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Introduction

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

se manifester de maniere aigiie ou chronique (Parke et Parke 1995 ; Ferguson 2010).

De nombreuses pathologies peuvent étre liees a cette derniere. C’est le cas des maladies
inflammatoires chroniques de I’intestin connues sous 1’acronyme MICI. Elles affectent
1’étre humain depuis des siécles, elles ont été décrites dés le deuxieme siécle apreés J.-C. par

les médecins grecs Soranus et Aretaeus de Cappadocia (Kirsner, 1988).

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

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

A T’heure actuelle, la physiopathologie de la RCUH est imparfaitement connue, il semble
qu’une interaction entre le microbiote intestinal et le systéme immunitaire de 1’hote chez

des patients génétiquement prédisposés et sous I’influence de facteurs environnementaux

(Fiocchi, 1998).

Afin de mettre fin a le handicap fonctionnel qu’elle engendre, Plusieurs stratégies
thérapeutiques ont été adoptées : I’acide 5-aminosalicylique, les corticoides, les
immunosuppresseurs et les thérapies biologiques représentées par 1’infliximab (Kornbluth
et Sachar, 2010). Cependant, considérant le fait que ces approches thérapeutiques
engendrent des effets indésirables et des complications plus ou moins séveres a long terme
(Liu et al ., 2012 ; Mishra et al., 2012) la recherche de nouvelles molécules d’origine
naturelle appartenant au regne des polyphénols continue . C’est la raison pour laquelle
nous nous sommes-attelés a tester 1’effet préventif de ’acide tannique sur la rectocolite

ulcéro-hémorragique induite dans un modeéle animal.
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1.1. Anatomie

Le cblon est un tube musculaire et muqueux situé dans 1’abdomen et mesure environ 1,5 m
de longueur. C’est la partie du tube digestif comprise entre la fin de I’intestin gréle et le

rectum (figure 1).

Angle colique
# gauche

Angle coligque
droit

Célon transverse

Célon

ascendant

= Canal anal

Figure 1 : Anatomie du célon humain (Belon et Lacour, 2015).

Il est constitué de quatre parties : la partie ascendante qui monte verticalement sous forme
d’un cdlon ascendant jusqu’en dessous du foie, la partie transversale qui s’appuie sur la
rate et la partie descendante qui pénétre dans le petit bassin sous forme d’un S pour former
le cblon sigmoide. Celui-ci est ancré dans la paroi abdominale et se prolonge jusqu’au
rectum. Ce dernier comprend une région gonflée de 12 a 15 cm appelée ampoule rectale. Il
est composé de deux parties, une partie supérieure qui vient juste apres le cdlon sigmoide

et une partie sous-jacente : le canal anal (Belon et Lacour, 2015).
1.2. Histologie

La paroi du c6lon et du rectum comporte de la profondeur vers la superficie quatre couches

cellulaires qui sont : la muqueuse, la sous-muqueuse, la musculeuse et la séreuse.

La muqueuse intestinale colique a une structure repliée et des invaginations profondes
appelées les cryptes. Ils constituent le compartiment prolifératif de 1’épithélium grace aux
cellules souches présentes dans sa partie inférieure. La muqueuse est en contact direct avec

la lumiére intestinale, elle repose sur un tissu conjonctif appelé « lamina propria ».

Page | 2
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Celui-ci comporte des cellules du systeme adaptatif formant le GALT (gut-associated
lymphoid tissue) comprenant une grande variété de cellules lymphocytaires, dendritiques et

phagocytaires (Sanz et De palma, 2009).

A la surface des cryptes on trouve les cellules épithéliales qui absorbent I’eau et les
électrolytes. En plus de ces cellules absorptives, on retrouve également des cellules dites
caliciformes qui s’intercalent entre celles-ci. Elles assurent la production d’une substance
visqueuse, le mucus. La sous-muqueuse quant a elle, est formée d’un tissu conjonctivo-
vasculaire dans lequel on trouve des fibroblastes, quelques macrophages et polynucléaires.
La couche musculeuse se divise en couche musculeuse longitudinale externe qui permet la
progression du chyme, et la couche circulaire interne qui permet d’augmenter la surface
d’échange. Celle-ci est entourée d’une couche conjonctive externe : la séreuse (Eckert et
al., 1999).

1.3. Rdéle physiologique

Le gros intestin joue un role fondamental dans le contréle du volume et la composition
ionique finale des selles .1l permet la résorption d’eau et des électrolytes (Belon et Lacour,
2015).

