées avant I'age de 30 ans. Le pic d'age se situe entre 15 et
30 ans, bien qu'il puisse survenir a tout age [26]. Les causes des MICI ne sont pas entierement
comprises [25, 27] et I'étiologie est considérée comme multifactorielle [26, 28, 29]. Les
facteurs associés sont le dysfonctionnement de la barriére, le déreglement immunitaire du
microbiome intestinal et la prédisposition génétique [26, 28, 30, 31]. Il existe également des
facteurs de risque environnementaux, tels que le tabagisme, I'appendicectomie, le régime
alimentaire, les infections, les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) et les antibiotiques.
Cependant, les résultats liés a ces facteurs sont inconsistants [32, 33]. La prévalence et
Iincidence des MICIs sont les plus élevées dans les pays occidentaux, avec des taux
d'incidence de pointe au Canada et en Europe du Nord [24, 34]. L'Asie a une prévalence plus
faible, mais les recherches ont révélé que lorsqu'un individu émigre d'un pays a faible
incidence vers un pays a incidence élevée, le risque de développer une MICI est le méme que
celui de la population du pays a incidence élevée. De plus, les enfants d'immigrants de
premiére génération semblent avoir une incidence plus élevée de MICI que les membres des
Premiéres Nations [35]. Environ un million de personnes aux Etats-Unis souffrent de MICI
[36] et les taux d’incidence sont de 9-20 cas / 100 000 habitants pour les MC et de 10-20 cas /
100 000 habitants pour les RCH [37, 38]. Dans les pays nordiques, l'incidence de la MC est
de 5 a8 cas /100 000 et de la RCH 12-14 cas / 100 000 [39]. A Constantine 299 cas de MICI
ont été enregistrés entre I’année 2003 et I’année 2007 comportant 180 cas de MC (60,20 %)
contre 100 cas de RCH (33,44 %) et 19 cas de colites chroniques inclassables (6,35%),



I’incidence moyenne brute enregistrée chaque année (pour 100000 habitants ) été de 5.87 pour

la MC et 3.29 pour la RCH, le taux d’incidence le plus élevé était de 21,21 et il a été enregistré

dans la tranche d’age 35-39 ans et pour la RCH était de 17,34 dans la tranche d’age 50-54 ans,
le rapport H/F était de 1,11 pour la MC et de 1.27 pour la RCH [40].
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Figure 3: Incidence des MICIs dans le monde [24].

3.2 Rectocolite ulcéreuse hémorragique (RCH)

3.2.1 Différents types de la colite ulcéreuse (types de la RCH)

La RCH est une atteinte systématique du rectum coalisée ou non a une extension au reste du célon,

faisant différencier différents types [41]

- Proctite ulcéreuse

La proctite ulcéreuse est définie par I'inflammation qui se trouve dans le rectum, le plus

souvent les six derniers pouces ou moins. Pour environ 30 pour cent des patients, leur colite

ulcéreuse commence sous cette forme [42]. Avec l'inflammation limitée a une zone plus petite

que dans les autres formes de rectocolite hémorragique, la proctite ulcéreuse est considérée

comme le type le moins sévere de la maladie et présente généralement moins de complications

[43].



- Proctosigmoidite

Lorsque l'inflammation se trouve dans le rectum et le cblon sigmoide (la derniére section du

cblon), elle est connue sous le nom de proctosigmoidite [44].
- Colite distale

La colite distale c’est lorsque l'inflammation est dans le c6té gauche du colon (le rectum, le

colon sigmoide et le cblon descendant) [45].
- Pancolite

La pancolite est lorsque tout le colon est inflammé [46].

Proctitis Proctosigmoiditis Distal colitis

Pancolitis

Figure 4: Types de la RCH. https://healthprep.com/uncategorized/10-medical-concerns-you-should-
have-about-ulcerative-colitis/



3.2.2 Etiologie de la pathologie

La pathogenese de la colite ulcéreuse n'est pas bien connue. Cependant, plusieurs facteurs
contribuent au développement de la RCH, tels que I'environnement, la tendance génétique et
I'immunologie. Les principales théories comprennent l'infection, I'allergie a la composante
alimentaire, la génétique, les facteurs environnementaux et la réponse immunitaire aux

bactéries ou autres antigenes [47]
- Facteurs environnementaux

Des études montrent que les agents environnementaux (alimentation, stress, médicaments)
jouent un rdéle important dans Il'initiation de I'expression de la RCH [48]. Récemment, plusieurs
facteurs modifiant la maladie ont été identifiés, tels que I'alimentation, les épices, les
antibiotiques, la nutrition infantile moderne, le stress, le tabagisme, les conditions hygiéniques
et sanitaires, l'utilisation d'autres médicaments, etc. [49].

- Facteurs génétiques

La colite ulcéreuse et la maladie de Crohn sont des maladies polygéniques ; cependant, la
cause génétique est mieux reconnue actuellement dans la maladie de Crohn que dans la RCH.
Peu de genes liés a I'étiologie des MICI ont été identifiés : quatre génes de la maladie de Crohn
et un géene (PPARG) associé a la colite ulcéreuse. De plus, des études génétiques et des
modeéles murins ont mis en évidence le role des prédispositions génétiques et leurs effets sur
les interactions avec les facteurs microbiens et environnementaux, entrainant des perturbations
pro-colitogénes de la relation héte-commensal [28]. PPARG est un récepteur nucléaire qui
inhibe Il'activité de NF-xB et est responsable de la diminution de son expression chez les
patients atteints de colite ulcéreuse active. Les genes associés a la pathogenese des MICI
régulent généralement les réponses immunitaires innées, la fonction barriére de la muqueuse

et la destruction bactérienne [50].
- Infection bactérienne ou virale

Plusieurs données épidémiologiques suggeérent que l'infection peut étre impliquée dans
I'initiation de la RCH. Celle-ci comprenne des associations entre la RCH et [l'infection
prénatale chez la mére ou Il'infection postnatale chez I'enfant [51], d’ou la variation saisonniére

de l'incidence de la RCH [52] et I'efficacité des antibiotiques dans le traitement de la RCH.
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Les colons des patients atteints de RCH ont des quantités accrues de certains streptocoques
[53], et les souches bactériennes adhésives prédominent dans la flore fécale des patients
atteints de RCH [54]. Les patients atteints de MICI produisent en général de plus grandes
quantités d'anticorps contre les bactéries intestinaux [55]. La RCH a également été associée a
une infection virale [56, 57]. mais il n'est pas clair si de telles observations sont des indications

de facteurs responsables [54].
- Microflore colique altérée

Des altérations du nombre des activités ou des distributions des constituants luminaux
normaux du c6lon peuvent contribuer a la RCH. Le nombre et l'activité des bactéries
réductrices de sulfate, ainsi que les niveaux de sulfure d’hydrogene, sont élevés dans les feces
des patients atteints de RCH. Il a été démontré que le sulfure d'hydrogéne produit a partir du
sulfate luminal par des bactéries réductrices de sulfate entrave le métabolisme des acides gras
a chaine courte [58, 59]. Des modéles animaux de la colite ont également suggéré un rdle des
bactéries luminales normales dans I'induction de la RCH. L'inflammation intestinale ne se
produit pas dans de nombreux modéles de colite induite chimiquement et génétique chez les

animaux exempts de germes [60].

3.2.3 Epidémiologie de la rectocolite hemorragique ulcéreuse

Le motif épidémiologique indique également que lI'environnement et la génétique jouent un réle dans
le développement de la rectocolite hémorragique ulcéreuse. La colite ulcéreuse peut survenir chez
les personnes de tout age, mais le plus souvent elle commence entre 15 et 30 ans, ou moins souvent
entre 50 et 70 ans [61, 62]. Les Juifs américains d'origine européenne sont quatre a cing fois plus
susceptibles de développer la RCH que la population générale. Des études ont montré qu'environ 20
a 25 % des patients peuvent avoir un proche parent atteint de la maladie de Crohn ou de la colite
ulcéreuse [63]. La RCH se trouve principalement dans les pays développés. Il est rare de trouver un
cas de RCH en Europe de I'Est, en Asie, en Amérique du Sud et dans d'autres régions du monde sous-
développé [64]. Il y a des différences marquées entre les groupes ethniques avec certains (comme les
Juifs ashkénazes) ayant une incidence particuliérement élevée. C'est un trouble mondial avec des
zones a forte incidence qui comprennent le Royaume-Uni, les Etats-Unis, le nord de I'Europe et

I'Australie. Les zones de faible incidence comprennent I'Asie, le Japon et I'Amérique du Sud [65, 66].
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Figure 5: Evolution de I'incidence de la RCH dans le monde entre 1930-2010 [34].

3.2.4 Physiopathologie de la colite ulcéreuse
3.2.4.1 Les processus d’inflammation
- Labarriere épithéliale

La figure 6 montre la physiopathologie de la colite ulcéreuse. La barriére épithéliale, recouverte d'une
couche mucineuse, est la premiére ligne de défense du systéme immunitaire muqueux, car elle assure
une séparation physique entre les cellules immunitaires de I'hdte et les microbes luminaux, et
syntheétise les peptides antimicrobiens. Dans la colite ulcéreuse, la synthése et Il'altération de la
sulfatation de certains sous-types de mucine colique (mucine 2) sont diminuées [67]. Les dommages
a la barriere épithéliale entrainent une augmentation de la perméabilité, probablement en raison d'une
régulation défectueuse des jonctions serrees [68]. Cette perte de barriere permet une augmentation de
I'absorption des antigénes luminaux. Cependant, il n'est pas clair si un tel dysfonctionnement précede

la colite ulcéreuse ou résulte d'une inflammation chronique [67].
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Figure 6: mécanisme de physiopathologie de la RCH [69].

En plus de la création d'une barriere physique, I'épithélium intestinal contribue a la défense de I'h6te
en produisant des peptides antimicrobiens (par exemple, les défensines), limitant ainsi l'invasion
bactérienne [70]. L'expression de béta-défensines humaines sélectionnées est surexprimée dans des
échantillons coliques de patients atteints de colite ulcéreuse. On ne sait pas si cette augmentation de
la production de défensine est induite en réponse a des micro-organismes, des cytokines

inflammatoires, ou les deux [71, 72].

- La microflore commensale

Normalement, le systeme immunitaire intestinal maintient I'équilibre entre la tolérance a la

flore commensale et aux antigénes alimentaires, et une réponse adéquate aux pathogenes
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entériques. Les données provenant de modeles animaux génétiquement modifiés, qui
développent une inflammation intestinale chronique apres colonisation avec des bactéries
intestinales commensales, mais restent indemnes de maladie dans des conditions sans
bactéries, suggerent un role primordial des bactéries entériques non pathogénes dans la
pathogenese de la colite ulcéreuse [73, 74]. Des études chez I'homme soutiennent également
I'importance de la microflore entérique, non seulement dans la pathogenese de la maladie mais
aussi potentiellement dans la sévérité de lI'inflammation intestinale [75] et du phénotype de la
maladie (colite ulcéreuse contre la maladie de Crohn) [76]. Par conséquent, la colite ulcéreuse
semble résulter d'une rupture de I'équilibre homéostatique entre I'immunité muqueuse de I'hote
et la microflore entérique, ce qui entraine une réponse immunitaire aberrante contre les

bactéries commensales non pathogénes inflammation chronique [77].
- Les cellules T mucosales

On croit que le systtme immunitaire du corps réagit anormalement a la flore intestinale
naturelle, en particulier les bactéries a proximité des cellules des muqueuses du cblon, ce qui
entraine une augmentation de la réponse pro-inflammatoire, comme [l'activation des
monocytes, macrophages et cytokines. Les évaluations histologiques montrent I'agrégation des
monocytes et des macrophages dans la muqueuse du tissu du cdlon provenant de patients
atteints de RCH. Bien que la réponse immunitaire innée soit principalement impliquée dans
I'initiation de l'inflammation du c6lon, le réle de l'immunité adaptative (réponses des
lymphocytes T) dans la contribution aux symptdémes de la RCH est significatif [48]. Les
cellules épithéliales des muqueuses jouent un rdle important non seulement dans le
développement de l'immunité innée, mais aussi dans l'induction de voies de mémoire
d'immunité adaptée. Les principaux endroits ou la réponse immunitaire adaptée s'installe sont
les cryptes et les follicules lymphatiques[49]. Une hypothese répandue sur la pathogenese de
la RCH et d'autres MICI est que les réponses immunitaires (adaptatives) des lymphocytes T a
un sous-ensemble de bactéries entériques commensales sont surexprimées chez des hétes
génétiquement sensibles, ou des facteurs environnementaux entrainent lI'apparition de la
maladie [48].

Bien que la pathogenése de la colite ulcéreuse n'ait pas été déterminée, une réponse
immunitaire muqueuse anormale joue un rdle majeur dans le développement et la

physiopathologie de la RCH [78, 79]. Une infiltration importante de lymphocytes, en
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particulier de cellules T CD4" [80], a été observée dans la muqueuse inflammée des patients
atteints de RCH[81]. Les cellules T CD4" activées présentent une activité cytotoxique accrue
[82] et sécretent des cytokines qui améliorent I'état inflammatoire entrainant une lésion
tissulaire [83, 84]. Bien que le facteur déclenchant de la RCH soit encore inconnu, le
désequilibre des cytokines et la production de médiateurs inflammatoires par les lymphocytes
T CD4" activés jouent un role important dans la pathogenése de la RCH. Des cellules T
auxiliaires de type 2 (Th2) et leurs cytokines, en particulier I'interleukine (IL) -4, ont été
suggerées pour améliorer le développement de la RCH [85].

Récemment, des lymphocytes T régulateurs, caractérisés par I'expression de marqueurs de
surface cellulaire CD4 et CD25, ont été montrés pour réprimer activement les réponses
immunitaires, et le manque de cellules T régulatrices conduit a une auto-immunité spécifique
a un organe [86]. D'autre part, une sous-population de lymphocytes T CD8" supprime
également la réponse des cellules T CD4* activées et des lymphocytes B par une interaction
qui dépend de I'expression du complexe majeur d'histocompatibilit¢ (CMH) de classe Ib
molécule Qa-1, I'hnomologue de souris de l'antigéne leucocytaire humain (HLA) -E [87].
Cependant, le role précis de ces cellules T régulatrices dans la RCH reste incertain. [49].

Le mécanisme du processus d’inflammation impliqué dans la RCH est caractérisé par la
production des pro-inflammatoires (cytokines, chimiokines), oxyde nitriqgue (NO),
prostaglandine, leucotriéne, et les molécules d'adhésion (ICAM-1, VCAM-1) par les cellules
immunitaires (macrophages, cellules dendritiques, mastocytes, neutrophiles, lymphocytes,
cellules épithéliales, cellules endothéliales et fibroblastes) [88, 89]. La réponse inflammatoire
déclenchée par des stimuli tels que l'endotoxine (lipopolysaccharide de bactéries), les
changements dans les niveaux d'ERO qui sont reconnus par les cellules immunitaires a travers
des récepteurs transmembranaires spécifiques (tels que les récepteurs Toll-like (TLR)) [88].

Les interactions des récepteurs avec les stimuli activent les voies de signalisation
intracellulaires qui conduisent a la degradation de IkB et la translocation du facteur de
transcription (NF-kB) au noyau, provoquent également I'induction des voies de protéines
kinases activées par mitogéne (MAPK) et I'activation du facteur de transcription (AP-1) [89].
Les facteurs de transcription sont ensuite transloqués dans le noyau pour lier les régions du
promoteur du géne et réguler la transcription des génes codant pour les médiateurs pro-
inflammatoires tels que le TNF-a, IL-1b, IL-6, IL-8, INOS, ICAM-1, VCAM-1 et COX-2 [89].
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Les NOSs, ainsi que les cytokines pro-inflammatoires ont une implication de longue date a la
fois dans I'étiologie et la progression de la RCH. Une infiltration significative par les
neutrophiles et une augmentation des niveaux de myeloperoxidase (MPO) ont été observées
dans la lamina propria inflammée de I'hnomme avec une RCH proche de I'épithélium [49]. Il a
été également démontré chez la souris que l'apparition et la sévérité de la colite étaient
significativement atténuées par I'ablation du géne iNOS [85]. Dans la RCH, I’iNOS est
considéré comme responsable d'une production fortement accrue de NO dans I'épithélium et
dans les foyers d'inflammation en association avec la nitrotyrosine. Le NO dérivé de iNOS
stimule la production de TNF-a dans le c6lon intermédiaire et distal, ce qui favorise l'infiltration
des neutrophiles par exemple par stimulation de la synthése de la molécule d'adhésion
intracellulaire (ICAM) et de la P-sélectine, entrainant des lésions tissulaires du cdlon. Le
recrutement de neutrophiles et I'activation de voies de signalisation transcriptionnelles clés
comme le facteur nucléaire kappa B (NF-kB) et AP-1 augmentent la réeponse inflammatoire et
les lésions tissulaires. Lorsqu'il est activé, le NF-kB se déplace vers le noyau, se lie a 'ADN et
active ensuite I'expression du geéne. Les geénes activés impliqués dans l'inflammation des
mugqueuses comprennent les cytokines IL-6, IL-8 IL-1p, IL-10, TNF-a et ICAM. Récemment,
Gan et al. (2005) ont documenté une activation accrue de NF-kB et des taux élevés d'expression
de I'ARNm de l'interleukine IL-1B et de 'ARNm de 1'IL-8 dans le tissu RCH humain [89].

3.2.5 Implication du stress oxydatif dans la RCH

Les especes réactives de I'oxygéne (ERO) sont des formes chimiques hautement actives qui
ciblent les macromolécules, telles que les protéines, les lipides et les acides nucléiques,
entrainant une peroxydation des lipides, un dysfonctionnement des protéines et des mutations
de I’ADN. Le stress oxydatif est essentiellement un déséquilibre entre la production de radicaux
libres et la capacité de I'organisme a neutraliser ou a détoxiquer leurs effets nocifs grace a la
neutralisation par des antioxydant .Le stress oxydatif dérive du déséquilibre entre la production
de ERO et le systeme antioxydant est nuisible, etant un facteur pathogene important de la RCH
[90] Par conséquent, les ERO excessives causent des dommages aux cellules et aux tissus,
exacerbent l'inflammation et entrainent des effets de grande portée, tels que la cancérogenése
[91, 92]. Il est tout a fait possible que le stress oxydatif joue un rdle critique dans l'initiation et
la progression des MICI [93]. Etant donné que la production d'ERO comprenant I'anion
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superoxyde, le peroxyde d'hydrogéne, I'acide hypochloreux et les especes hydroxyles radicales
et azotées augmente chez les patients atteints de MICI, le stress oxydatif semble étre le facteur
pathogene crucial dans les MICI [94-96]. De méme, la caractéristique de la colite induite
expérimentalement en utilisant I'acide acétique chez les animaux est un déséquilibre entre les
substances oxydantes et antioxydantes [96, 97]. Il a été bien documenté que l'infiltration de
neutrophiles conduit a la production d'anion superoxyde et a l'initiation d'une cascade pour la
production de diverses espéces réactives. Cela peut conduire & la génération de radicaux
hydroxyles et de peroxydes qui contribuent de maniére significative a la progression de la
nécrose tissulaire et de la dysfonction muqueuse [98, 99]. En outre, les neutrophiles libérent
également des protéases et des médiateurs lipidiques qui contribuent en outre a la Iésion
intestinale. les ERO activent NF-xB, ce qui conduit a la génération de cytokines pro-
inflammatoires et d'autres enzymes inductibles, comme la cyclooxygénase-2 (COX-2) dans les

leucocytes et les macrophages [100].