Il est caractérisé par la présence d’une flore bactérienne qui vit en accord avec 1’hote, c’est
ce qu’on appelle aussi le microbiote (Artis, 2008). Ce dernier présente plusieurs avantages
dont I’amélioration de I’efficacité digestive (Duerkop et al., 2009), la fermentation ainsi
que la production de variéetés différentes de vitamines telles que la vitamine K, la vitamine
B12, et I’acide folique (Lotz et al., 2007). Les microbes tirent également profit de cette
relation symbiotique grace aux éléments nutritifs et I’environnement protecteur que 1’hote
lui confére (Duerkop et al., 2009). Il faut donc que 1’organisme trouve un compromis
entre une relation symbiotique avec la flore commensale et une protection vis-a-vis des
agents pathogenes afin de maintenir 1’hémostasie intestinale (Wells et al., 2010). Pour cela

plusieurs mécanismes sont impliqués :
= | imitation du contact direct avec la flore commensale

La barriére epithéliale constitue un isoloir entre la lumiére intestinale potentiellement

pathogéne et le milieu interne représenté par la lamina propria (Gibson, 1993).
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Les cellules épithéliales reconnaissent les autres cellules voisines, s’adhérent entre elles et
forment des jonctions intercellulaires comprenant les desmosomes, les jonctions adhérentes
et les jonctions serrées (Farquhar et Palade, 1963). Ces dernieres sont associées au
cytosquelette, ce qui renforce 1’adhésion intercellulaire et contribue a 1I’imperméabilité de
I’épithélium (Zahraoui et al., 2000 ; Matter et Balda, 2003). La couche du mucus qui
tapisse les cellules épithéliales participe également dans le phénomene de limitation de
contact du fait que ce dernier limite I’exposition des bactéries luminales aux récepteurs des

cellules épithéliales (figure 2) (Rakoff-Nahoum et al., 2004).

Entérocyte

Cellule caliciforme sécrétant la mucine

Bactérie luminale

Couche de mucus

. Peptides antimicrobiens

Cellule souche

Figure 2 : Organisation de 1I’épithélium intestinal (Lotz et al., 2007).

Les cellules épithéliales elles-mémes forment une autre barriére physique contre 1’invasion
bactérienne en secrétant des peptides antimicrobiens qui ciblent la paroi cellulaire
bactérienne. Les cellules plasmatiques (différenciées des cellules B) sécrétent
I’Immunoglobuline A (IgA) transloqués a partir de la surface apicale des cellules
épithéliales (Suzuki et Fagarasan, 2008), aident a la capture des bactéries par le
phénomene d’opsonisation. Ce mécanisme limite les possibilités pour la flore commensale
d’activer les cellules inflammatoires au niveau de la lamina propria. Il existe également
des lymphocytes intra-épithéliaux qui s’intercalent entre les cellules épithéliales
intestinales et qui répondent a une Iésion épithéliale en sécrétant les facteurs de croissance
qui favorisent la réparation épithéliale (Chen et al., 2002) et produisent des facteurs pro-
inflammatoires et antimicrobiens qui protégent contre la pénétration bactérienne dans les
épithéliums endommagés (Ismail et al., 2009). Tous ces mécanismes ont pour but de

préserver I’homéostasie intestinale (figure 3).
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Figure 3: Intervention de quelques cellules dans la protection de la muqueuse
intestinale contre 1’invasion des bactéries (Duerkop et al., 2009).

= Expression et compartimentation des récepteurs impliqués dans la réponse

inflammatoire

La suppression ou encore la diminution de I’expression de quelques récepteurs tels que les
TLR (Toll-like receptors) au niveau de 1’épithélium intestinal diminue les réponses
immunitaires. Leur taux est beaucoup plus marqué pour ceux retrouvés au niveau des
cellules souches intestinales par rapport a ceux présents au niveau des cellules matures
(Wells et al., 2010). Ils sont donc positionnés de maniére a ne déclencher une réponse que
dans le cas d’une violation de la barriere épithéliale par les bactéries (Duerkop et al.,
2009). Il a été également démontré que les TLR induisent, suite a leur activation par les
structures bactériennes, des réponses différentes selon le compartiment épithélial ou ils se
trouvent (Lee et al., 2006). En plus, il existe un autre mécanisme qui met en place un haut
niveau d’expression de régulateurs comme le PPARy (Peroxisome Proliferator Activated
receptor y) ce qui permet de contréler ’ampleur et la durée de la signalisation induite par

les TLR (Cario, 2005 ; Shibolet et Podolsky, 2007).
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= Développement des mécanismes de régulation de la réponse inflammatoire par

les bactéries commensales

Les bactéries commensales ont développé des mécanismes qui leur permettent d’éviter le
déclenchement d’une réponse immunitaire et donc la protection contre une inflammation
digestive inadaptée. Ceci est possible grace a la capacité des bactéries et de leurs produits
de fermentation & inhiber ou a activer des voies de transduction de signal intracellulaires
(Cario, 2005 ; Wells et al., 2010).