4 Modéles expérimentaux de la colite

ulcéreuse
4.1 2, 4, 6-Trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS)

Le TNBS déclenche des réponses immunitaires a médiation cellulaire et induit une inflammation
transmurale dans l'intestin avec des caractéristiques morphologiques et histopathologies similaires a
celles de MICI humaine [101, 102].Le TNBS induit une inflammation colique diffuse, caractérisée
par une infiltration leucocytaire accrue, un cedéme et une ulcération [103]. Il est tres bien rapporté que
I'administration de TNBS est associée a une activation prédominante de la réponse immunitaire a
médiation par Th1, qui se manifeste par une infiltration dense des cellules T CD4" locales. Ainsi, basé
sur l'inclinaison vers la réponse immunitaire Thl qui implique I'lL-12 et le TNF-a comme cytokines
effectrices, ce modéle a été spécifiquement lié a la maladie de Crohn chez I'homme [104-108]. Par
conséquent, c'est un modele tres utile et est fréiqguemment utilisé dans I'étude de nombreux aspects de
I'inflammation intestinale, y compris le modele de secrétion de cytokines, I'adhésion cellulaire et
I'immunothérapie. Le TNBS résulte en une inflammation intestinale qui n'est pas la conséquence de
ce produit chimique en soi, mais plutdét d'une hypersensibilité retardée car le TNBS haptise les
protéines autologues microbiennes du c6lon en les rendant immunogénes au systéme immunitaire de

I'ndte. En fait, la colite induite par TNBS est un modele de colite induite par un haptene dans lequel
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la réponse immunitaire médiée par Thl implique diverses cytokines comprenant I'lL-12 et le TNF-a
servant de cytokine effectrice qui entrainent une infiltration transmurale et une inflammation [109-
111]. Cependant, des études avec des souris IFN-y sur un fond BALB/C ont montré que chez ces
souris, la colite TNBS peut étre associée a une hypertrophie du patch colique médiée par TH2 [112].
Chez la souris, la colite TNBS a éte initialement décrite chez des souris SJL / J, qui est une souche de
souris ayant une forte susceptibilité a I'induction de la colite. Mais aujourd'hui, diverses autres souches
de souris sont également fréquemment utilisées pour le développement de la colite qui comprennent
BALB/C, C57BL/6 etc. Généralement, il implique une application rectale de faible dose (100 pl de
0,5 mg de TNBS dans 50 % d'éthanol) pour induction de la colite qui peut entrainer une colite
transmurale chronique avec diarrhée sévere, perte de poids et prolapsus rectal, une maladie qui imite

certaines caractéristiques de la maladie de Crohn chez I'nhnomme [107].

4.2 Dextran Sodium Sulphate (DSS)

La colite induite par le sulfate de sodium dextran (DSS) est un modéle reproductible qui ressemble
morphologiquement et symptomatiquement a la colite ulcéreuse chez I'nomme [113, 114]. De plus, le
modele DSS de la colite est I'un des modeéles largement utilisés car il peut étre facilement développé
en raison de la grande disponibilité et du faible colt du DSS. Certains chercheurs ont suggéré que le
DSS affecte principalement le gros intestin, c'est-a-dire le tiers moyen et distal du gros intestin [115-
117]. Cependant, certaines études ont rapporté que le DSS affecte également I'intestin gréle distal,
c'est-a-dire I'iléon [118, 119]. Par conséquent, le DSS provoque notamment une colite aigué
morphologiquement et macroscopiquement caractérisée par hyperémie, ulcérations, cedéme sous-
muqueux modéré a sévére, lésions accompagnées de modifications histopathologiques incluant
I'infiltration de granulocytes dont les symptémes se traduisent finalement par une diarrhée sanglante
[120]. Le DSS entraine une augmentation significative de la production de toutes les cytokines pro-
inflammatoires dans le c6lon moyen et le célon distal, mais la colite ulcéreuse induite par le DSS
semble étre plus sévére dans le cdlon distal [121] L'élévation des niveaux de TNF-o est la
caractéristique de la colite induite par le DSS. De nombreux chercheurs ont rapporté que des
changements pathologiques chroniques se développent aprés I'induction d'une inflammation aigué qui
implique des modifications de la morphologie des cryptes en conjonction avec des modifications du
profil des cytokines Th1/Th2 et TCM (cellules T a mémoire centrale) [117, 122-124]. Les TCM se
différencient principalement sur la base de I'expression d'une molécule d'adhésion CD62L, ce qui leur
permet d'entrer et de rester dans les tissus lymphoides comme les patchs du cdlon [123]. Le DSS
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provoque une perturbation dans le métabolisme des phospholipides représenté par des niveaux réduits
de phosphocholine et de glycérophosphocholine dans le célon des souris [125]. La phosphocholine et
la glycérophosphocholine sont les métabolites les plus importants de la choline et les principaux
constituants cellulaires requis pour lI'assemblage des membranes biologiques et la perturbation du
métabolisme suggerent la possibilité d'une distorsion de l'intégrité de la membrane en présence de
DSS [126]. En plus de cela, une réduction notable des niveaux de nucléotides, tels que la cytidine 5'-
diphosphate et I'adénosine 5'-monophosphate, avec une réduction analogue des niveaux de
nucléobases et de nucléosides, tels que I'uracile et I'uridine, est observée dans le cblon de souris traitées
au DSS [125]. De méme, la perte de la protéine de jonction serrée ZO-1 pourrait également faciliter

I'augmentation de la perméabilité intestinale [127].

4.3 Oxazolone

Cet agent d'hapténation est généralement utilisé pour induire une colite chez la souris afin d'étudier
les processus pathologiques impliqués dans la perpétuation de la colite ulcéreuse. 1l est spéculé qu'il
intervient dans la réponse immunitaire dirigée par Th2 [128]. Par conséquent, en se basant sur les
manifestations de I'inflammation des muqueuses, des micro-ulcérations eépithéliales et des
modifications histopathologiques dans le cdlon distal. 1l a été décrit que I'oxazolone induit une colite
chez les rongeurs qui imite la colite ulcéreuse humaine [128, 129]. Différentes réponses
immunologiques ont été observées dans diverses souches de souris, a savoir C57BL / 6J, BALB / CJ
et SJL/J et en conséquence, différentes procédures ont été adaptées pour induire une colite chez
différentes souches de souris. Les souches C57BL/6J (C57/BL6 ou C57/BL10) et SJL/J présentent
une forte inclinaison vers la réponse immunitaire Th1, alors que la souche BALB/J a tendance a
présenter une réponse immunitaire du phénotype Th2[130]. Les souris souche C57 présentent une
résistance a l'induction de la colite par I'oxazolone. Par conséquent, I'induction d'une colite chez les
souches C57 nécessite un traitement pré-sensibilisant. La souche de souris SJL/J est moins préférée
pour I'induction de la colite car cette souche est sujette a un certain nombre de maladies auto-immunes
initiées par le phénotype Th1[130]. Cette souche posséde également un taux de mortalité élevé et de
plus il est difficile de garder deux ou plusieurs souris SJL/J ensemble en raison de leur caractére
agressif [108].
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4.4 Acide acetique

La colite induite par I'acide acétique est couramment utilisée et forme un modeéle facilement inductible
[131-133]. La colite induite par I'acide acétique est un modéle de MICI qui ressemble beaucoup a la
MICI humaine en termes de pathogenése, de caractéristiques histopathologiques et de profil de
médiateur inflammatoire [105, 134-137]. L'administration intra-rectale d’une solution diluée d'acide
acétique provoque une inflammation non-transmurale caractérisée par une infiltration accrue des
neutrophiles dans le tissu intestinal, une nécrose massive des couches muqueuses et sous-mugqueuses,
une dilatation vasculaire, un cedéme et une ulcération sous-muqueuse qui sont des caractéristiques de
la colite humaine [136-140]. Il a été prévu que la forme protonée de l'acide libére des protons dans
I'espace intracellulaire, ce qui peut provoquer une acidification intracellulaire massive entrainant

d'immenses dommages épithéliaux [134].

4.5 Les peptidoglycanes

Le peptidoglycan-polysaccharide est un composant de la paroi cellulaire de la bactérie et possede
peut-étre une propriété immunogene lorsqu'il est administré a des souris et peut conduire a l'activation
de la réponse immunitaire a médiation des cellules T. Il a été documenté que le peptidoglycane-
polysaccharide, lorsqu'il est administré a des souris, provoque l'activation du systeme kallikréine-
kinine; la kallikréine ainsi libérée est chimiotactique pour les neutrophiles [141]. De plus, l'activation
de ce systeme entraine une libération augmentée de la bradykinine [142] qui provoque ensuite la
stimulation des cytokines inflammatoires, par ex. IL-1 [143] et, par conséquent, peut favoriser la
progression de l'inflammation dans l'intestin. Une production accrue de NO apres administration de

PG-PS a également été rapportée [144].

4.6 Carraghéenane

Le carraghénane est un polysaccharide sulfaté de haut poids moléculaire obtenu a partir d'algues
rouges. Sur la base du degré de sulfatation et de solubilité, il est classé en trois sous-types distincts,
c'est-a-dire kappa, iota, lambda. Le carraghénane lui-méme n'est pas trés nuisible, mais les produits
obtenus aprés une hydrolyse modérée provoquent des ulcérations dans le c6lon de diverses espéces
animales, y compris des rats. Un modele de MICI induite par le lambda-carraghénane permet
I'évaluation séquentielle des changements histopathologiques et morphologiques dans I'intestin au fil
du temps et imite la colite ulcéreuse humaine [145, 146]. Le modele lambda-carraghénane de

I'inflammation intestinale est choisi pour sa facilité de préparation et son absence d'inconfort pour les
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animaux impligqués [145]. Les Iésions intestinales se développent progressivement en 2 a 4 semaines,
mais ne sont décelables qu'aprés 8 semaines chez des rats nourris au lambda-carraghénane et se
révélent morphologiquement similaires a ceux observeés dans la colite ulcéreuse humaine [147].

Il est tout a fait possible que le potentiel ulcérogéne du carraghénane puisse étre di a la présence de
polyanions électronégatifs [148]. Bien que les radicaux libres soient impliqués [149], la surproduction
d'oxyde nitrique peut étre un mécanisme possible pour provoquer I'immunosuppression pendant la
MICI [150]. Des études in vitro ont révelé que I'administration de carraghénane dégradée provoque
l'induction de la colite via la régulation positive de 'ICAM-1 médiée par I’'NF-«B, la sécrétion et
I’expression de la TNF-a [151].

4.7 Les anti-inflammatoires non-stéroidiens (AINS)

L'effet des AINS sur le cdlon est moins bien reconnu, Les manifestations coliques de la pathologie
liée aux AINS comprennent des modifications inflammatoires, des ulcéres solitaires ou multiples, des
rétrécissements (parfois semblables a des diaphragmes), une colite ischémique, une hémorragie
colique et une colite éosinophile [152, 153].

5 Polyphénols et protection
5.1 Les polyphénols

Les polyphénols sont les métabolites secondaires des plantes que I'on trouve principalement dans
les fruits, les légumes, les céréales et les boissons. Ils sont des composés naturels mais ils peuvent
aussi étre synthétiques et semi-synthétiques [154]. Les polyphénols sont impliqués dans le systéeme
défensif des plantes (du rayonnement ultraviolet et des pathogenes). lls possédent également de
nombreuses  propriétés  biologiques  telles que des  propriétés  antioxydantes,
anti-inflammatoires,  antinéoplasiques, anti-a4ges, cardioprotectrices,  anticancéreuses et

antimicrobiennes [154].
5.1.1 Structure et classification

Structurellement, les polyphénols ont tous un ou plusieurs cycles aromatiques (phénoliques) avec
différents substituants structuraux [155] (Figure 7). En fonction du nombre de cycles phénoliques et
d'éléments structurels liés a ces anneaux, les polyphénols sont classés en flavonoides et non

flavonoides :
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- Les flavonoides : sont les flavonols, les flavones, les flavan-3-ols, les anthocyanes, les
flavanones et les isoflavones [156].
- Les non-flavonoides : sont les acides phénoliques, les stilbénes et les lignanes [156].
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Figure 7: Structures chimiques des différentes classes de polyphénols[157].
5.1.2 Flavonoides

Ce groupe a une structure de base commune constituée de deux cycles aromatiques (deux unités
C6 : Ring A et Ring B) liés ensemble par trois atomes de carbone qui forment un hétérocycle oxygéné
(C3: Ring C), (Plus de 4000 variétés de flavonoides ont été identifiées). Basé sur la variation du type
d'hétérocycle impliqué, les flavonoides peuvent étre divisés en six sous-classes : flavonols, flavones,
les flavanones, les flavanols, les anthocyanines et les isoflavones. Les différences individuelles au
sein de chaque groupe proviennent de la variation du nombre et de l'arrangement des groupes
hydroxyles et de leur degré d'alkylation et/ou de glycosylation. (La quercétine, la myricétine, les

catéchines, sont des flavonoides les plus courants) [157, 158].
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Figure 8:Structures chimiques des sous-classes de flavonoides [157].

5.1.3 Les non-flavonoides
- Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont abondants dans les aliments et divisés en deux classes: les dérivées de
I'acide benzoique (avec une formule de base C1-C6) et les dérivés de l'acide cinnamique (avec une
formule de base C3-C6). La teneur en acide hydroxybenzoique des plantes comestibles est
généralement faible, a I'exception de certains fruits rouges, radis noir et oignons. Les acides
hydroxycinnamiques (comme 1’acides p-coumarique, caféique, férulique et sinapique) sont plus
courants que les acides hydroxybenzoiques (comme I'acide gallique, gentisique et protocatéchuique)
[159-161].

- Stilbénes
Les stilbénes contiennent deux groupements phényle reliés par un pont méthylene a deux atomes
de carbone. La présence de stilbénes dans I'alimentation est assez faible. La plupart des stilbénes des
plantes agissent comme des phytoalexines antifongiques, des composés synthétisés uniquement en

réponse a une infection ou une blessure[162-165].
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- Lignanes

Les lignanes sont des composés diphénoliques qui contiennent une structure de 2,3-dibenzylbutane
formée par la dimérisation de deux résidus d'acide cinnamique. Plusieurs lignanes, tels que le
secoisolariciresinol, sont considérés comme des phytoestrogénes. La source alimentaire la plus riche
est la graine de lin [166, 167].

5.2 Pharmacocinétique et absorbation intestinales des
polypheéenols

5.2.1 L’absorbation intestinal

Les polyphénols différent dans leur site d'absorption : tractus gastro-intestinal, I'intestin et le
colon [168]. Les polyphénols qui existent sous formes aglycones sont rapidement absorbées dans
I’estomac et ’intestin gréle et les formes esters, polymeéres ou glycosylées qui ne peuvent pas étre
absorbés doivent étre hydrolysés par les enzymes intestinales ou par la microflore colique.
Dans les aliments, tous les flavonoides sauf les flavanols existent sous des formes glycosylées. La
plupart des glycosides résistent probablement a I'hydrolyse acide dans I'estomac et arrivent ainsi
intacts dans l'intestin ou seuls les aglycones et quelques glucosides peuvent étre absorbés. L’enzyme
lactase phlorizin hydrolase (LPH) (& la membrane des Entérocytes) hydrolyse les flavonoides
glycosylés, puis les aglycones pénétrent dans les cellules épithéliales par diffusion passive. Aussi les
glucosides pourraient étre transportés dans les Entérocytes par le transporteur de glucose dépendant
du sodium (SGLT1), puis hydrolysés par une B-glucosidase cytosolique (CBG) [169-172].

Les flavonoides liés a une fraction de rhamnose ; les proanthocyanidines (un des flavonols) sous
forme des polymeres ; les acides hydroxycinnamiques estérifiés en sucres, en acides organiques et en
lipides comme 1’acide chlorogénique ne sont pas absorbés dans l'intestin gréle, alors ils atteignent le

cblon [173].

5.2.2 Les polyphénols et la microflore colique

Lorsque les polyphénols atteignent le c6lon, la microflore hydrolyse les glycosides en aglycone et
I'acide chlorogénique en acides caféique et quinique par I'activité des différents enzymes (comme les
rhamnosidases et les estérases) [174]. L'acide quinique libre et les aglycones sont ensuite absorbés au

niveau du c6lon [175]. La microflore intestinale aussi peut metaboliser ces composes en un large

23



éventail d'acides phénoliques de bas poids moléculaire tels que l'acide m-coumarique et des dériveés
de l'acide phénylpropionique et de I'acide hippurique pour I'acide chlorogénique et dérivés de l'acide
benzoique  issus de  metabolisme des acides  hydroxyphénylacétiques,  acides
hydroxyphénylpropioniques, phénylvalérolactones et les acides hydroxyphénylpropioniques (des
acides aromatiques résultant de la séparation des aglycones par l'ouverture de I'hétérocycle en
différents points selon leur structure chimique par la flore intestinale) pour les glycosides, ces
métabolites seront également absorbés [173, 175] .

5.2.3 Conjugaison des polyphénols

Une fois absorbés, les polyphénols alimentaires sont soumis a une conjugaison (métabolisme de phase
I1) dans l'intestin et dans le foie, telle que la méthylation, sulfatation et glucuronidation qui facilitent
leur élimination biliaire et urinaire en augmentant leur hydrophilie [176, 177].

Au niveau des Entérocytes de l'intestin, La méthylation est catalysée par la catéchol-O-méthyl
transférase (COMT) en position C3 'ou C4' avec la S-adénosyl-L-méthionine comme donneur de
groupe méthyle, la sulfatation est catalysée par des sulfotransférases (SULT) en position C3, C4 "', C5
ou C7 avec le 3'-phosphoadénosine-5'-phosphosulfate comme donneur de groupe sulfate, la
glucuronidation est catalysée par les UDP-glucuronosyltransférases en position C3 avec I'acide UDP-
glucuronique comme donneur du groupe acide glucuronique [176, 177]. Par la suite, ces produits
pénétrent dans la circulation sanguine et atteignant le foie, ou ils peuvent étre soumis a plus de
métabolisme de phase |1, devenant ainsi conjugués et transportés a la circulation sanguine a nouveau
[177, 178].

L'importance relative de ces trois types de conjugaisons varie en fonction de la nature et de la dose

du substrat ingéré [176].

5.2.4 Biodisponibilité des polyphénols

Dans la circulation sanguine, les métabolites poly-phénoliques ne sont pas libres, ils sont liés aux
protéines ; en particulier I'albumine. L'affinité des polyphénols pour I'albumine varie en fonction de
leur structure chimique. La liaison a I'albumine peut avoir des conséquences sur le taux de clairance
des métabolites et sur leur libération dans les cellules et les tissus [157, 173].

Les concentrations plasmatiques de polyphénols varient en fonction de la nature du polyphenol et
de la source de nourriture. Par exemple : 0,3-0,75 umol/L apres consommation de 80-100 mg
d'équivalent quercétine administré sous forme de pommes ou d'oignons, et 0,1-0,7 umol/L pour un

apport de 90-150 mg apres quand il est ingéré sous forme de thé vert [173]. Pour les tissus et les
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organes, les polyphénols sont capables de pénétrer dans ceux-ci, comme les organes du systéeme
digestif, le cerveau, le cceur, les reins, le thymus, le pancréas, la prostate, utérus, ovaire, glande
mammaire, testicules, vessie, 0s, peau et en particulier les intestins et le foie dans lesquels ils sont
métabolisés [179] (Figure9). Les concentrations de polyphénols dans ces tissus varient en fonction
de la dose administrée et du tissu considéré [180].

Les demi-vies des polyphénols dans le plasma sont de I'ordre de quelques heures et dépendent de la
source de nourriture (2 h pour les anthocyanines, 2-3 h pour les flavanols, 4-8 h pour les isoflavones
et 11-28 h pour la quercétine) [156].