Au niveau de I’intestin, la tolérance est indispensable pour garantir une réactivité réduite
vis-a-vis les bactéries commensales inoffensives. En effet, la mise en place de réponses
inflammatoires en 1’absence de bactéries pathogenes, serait dangereuse pour 1’organisme.
C’est notamment le cas des personnes atteintes d’inflammations chroniques intestinales

telles que la rectocolite ulcéro-hémorragique (Cario, 2005).

1.4. La rectocolite ulcéro-hémorragique : Définition et anatomopathologie

La rectocolite ulcéro-hémorragique est une affection inflammatoire qui évolue par
poussées survenant apres des périodes de rémission plus ou moins longues (Louis et al.,
2012). Elle se caractérise cliniqguement par des ulcérations chroniques récurrentes et
superficielles de la muqueuse qui affecte de maniére continue et homogene les parties
inférieures du tube digestif (Allison et al., 2008), contrairement a la maladie de Crohn qui
touche la totalité du tube digestif de facon segmentaire et asymétrique avec des lésions

beaucoup plus profondes (figure 4) (Mary et Modigliani, 1989).

MAaladie de Crohn Rectocolite ulcéro-hémorragique

Figure 4 : Localisation des atteintes intestinales de la MC et la RCUH (Rasenack, 2010).
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Selon I’extension anatomique des Iésions au niveau de la muqueuse recto-colique, on

distingue schématiquement quatre formes représentées dans le tableau I ci-dessous :

Tableau | : Les différentes formes de la RCUH (Baumgart et Sandborn, 2007).

Formes Régions atteintes

Rectite Rectum

Recto-sigmoidites Rectum et le sigmoide

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

1.5. Etiologie et pathogénie

L’¢étio-pathogenese de la RCUH demeure largement controversée mais les manifestations
cliniques et les données épidémiologiques étant allogénes, cela plaide en faveur d’une
étiologie multifactorielle mettant en jeu aussi bien des facteurs environnementaux,

génétiques ou encore immunologiques (Fiocchi, 1998).
1.5.1. Les facteurs environnementaux

De nombreux facteurs environnementaux pourraient contribuer a la survenue d’une RCUH

ou encore influencer son profil évolutif. On retrouve :
= Tabagisme et appendicectomie

L’appendicectomie et le tabagisme sont connus pour leurs effets protecteurs contre la
rectocolite ulcéro-hémorragique. Le mécanisme par lequel 1’appendicectomie exerce son
effet protecteur reste inconnu mais il semble que I’ablation de I’appendice pourrait
modifier la réponse du systeme immunitaire muqueux intestinal (Koutroubakis et al.,
2002). L’effet préventif du tabac quant a lui, est assuré grace a 1’action immunosuppressive
de la nicotine rentrant dans sa composition. Elle agit principalement par la réduction de
quelques cytokines pro-inflammatoires tels les interleukines (IL-2, 1L-8, IL-12) et le

facteur de nécrose tumorale (TNFa) (Cosnes, 2004).
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= Les habitudes alimentaires

Les habitudes alimentaires peuvent également favoriser 1’apparition de la RCUH tels que
la consommation de sucres raffinés et les produits industrialisés ; ce qui explique, en partie,
la plus grande prévalence de la maladie dans les pays riches et dans les milieux urbains
(Ekbom et Montgomery, 2004).

= Les facteurs psychologiques

Les facteurs psychologiques tels que le stress ne semblent pas avoir de réle précis, mais
leur exces favorise le déclenchement et la sévérité des poussées (Vidal et al., 2006).

1.5.2. Les facteurs génétiques

Les chercheurs ont identifié plusieurs génes pouvant contribuer, en présence de facteurs
exogenes, a la prédisposition de la RCUH. Cependant la susceptibilité génétique ne peut a
elle seule tout expliquer car le taux de concordance chez les jumeaux monozygotes n’est
pas de 100% mais uniquement de 6% pour la RCUH (Cortot et al., 2008). La plupart des
variantes génétiques de susceptibilité a la RCUH touche des génes impliqués dans la
réponse immunitaire innée et acquise contre des agents bactériens tels qu’il est mentionné
dans le tableau Il ci-dessous (Louis et al., 2012), en plus de la réduction de I’expression de
MUC2 (n’est pas cité dans le tableau IT) qui se traduit ainsi par la diminution du nombre de

cellules caliciformes et une baisse de mucus (Van der Sluis et al., 2006).