5.2.5 Elimination des polyphéenols

Les métabolites des polyphénols peuvent suivre 2 voies d'excrétion : la voie biliaire ou la voie
urinaire. Les petits conjugues sont excrétés dans l'urine et les grands métabolites conjugués sont
éliminés dans la bile, ensuite passent dans l'intestin (recirculation entérohépatique) et les composés
déconjugués sont régénérés par les enzymes microbiennes de l'intestin avant d'étre réabsorbés a

nouveau [173]. Les métabolites non absorbés sont éliminés par les feces [181].
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Figure 9: Voies d'absorption et de métabolisme des polyphénols alimentaires et de leurs
dérivés chez I'homme [181].
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5.3 Propriétés de protection des polyphénols

Les avantages pour la santé des polyphénols sont principalement dus a leur large éventail d'actions
biologiques, telles que des actions antioxydantes, anti-inflammatoires, antinéoplasiques, anti-age,

cardioprotectrices, anticancéreuses et antimicrobiennes [154].

5.3.1 Propriétés antioxydantes des polyphénols

Les polyphénols ont souvent été appelés génériquement « antioxydants ». Ils présentent une activité
antioxydante plus forte que la vitamine C. Les activités antioxydantes des polyphénols ont éte
largement attribuées aux structures chimiques particulieres (nombre et position des groupes hydroxyle
dans la molécule) [154, 182].

Les polyphénols peuvent agir comme antioxydants directement ou indirectement :
5.3.1.1 L’action directe des polyphénols
- Le piégeage des radicaux libres

En faisant don d'un atome d'électron ou d'hydrogéne au radical libre, neutralisant les radicaux et
devenant eux-mémes des radicaux stables (moins réactifs), arrétant ainsi les réactions en chaine.
Comme : Quercetin [158] (Figure 10).
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Figure 10: Le piégeage des especes réactives de 1'oxygene (Re) par les flavonoides[183].

- La chélation des métaux

Aprés déprotonation a ou au-dessous du pH physiologique, les polyphénols forment des complexes
tres stables en liant le fer par l'intermédiaire des groupes ortho-dihydroxyl (catéchol) ou ortho-
trihydroxyl (gallol) intégrés dans la structure benzénique [184, 185]. En présence d'O., les complexes

de (polyphenol- Fe?*) s’ oxydent rapidement pour former des complexes (polyphénol- Fe**) (processus
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d’auto-oxydation) qui peuvent entrainer une réduction directe du taux de réaction de Fenton tels :

Flavan-3-ols [186] (Figure 11).
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Figure 11: Une coordination de Fe2+ par les polyphénols et la réaction subséquente de transfert
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d'électrons en présence d'oxygene générant le complexe de Fe3+-polyphénol [184].

5.3.1.2 L’action indirecte des polyphénols

5.3.1.2.1 Régulation positive des défenses antioxydantes endogenes

- Voie de Keapl / Nrf2 / ARE

Les polyphénols peuvent interagir avec le récepteur d'aryle hydrocarboné cytosolique (AhR)
déclenchant la translocation du facteur nucléaire érythroide 2-related factor 2 (Nrf2) dans les
noyaux et réguler les transcripts médiés par les éléments de réponse antioxydant (ARE) de divers

génes codant pour les enzymes antioxydantes tels les flavonols et les isoflavones [187, 188]

(Figure 12).
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Figure 12: Mécanismes des effets biologiques des polyphénols alimentaires [189].

1- Les polyphénols peuvent activer les protéines MAPK (ERK, JNK et p38) qui induisent
I'expression médiée par ARE de nombreux genes antioxydants tel le 1’acide
chlorogénique[190].

2- Les polyphénols sont capables d'alkyler certains résidus Cys de la protéine associée a ECH
Kelch-like 1 (Keapl) résultant de la dissociation de Keapl du Nrf2 et la libération de
Nrf2[191].

- Voie de Sirtuin/FoxO :
Les polyphénols peuvent stimuler la sirtuin-1 (SIRT1) qui a provoqué une désacétylation du facteur
de transcription Forkhead box classe O3 (FOXO3), ce qui entraine une uprégulation des antioxydants.

Comme : Resveratrol [192].
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- Inhibition des enzymes qui générent des espéces réactives de I'oxygene :

Tels que la xanthine oxydase (XO), la NADPH oxydase et la synthase d'oxyde nitrique (NOS).
Comme : Quercetin et Silibin [88].

- Co-antioxydants : Impliqués dans la régéenération des vitamines essentielles [193].

5.3.2 Propriétés anti-inflammatoires des polyphénols

Le tableau 2 récapitule les caractéristiques anti-inflammatoires des polyphénols et les mécanismes
anti—inflammatoire sont résumé dans la Figure 13.

inflammatory stimuli
cell membrane v
= ros©@
phosp““\‘? 0 TS~ protein kinases ®
(MAPKs, PI3K
PLA, G
cytoplasm *
arachidonic acid Nr2
COXs nucelus
@ LOXs @
prostanoids * v *
leukotrienes e @
5 [PPAR] PARP-1] CBP/p300(HAT) [HDAC|
j Nrf2 NF-kB AP-1 STAT-1 C/EBP
inflammatory @ @ @ @ IL-6
TNF-a
response
@ ICAM-1
l VCAM-1
r S CRP
antioxidant enzymes
allergy COX-2
cardiovascular diseases LOX
metabolic diseases P INOS
cancer B cytokines
neurodegenerative disorders chemokines
aging adhesin molecules
Figure 13: Mécanismes impliqués dans les effets anti-inflammatoires des polyphénols [194].
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Tableau 2: Propriétés anti-inflammatoires des polyphénols [194-199].

Polyphenols Cibles Mode d’action Conséquences Références
-Bloquent la Modulation de
phosphorylation de la métabolisme de
-Lutéoline PLA2, |PLA2 I'acide arachidonique
-Proanthocyanidine | COX-2, | -Réduisent I'expression ou et réduction (Gunawardena et al.
- Morin LOX I'activité de la COX-2. conséquente des
-Inhibent la 5-LOX et la concentrations de
12-LOX prostanoides et 2014;
leucotriénes
- Kaempférol iNOS -Suppriment I'expression Inhibition de la Gonzalez-Gallego et al.
- Wogonin et / ou l'activité de iINOS production de NO
- Réduisent I’expression
-Acides phénoliques et la sécrétion de IL-4, IL- | Diminution de la | 2014 Cardonaetal.
dihydroxylés Cytokines | 5, IL-6, IL-13, IL-1B, TNF- production et les
-Catéchines a et IFN-y niveaux des 2013 : Kim et al. 2014 :
- Baicalin - Augmentent I’IL-10 et molécules pro-
TGF-B inflammatoires et )
L . limitation de leurs | Gonzalezetal. 2011 ;
- Inhibent I'expression ASUUNE
-Apigénine | génique de MCP-1, IP-10 | SCIVITSEISILDE |
_Resvératrol Chimiokin ot MIP-2 augr_nentatlon es Baliga et al. 2014 ;
- Butein e - Diminuent le niveau de niveaux des
sécrétion de IL-8 molecules anti- i
inflammatoires Shibata et al. 2014 )
- Interférent avec la
dégradation de IxB
- Inhibent la voie de
signalisation (TLR /
-Anthocyanine NF-xB MyD88)
- Modifient de cystéine de
la sous-unité (p50)
affectant sa liaison a Limitation de
I'’ADN I'expression
_Génistéine - Inhibent la o d’ICAM-1, iI_\IOS,
_Daidzéine STAT-1 | phosphorylation induite COX-2, cyto_kmes et
par IFEN-y chimiokines
-Inhibent leur activité de
liaison a I'ADN
-8- - bloquent son activité en
AP-1 . )
prenylkaempferol interférant avec la
phosphorylation de c-Jun
médiée par INK
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-Inhibent ’activation de
PI3K avec réduction

-Acacetin PI3K, Akt | conséquente de la
hosphorylation d'Akt o
P p Y — Limitation de
- Inhibent de maniere o
. o - I'activation des
- Fisétine competitive la liaison de
PKC , . facteurs de
I'ATP a la PKC o
transcription (NF-
- B, AP-1, STAT-1
Quercétine vapK | -Inhibent le INK, ERK et | )
p38 MAPK
Inhibition de
I'activité des facteurs
de transcription (AP-
1 et NF-kB)
entrainant une
réduction de
-Augmentent son I'expression des
_Amentoflavone PPAR expression marqueurs pro-
inflammatoires
(Cytokines, iNOS,
COX-2, VCAM-1 et
ICAM-1)
Diminution de
Mvricéti -Inhibent la PARP-1. I'activité de liaison a
-Myricetine - Réduisent la formation I'ADN de NF-kB et
-Tricétine PARP N ..
L des polyméres PAR la transcription des
-Delphinidine A .
genes cibles de NF-
kB
ICAM.L Diminution
-Chrysin o d'adhésion et de
) VCAM-1 . . ) )
-Galangin ot E- - Inhibent son expression migration des
-Glabridin selectin leucocytes vers les

sites de lésion
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Partie Expérimentale
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1 Matériels et Méthodes

1.1 Matériel expérimental

1.1.1 Matériel végétal
- Atriplex sp.

Atriplex est un genre la famille des Amaranthaceae selon la classification phylogénétique, (autrefois
appelée Chenopodiaceae); ce genre dont le nom vernaculaire « arroche » comprend une centaine
d'especes répartis dans des régions tempérées et chaudes. Le nom Atriplex vient du grec ancien
trephein, signifiant « nourrir » utilisé avec le privatif "a" (non), indiquerait que la plante n'est pas de
la nourriture (Figure 14).

- Classification

Regne : Plantae

Sous-regne : Tracheobionta

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Sous-classe : Caryophyllidae

Ordre : Caryophyllales

Famille : Chenopodiaceae

Genre : Atriplex

Figure 14:Atriplex sp. http://www.quelleestcetteplante.fr/genres.php?genre=Atriplex
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- Préparation de I’extrait n-butanolique

La fraction n-butanolique_sélectionnée pour la réalisation de ce travail a été préparée au niveau de
I’'unité de recherche Valorisation des Ressources Naturelles, Molécules Bioactives et Analyses
Physicochimiques et Biologiques (VARENBIOMOL), Département de Chimie, Faculté des Sciences
Exactes, Université des Fréres Mentouri Constantine 1, par la doctorante Boutaoui Nassima.

1.1.2 Matériel animal

Dans la présente étude, I’évaluation de I’effet modulatoire I’extrait n-butanolique_d’Atriplex
sp sur PRCH a été menée sur un modele de souris femelles de type Albinos wistar de 27 a 31 g de
poids corporel, un effectif de 15 souris provenu de I’animalerie de I’institut de Pharmacie.

Afin d’effectuer les protocoles expérimentaux proposeés, les souris ont été élevées, aprés marquage et
répartition en lots, dans des cages en polystyréne au sein de 1’animalerie de I'université des Freres
Mentouri Constantine 1, avec acces libre a I’eau et a la nourriture (aliment bouchon) et un cycle de 12

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

1.2 Induction de ’RCH et répartition des groupes

L’induction de I’'RCH chez les souris a été procédée selon le protocole ci-dessous. Apres sept jours
d’adaptation, les souris sont réparties en 3 groupes de cing animaux chacun (n=5).

-Groupe 1 : les souris de ce groupe utilisé comme témoin ont recu quotidiennement par gavage
I’eau de robinet durant 7jours, puis durant les 7 jours succédant elles ont regu de 1’eau de robinet a
’aide du biberon.

-Groupe 2 : I’induction de ’RCH chez les souris de ce groupe a été effectuée par I’administration du
DSS (2.5 %) dissout dans I’eau de robinet pendant 7 jours a 1’aide du biberon apres avoir recu 7 jours
auparavant de I’eau de robinet par gavage.

-Groupe 3 : les souris de ce groupe, ont recu quotidiennement de I’extrait n-BuOH Atriplex sp.
(200 mg/Kg) pendant 7 jours par gavage. Une demi-heure aprés le gavage de ’extrait, les souris ont

recu par biberon du DSS (2.5 %) préparé dans I’eau de robinet durant 7 jours (Figure 15).
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T:2512°C
Lumiére /Obscurité: 12H / 12H

Acces Oui
Nourriture
Groupe Mode J J J
d’étude d’administration 0 Traitement 7 Induction 715 Ulcére
Lot1
m Non
Lot 2 t—\ h——\»lnduite
R B

m Orale %}‘_\

=) Induite

f

Traité

for

=) Induite
Model animal Souris Albinos ( Wistar )
Nombre de souris 15
Nombre de lot 03 (05/lot)

Figure 15: Schéma expérimental et induction de I’'RCH chez la souris.

1.3 Analyse macroscopique

Les souris ont été examinés chaque jour pour noter les symptémes de la colite, en enregistrant : le
poids des souris, le saignement rectal, et la consistance des féces. Les diarrhées, étant comme signe
issu du traitement des animaux (DSS) ont été évalué en adoptant 1’ordre suivant : +++ intense, +

Iégere, --- absence.

a. Gavage b. Décapitation c. Dissection
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d. Prélevement du colon et du rectum

Figure 16: Traitements des souris et récupération du colon.

1.4 Analyse biochimique

Le quinzieme jour, les souris ont été sacrifiées par décapitation et le sang préleve fut centrifugé a 4000
tours/min pendant 15 minutes, puis conservé pour le dosage de LDH par colorimétrie en utilisant des
Kits du commerce sur un automate multiparamétrique. Les c6lons récupérés et préservés pour 1’étude
macroscopique ont été aussi utilisé par la suite pour I’analyse microscopique et biochimique (LDH,

MPO, MDA, et GSH).

1.4.1 Les marqueurs du stress oxydant

-Préparation de la fraction cytosolique
Une fois 1’analyse macroscopique est achevée, les colons récupérés sont rincés avec de I’eau
physiologique. 0.5 g d’échantillon sont homogénéisés dans 3 mL de solution tampon Tris-EDTA (0,1
mM, pH 7.6) contenant du KCI (1.15 %) puis destinés aprés centrifugation (12000 tours/min pendant
45 minutes) au dosage du malondialdéhyde (MDA), et du glutathion réduit (GSH).
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1.4.1.1 Evaluation de MDA

Le taux de MDA est évalué selon la méthode d’Ohkahawa et al. (1979). Le dosage est basé sur la
formation en milieu acide et chaud (100 °C) d’un complexe de couleur rose entre le MDA et deux
molécules d’acide tiobarbetirique (TBA) ayant une absorbance maximale a 535 nm. Le 1,1,3,3

tétraéthoxypropane est utilise comme standard. Le taux du MDA est exprimé en nmol/g de tissu

1.4.1.2 Evaluation du GSH

Le dosage du glutathion est réalisé en adaptant la méthode d’Ellman (1959). Le principe consiste a
scinder la molécule d’acide 5,5’dithiodis-2-nitrobenzoique (DTNB) par le GSH et la libération de
’acide thionitrobenzoique (TNB). Ce dernier, a pH (8-9) présente une absorbance maximale a 412

nm. Le taux du GSH est exprimé en nmol/g de tissu.

1.4.1.3 Evaluation de ’activité de myéloperoxydase (MPO)

L'accumulation des neutrophiles dans les tissus du colon a été mesurée par I'évaluation de I'activité de
la myéloperoxydase (MPO). 50-100 mg tissus du colon ont été recueillis et homogeénéisés dans 6 mL
de solution tampon 50 mmol/L phosphate (pH 6.0) contenant 1 % de hexadecyltrimethylammonium
bromide (HTAB). Aprés la centrifugation (12,000 g; 10 min; 4 °C), l'activité de 'MPO dans les
homogénats des colons a été évaluée en mesurant le changement d’absorption a A=450 nm en présence
d'O-dianisidine dihydrochlurure et 0.006 % de H20: selon le protocole de Bradley et al. (1982).
L’activité MPO est calculée en utilisant le coefficient d’extinction molaire (1.13 x 10* cm*M™) de
O-dianisidine oxydé. Les résultats sont exprimés en U/100 mg de tissu d’ou une unité (U) représente

la quantité d’enzyme permettant la réduction de 1 umol H2O> en par minute en H20.

1.5 Analyse microscopique

Des petits fragments de colons des souris ont été conservés dans le formaldéhyde (10 %) a pH 7,4
pour I’examen histologique. Les fragments pris du colon ont été inclus dans la paraffine, coupés a 3

um puis subis une coloration avec 1’hématoxyline-éosine (H&E400 x, H&E, 1000 x).
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1.6 Analyses statistiques

Les résultats sont exprimés en moyenne + SD et les comparaisons entre les moyennes sont faites par
le test « t» de Student. Les différences sont considérées statistiquement significatives au seuil de

p< 0.05.
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2 Résultats

2.1 Analyse macroscopique

Tableau 3: Aspects macroscopiques du colon chez les souris traitées par 1’extrait n-BuOH
d’Atriplex sp et le DSS.

Poids Longueur du colon Diarrhée Saignement
Groupes (9) (cm)
Control 30.3+4.1 154+ 2.3
DSS 27.4+3.2 8.5+3.5 +++ +++
Extrait + DSS 29.1+2.2 12.7+0.3 + +

-- (absence), +++ intense, + léger

a. Témoins b. DSS C. Extrait

Figure 17: L’aspect macroscopique du colon chez les souris traitées par 1’extrait n-BuOH d’Atriplex
sp et le DSS.

Le groupe des souris recevant une dose de 2.5 % de DSS pendant 7 jours a montré une colite ulcéreuse
caractérisée par des diarrhées, des selles ensanglantés et des distensions abdominales.
L’administration du DSS se résulta aussi par une perte du poids et un saignement rectal. La longueur
du colon de ce groupe a également subi une réduction significative (8.5+3.5 cm) en comparaison avec

le groupe contréle (15.4+ 2.3 cm), (Tableau3, Figure 16). Le traitement des souris par 1’extrait n-
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BuOH de [’atriplex sp. pour une période de 7 jours a réduit clairement les dommages causes par la

colite ulcéreuse aigué induite par le DSS. Ceci se manifesta par un rétablissement significative de la

longueur du colon (12.7+0.3) devenue presque analogue a celle observée chez les groupe témoins

(Tableau 3).

2.2 Evaluation de LDH

IU/L

3500

2800
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1400
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(]
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~ Extrait

(66.84 %)

T

LDH

Figure 18: L’effet protecteur d’extrait n-BuOH d’Atriplex sp. (200 mg/kg) sur I’expression de

I’activité¢ de la LDH chez les souris traitées par le DSS (2.5 %) Les valeurs sont exprimées en

termes de moyenne + écart type (n=5).

** . comparaison avec le contréle (*p < 0.05, **p <0.01).
¥¥ : comparaison avec le DSS , (*p < 0.05 ¥p < 0.01).

Les valeurs entre parenthése représentent le pourcentage de protection.

L’administration de DSS (2.5 % ; 7 jours) a provoqué chez les souris une augmentation

significative (3234.1£104.1; p<0.01) de ’'LDH par rapport au témoin (823,5+33,4). L’introduction de

I’extrait n-BuOH de d’ Atriplex sp. (200 mg/Kg) chez les souris a diminué significativement (66.84
% ; p <0.01) le taux de I’ LDH (Figurel8).
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2.3 Evaluation du statut oxydatif (MDA, GSH) dans la muqueuse
colique

10
zz Controle

~ DSS
7 Extrait

%k %k

(78.30 %)

Figure 19: L’effet protecteur d’extrait n-BuOH d Atriplex sp. (200 mg/kg) sur le taux de MDA
chez les souris traitées par DSS (2.5 %).

Les valeurs sont exprimées en termes de moyenne + écart type (n=5).

** : comparaison avec le controle (*p < 0.05, **p <0.01).

¥¥ : comparaison avec le DSS, (*p < 0.05 ¥p < 0.01).

Les valeurs entre parenthése représentent le pourcentage de protection.

L’induction de la colite chez les souris par le DSS a été accompagnée d’une déplétion
significative (7.35+1.3 nmol/g tissu; p<0.01) du taux de GSH et associée d’une augmentation
significative (7.45 +£0.45 nmol/g tissu) du taux de ’MDA, marqueur de la peroxydation lipidique,
au niveau de la muqueuse colique ; ceci en comparaison avec le groupe contréle ou le taux de GSH
était 15,61+3,8 nmol/g tissu et celui du MDA était 3.21+0.9 nmol/g tissu. (Figure 18). Le
traitement des souris avec I’extrait n-BuOH d’Atriplex sp. (200 mg/Kg) a réduit significativement

(78.30 %) le taux du MDA et a restauré (71.03 %) le GSH (Figurel9 et 20).
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Figure 20: L’effet protecteur d’extrait n-BuOH d’Atriplex sp. (200 mg/kg) sur le taux du GSH
chez les souris traitées par DSS (2.5 %).

Les valeurs sont exprimées en termes de moyenne + écart type (n=5).
** . comparaison avec le contréle (*p < 0.05, **p <0.01).
¥¥ : comparaison avec le DSS (*p < 0.05, ¥p <0.01).

Les valeurs entre parenthéses représentent le pourcentage de protection.

2.4 L’effet de extrait sur ’activité MPO

L’activit¢ MPO, utilisée comme marqueur de I’inflammation et indicateur de I’infiltration des
neutrophiles au niveau de la muqueuse colique, a significativement (5.62+0.9 U/100 mg tissu)
augmentée chez le groupe des souris recevant uniquement le DSS en comparaison avec le groupe
contréle (0.33+0.1 U/100 mg tissu). Cependant, 1’administration de n-BuOH d’Atriplex sp. (200

mg/kg) a diminué considérablement (66.35 %) I’activit¢ MPO dans la muqueuse colique (Figure 21).
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Figure 21:L’effet protecteur d’extrait n-BuOH d’Atriplex sp. (200 mg/kg) sur I’expression de
I’activit¢ MPO chez les souris par DSS (2.5 %).

Les valeurs sont exprimées en termes de moyenne = écart type (n=5).
** . comparaison avec le contréle (*p < 0.05, **p <0.01).

¥¥ : comparaison avec I’extrait (¥p < 0.05, ¥p < 0.01).

Les valeurs entre parenthéses représentent le pourcentage de protection.



2.5 L’étude microscopique

Figure 22: Micrographe d’examination histopathologique du colon des souris traitées par le DSS et
d’extrait n-BuOH d’Atriplex sp. (200 mg/kg) (H&E,400 x, 1000x).
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A : groupe témoin : surface intacte des entérocytes, architecture normale de 1’épithélium glandulaire
(EG), de la muqueuse (M) et de la sou-muqueuse (SM).

B : groupe traité par le DSS : la couche d'entérocytes de surface est séverement altérée.
Raccourcissement des crypte (RCr), ulcération de la muqueuse (UM), zones multifocales
d'’hémorragie (HR) dans la région de la muqueuse (M), perte d’une portion de 1'intégrité de la sous-
muqueuse (SM) superficielle, cedéme sous-muqueux (O), infiltration cellulaire inflammatoire (IF)

C -groupe traité par I’extrait n-BuOH d’Atriplex sp.: 1égére régénération de I'épithélium de
surface et des cryptes (LG), atténuation de la séverité du DSS induisant la colite, réduction de

I',edéme et des cellules inflammatoires.
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3 Discussion

Les MICIs sont le résultat d’un désordre inflammatoire chronique au niveau du tube digestif.
Malgré 1’existence de plusieurs médicaments destinée pour le traitement des MICIs, jusqu’a
aujourd’hui aucun médicament n’a pu atteindre une efficacité curative, modifier ’histoire de la

maladie ou maintenir une atténuation stable au fil du temps [200]..

Dans notre étude, I'administration de 2,5 % de DSS chez les souris pendant 7 jours a présenté
des symptdmes indésirables tels qu'une diarrhée sévere, un saignement rectal et une perte de poids
corporel, similaires a la colite ulcéreuse humaine. La diarrhée serait due a l'augmentation de la
perméabilité des cellules intestinales ou a I'hyperosmolarité due a I'administration de DSS [201] . La
perte de poids et le raccourcissement du colon, qui sont des indicateurs de la gravité de lI'inflammation
intestinale corrélée avec les changements pathologiques et histologiques, se produisent au cours de la
colite [115]. Histologiquement, les sections du cblon de la souris traitée au DSS presentent une
réplétion muqueuse et un cedéme exsudatif. L'infiltration des neutrophiles a été observée dans la

muqueuse et les couches SOuS-muqueuses.

Le modele de la colite induite chez la souris par le DSS est similaire a la colite ulcéreuse
humaine en termes de caractéristiques histologiques [202]. Dans ce modéle, il est connu que
I'administration répétée de DSS induit une atrophie épithéliale, une perte importante de production de
mucus, une hyperplasie répandue dans de larges zones de la muqueuse colique, une perte compléte de
I'épithélium cryptique dans les grandes muqueuses, des abceés cryptiques, des ulcéres graves et surtout
infiltration de PMN (polymorphonucléaires) dans la muqueuse colique [203]. De plus, du point de
vue clinique, les changements morphologiques observés apres I'administration chronique de DSS ont
été associés a des symptdmes cliniques induits par une administration répétée de DSS ressemblant

étroitement a une RCH sévére, y compris la diarrhée et I’hémorragie rectale.

L’administration de I’extrait n-BuOH d’Atriplex sp. avant I’induction de la colite par le DSS
chez les souris a montré un ralentissement de 1’apparition des signes cliniques des colites tel que les
saignements rectal (5°™ jour-groupe toxique versus 6™ jour-groupe extrait). Les lésions de la
muqueuse colique ont été aussi moins intenses et les ulcérations ont diminué en comparaison avec le

groupe toxique.
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A partir des observations macroscopiques, on peut déduire que 1’extrait n-BuOH d’Atriplex
sp. a pu avoir un effet préventif vis-a-vis ’installation de 1’ulcération au niveau du colon et du rectum.
Cette observation a été confirmée au niveau microscopique ou nous avons également observé une

diminution de I’infiltration des cellules inflammatoires et des foyers nécrotiques

Dans le processus du métabolisme énergétique, I'enzyme lactate déshydrogénase joue un réle

central et ses taux élevés dans le cytoplasme des cellules refletent les dommages cellulaires [204, 205].

Le taux élevé de cette enzyme, aprés administration de la DSS, a été significativement atténué
par l'administration de I'extrait n-BuOH d'Atriplex sp.; ceci qui pourrait étre attribué a son potentiel

anti-inflammatoire [206].

La myéloperoxidase est un marqueur d’infiltration des neutrophiles et d’inflammation [207].
Son expression augmente quand il y a une inflammation dans le sang ou les tissues et elle est
généralement utilisée pour déterminer la sévérité de I’inflammation dans la muqueuse colique [208,
209]. L agrégation des lymphocytes et des neutrophiles ainsi que la dégranulation de la MPO est un

indicateur d’une inflammation chronique du gros intestin, particuliérement le colon [209].

Dans la présente étude, I'activité MPO a augmenté apres le traitement des souris par le DSS.
Les résultats sont en concomitance avec des études précédentes ou le traitement par le DSS amplifia

I'activité de la MPO et contribua a I'inflammation et aux lésions tissulaires dans le c6lon [210].

Les neutrophiles jouent un réle important dans la pathogénese des maladies inflammatoires,
mais leurs implication précise dans la modulation de la colite reste mal connue [211]. La
myéloperoxidase est une enzyme trouvée dans les granules azurophiliques des neutrophiles et
macrophages. Elle joue un role central dans la RCH via la génération d’acide hypochloreux et induit
des dommages oxydatifs des lipides et des protéines, qui se résultent en une inflammation et un stress
oxydatif dans les tissus coliques [209]. Une augmentation significative de 1’activité de cette enzyme

a été rapportée par plusieurs études utilisant des colites expérimentales [212, 213].

Dans cette étude, I’administration de 1’extrait n-BuOH d’Atriplex sp., riche en polyphénols,
apres I’induction de colite, a conduit a un abaissement de 1’activité de la MPO, ceci peut suggérer

I’effet protecteur des polyphénols sur I’infiltration des granulocytes coliques.

Afin de mieux investiguer le r6le de notre extrait sur les colites, nous avons procédé a
I’évaluation biochimique des parametres du stress oxydatif (MDA, GSH). Dans la présente étude

nous avons noté une réduction significative du taux du GSH accompagnée d’une augmentation de
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MDA dans le groupe DSS par rapport au groupe control normal. Cette diminution peut étre due a

I’inhibition de sa synthése ou son utilisation excessive par les ROS [214, 215].

Les recherches cliniques et précliniques ont prouvé que le stress oxydatif est un médiateur
important de la pathogenese de la colite ulcéreuse[216, 217]. En plus du statut antioxydant, il est
considéré que la colite induite par le DSS peut étre partiellement médiée par les métabolites réactifs
de l'oxygeéne cytotoxiques (ROM). Une augmentation de la ROM muqueuse générée par des
macrophages et des neutrophiles stimulés ainsi qu'une peroxydation lipidique par des produits ont été

rapportées dans des échantillons de biopsie du colon de patients atteints de colite ulcéreuse [216].

Récemment, il a été observé que l'utilisation des approches alternatives et complémentaires
pour gerer les symptdmes inflammatoires tels les produits naturels peut améliorer la qualité de vie en

empéchant la progression de la maladie par divers mécanismes [218].

Les polyphénols sont des substances bioactives largement présents dans les plantes
médicinales [219]. lls sont connus par leurs effet antioxydant et anti-inflammatoire ainsi que leurs
propriétés anti-tumorale [220, 221]. L'utilisation des polyphénols dans le traitement des MICls a été
signalée comme un traitement préventif possible par plusieurs études démontrant un retard perceptible

dans le développement de la maladie [222].

Dans les colites, le stress oxydatif se provoque par la production excessive de la MPO et des
cytokines pro-inflammatoire, tels que TNF-alpha et IL-6 [223]. Cela pourrait étre le résultat d'une
déficience du systéme antioxydant endogene responsable de I’effet scavenger des radicaux libres

déléteres [224].

De plus, I’inflammation est associée avec le rassemblement et I’activation des phagocytes et
leucocytes au niveau de la muqueuse, qui produisent et libérent une grande quantité d’anion
superoxyde et d’autre ERO de maniere incontrolée, engendrant de potentiels dommages cellulaires
par I’inhibition des mécanismes de défense [225, 226]. Les taux trés élevés des ERO peuvent attaquer
et inactiver les enzymes anti-oxydantes empéchant ainsi la neutralisation des ERO. Par conséquent,
la diminution significative de la SOD et la CAT par le traitement DSS contribue a la lésion des tissues,

similairement au phénotype de la colite chez les patients humains atteints des MICls [227].

Le glutathion réduit (GSH) est utilisé comme cofacteur par de multiples peroxydases pour détoxifier
les peroxydes produits a partir du radical oxygene [228, 229]. Au cours de I'inflammation, le taux de

GSH diminue entrainant une grave lésion de la muqueuse du c6lon [228]. Le malondialdéhyde est un
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marqueur de stress oxydatif et son augmentation provoque une augmentation de la consommation

d'enzymes antioxydantes [230].

L'administration de 1’extrait n-BuOH d’Atriplex sp. pendant sept jours avant I’induction des
colites a révélé une augmentation significative du GSH corrélée avec une diminution de la
concentration cytosolique de ’'MDA au niveau du gros intestin, conférant ainsi un effet protecteur

contre la progression des colites.

Ces résultats suggérent que 1’extrait a la capacité d'appauvrir le taux des ERO et d’atténuer les
dommages oxydatifs du c6lon induits par le DSS chez les souris, probablement en réagissant avec les
radicaux libres générés puis neutralisant les radicaux hydroxyles et superoxydes (OH° et O?%) et
stoppant la peroxydation lipidique en dégradant les radicaux lipidiques peroxyles. En effet, on suggere
que les polyphénols de I’extrait n-BuOH d’Atriplex sp. ont empéché le désordre du stress oxydatif
produit au cours des colites grace a leurs activité anti-oxydante, permettant ainsi la protection des
cellules intestinales et agissant comme un mécanisme de défense contre I’inflammation.

A partir de nos observations macroscopiques, on peut déduire que les polyphénols peuvent
avoir un effet préventif envers I’installation de I'ulcération au niveau du colon et rectum. L’effet
protecteur des polyphénols sur la RCH a été confirmé par de récentes études expérimentales sur des
modeles murins induits par le DSS [231, 232] . Cette suggestion est soutenue par d’autres travaux,
étudiant les activités antioxydantes des polyphénols, réalisés sur des modeles in vivo et in vitro [233],
et qui ont rapporté que les polyphénols participent au maintien de 1’équilibre redox de 1'homéostasie

des cellules, ainsi ils peuvent renforcer la survie cellulaire dans des conditions de stress.

Plusieurs études ont révélé que les polyphénols réduisent la colite par différents mécanismes. Medina
et al. (1996) ont rapporté que dans un modele d’une dose aigue de TNBS induisant la colite chez le
rat, la quercitrine a des doses del et 5 mg/kg a amélioré les dommages coliques, mais il n'a pas réussi
a atténuer la gravité des lésions [234]. Guazelli et al., (2013) ont trouvé également que les doses 1 et
5 mg/kg de quercitrine ont considérablement atténué la colite par rapport au groupe témoin [235].
Yoshioka et al., (2008) ont signalé que I’administration orale de 1 % de procyanidines de pomme
avant I’induction de la colite par le DSS a atténué le taux de mortalité et a diminué la perte de poids
corporel et le degré de 1ésion du cdlon chez la souris C57BL6 [236]. De méme, Skyberg et al. (2011)
ont trouvé les mémes résultats en utilisant 1 % des polyphénols issue des pommes [237]. D'Argenio
et al., (2012) ont montré que I'administration rectale de polyphénols d'extrait de pomme pendant 14
jours a empéché la colite induite par le TNBS chez des rats Wistar et a diminué les dommages
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intestinaux macroscopiques et microscopiques [238]. El-Abhar, et al., (2008) ont révélé un effet
modulateur de I'extrait de gingembre sur des rats atteints par une colite ulcéreuse [239]. Rasakatla et
al., (2016) ont souligné que I'extrait de gingembre améliore la colite ulcéreuse induite chez les rats

par l'acide acetique [240].
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Conclusion

Les causes des MICI ne sont pas complétement congues et I'étiologie est considérée comme
multifactorielle. Dans notre étude, I'administration de 2,5 % de DSS chez les souris pendant 7 jours a
provoqué une colite ulcéreuse associées a des symptdmes indésirables tels les diarrhées séveres, le
saignement rectal et la perte de poids corporel. Similaires a la colite ulcéreuse humaine cette
inflammation intestinale induite par le DSS est corrélée avec des changements histologiques tels que

la réplétion muqueuse, 1I’cedéme exsudatif et I’infiltration de neutrophiles.

A partir de la visualisation macroscopique, on peut déduire que I’extrait n-BuOH d’Atriplex sp. a
pu avoir un effet préventif vis-a-vis I’installation de 1’ulcération au niveau du colon et du rectum.
Cette observation a été confirmée au niveau microscopique ou nous avons également enregistré une
diminution de I’infiltration des cellules inflammatoires et des foyers nécrotiques.

Le taux élevé de la LDH et de I’activit¢ de la MPO, aprés administration de DSS, ont été
significativement atténué par I'administration de I'extrait n-BuOH d'Atriplex sp.; ceci permet de
suggérer 1’effet protecteur de 1'extrait n-BuOH d'Atriplex sp. vis-a-vis I’infiltration des granulocytes

coligues et les effets nécrotiques.

Le prétraitement par 1’extrait n-BuOH d’Atriplex sp. pendant sept jours avant I’induction des
colites a révélé une augmentation significative de GSH corrélée avec une diminution du taux de
I’MDA cytosolique au niveau du gros intestin, conférant ainsi un effet antioxydant bloquant la
progression des colites.

Conformément & la littérature, les sites d'absorption intestinale des polyphénols se diversifient et ils
sont soumis a une conjugaison (métabolisme de phase Il) dans l'intestin. Par la suite, ces produits
pénétrent dans la circulation sanguine et atteignent le foie, ou ils peuvent étre soumis encore au
métabolisme de la phase II.

Cette étude indique l'utilité de I’extrait n-BuOH d’Atriplex sp. en tant qu'agent protecteur potentiel
contre la RCH aigué induite par le DSS. L’implication de I’effet antioxydant (restauration du GSH,
réduction de ’'MDA) et I’effet anti-inflammatoire (réduction de I’MPO et d’infiltration des leucocyte)
de I’extrait est suggéré comme des mécanismes probables de la modulation de la physiopathologie de
la colite induite par le DSS. Des études ultérieures sont necessaires pour mieux comprendre le

mécanisme exact exercé par les polyphénols dans les colites a 1’échelle moléculaire.
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Modulation de la colite ulcéreuse chez les souris par I’Atriplex sp

Résumeé

Le model des souris traitées par le DSS (2.5 %) durant 7 jours a exprimé une colite ulcéreuse
hémorragique (RCH) qui s’est manifestée par des atteintes macroscopiques tels que les diarrhées, les
saignements rectaux et la perte de poids corporel, et des altérations microscopiques tels que 1’altération
d’épithélium glandulaire, ’ulcération de la muqueuse et ’infiltration des cellules inflammatoires.
L’activit¢é MPO, et LDH ont significativement augmenté chez le groupe des souris recevant le DSS et
I’induction de la RCH par le DSS a été accompagnée d’une déplétion significative du taux de GSH et
associée d’une augmentation significative du taux de ’MDA. Le prétraitement par le n-BuOH
d’Atriplex sp. (200 mg/kg) durant 7 jours a diminué considérablement le taux du MDA, I’activité LDH
et MPO (78.30 %, 66.84 % , 66.35 % respectivement) et a restauré le GSH (71.03 %) au niveau de la
mugqueuse colique. L’extrait N-BUOH d’Atriplex sp. a ralenti 1’apparition des signes des colites et a
atténué la sévérité histopathologique induite par le DSS. La protection de ’extrait d’Atriplex sp.

pourrait étre due a sa richesse en polyphénols.

Mot clés: Atriplex sp., DSS, souris, RCH, Inflammation, Stress oxydant



Modulation of ulcerative colitis in mice by Atriplex sp.
Abstract

The model of mice treated with DSS (2.5%) for 7 days expressed hemorrhagic ulcerative colitis (UC)
manifested by macroscopic findings such as diarrhea, rectal bleeding and loss of body weight, and
alterations microscopic such as alteration of glandular epithelium, ulceration of the mucosa and
infiltration of inflammatory cells. MPO and LDH activity significantly increased in the group of mice
receiving DSS and induction of RCH by DSS was accompanied by a significant depletion of GSH
level and associated with a significant increase in the rate of MDA. Pretreatment with n-BuOH of
Atriplex sp. (200 mg / kg) for 7 days significantly decreased the level of MDA, LDH and MPO activity
(78.30%, 66.84%, 66.35% respectively) and restored GSH (71.03%) in the colonic mucosa. The n-
BuOH extract of Atriplex sp. slowed the onset of signs of colitis and attenuated the histopathological
severity induced by DSS. The protection of the extract of Atriplex sp. could be due to its richness in
polyphenols.

Keywords : Atriplex sp., DSS, Mice, RCH, Inflammation, Oxidative Stress
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Résumeé

Le model de souris traitées par le DSS (2.5 %) durant 7 jours a exprimé une colite ulcéreuse
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