Tableau Il : Liste limitée de génes associés a la rectocolite ulcéro-hémorragique (Louis et al.,
2012).
Chromosome Geéne Fonction
1p31 IL-23 receptor Réponse immunitaire
5033 IL-12b (p40) Réponse immunitaire
9p24 JAK?2 Messager intra-cellulaire
17921 STAT3 Facteur de transcription
12q12 MUC19 Intégrité epithéliale
1932 IL-10 Régulation immune
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1.5.3. Les facteurs immunologiques

L’inflammation intestinale est le résultat d’une altération entre la flore intestinale et les
cellules de la lamina propria, dans un contexte de polymorphisme génétique affectant la
fonction de la barriére épithéliale, ainsi que la réponse immunitaire innée et adaptative
(Vaishnava et al., 2008).

La réponse inflammatoire excessive au cours de la RCUH peut étre expliqué par :
= Ladysbiose intestinale

La dysbiose intestinale est définie comme étant un déséquilibre entre les bactéries
protectrices et délétéres qui composent le microbiote intestinal. Ce déséquilibre influence
I’évolution vers la rectocolite ulcéro-hémorragique (Frank et al., 2011 ; Klotz et al.,
2015).

» Modification de la barriére épithéliale

L’altération de la barriére épithéliale intestinale par diminution de la sécrétion du mucus et
la dégradation des jonctions intra épithéliales est associée a une augmentation de la
perméabilité cellulaire ; ce qui permet I’entrée du contenu luminal au niveau des cellules
immunitaires de la lamina propria et participe ainsi a 1’aggravation de I’inflammation
(Welcker et al., 2004).

C’est le cas retrouvé dans la forme pathologique de la RCUH ou une baisse de la quantité
du mucus et ainsi de la perméabilité de 1’épithélium est augmentée (Khor et al., 2011 ;
Maloy et Powrie, 2011).

= Dérégulation de la réponse immunitaire

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

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

Le contact direct entre les molécules appartenant aux structures pathogénes PAMP
(Pathogen Associated Molucular Patterns) et les TLRs a la surface des cellules
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présentatrices d’antigénes (cellules dendritiques et les macrophages) existant au niveau de
la lamina propria, va engendrer des réponses immunitaires (figure 5). L’expression
prolongée de ces réponses peut contribuer a la RCUH (Maloy et Powrie, 2011), cela par la
production excessive de cytokines et des interleukines IL-13, IL 17, IL 6 et IL 8 ce qui aura
pour conséquence le recrutement massive des neutrophiles ; le TNF o qui est une
importante cytokine pro-inflammatoire est impliquée également dans la genése de la
maladie (Ordas et al., 2012). La réponse immunitaire non contr6lée au cours de la colite
ulcéreuse est aussi la résultante d’un déséquilibre de la balance entre les lymphocytes T

effecteurs et régulateurs (Targan et al., 2005).

Invtracallular Eetrascediudar £ Distary 1actors, Extracaiiular
r bacheria, Tumgi commeansals ~
I — — E—-
d b J f b1 -'- i1 i b ]
7 ! ! 1l i i i
{ & H 1 H f i b

Innate
Adaptive

Figure 5 : Les différentes cellules qui interviennent dans la synthése des
cytokines inflammatoires lors de la réponse immunitaire innée et adaptative
(Maloy et Powrie, 2011).

1.5.4. Le stress oxydant

Des signes indiquent qu’il existe un lien entre la rectocolite ulcéro-hémorragique et le
stress oxydatif (Prabhu et Guruvayoorappan, 2014). La génération des especes réactives de
I’oxygeéne résulte de 1’activation des cellules du systéme immunitaire y compris les
neutrophiles ce qui peut avoir un impact important sur la promotion d’événements
inflammatoires qui contribuent a des défenses immunitaires, mais aussi a des dommages de
tissus (Lih-Brody et al., 1996).

Lors d’une inflammation, plusieurs mécanismes enclenchent 1’activation et le recrutement
des neutrophiles tels que la cascade du complément, IL8, TNFa et I’'IL1 (Sampson, 2000).

L’envahissement des neutrophiles vers le c6lon enflammé est I’une des caractéristiques de
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la colite ulcéreuse (Kannan et Guruvayoorappan, 2013) ou leur infiltration est
accompagnée par la libération d’une enzyme : la myeloeroxydase (MPO), appartenant a la
superfamille des peroxydases (Malle et al., 2007 ; Schindhelm et al., 2009). Le gene
codant pour la MPO est situé sur le bras long du chromosome 17 (Weil et al., 1988). La
MPO est 1’élément le plus abondant des granules azurophiles de leucocytes (Rausch et al.,
1978), elle est sécrétee par les neutrophiles et les monocytes lors d’une réaction innée Vis-
a-vis de I’hote (Schultz et Kaminker, 1962 ; Sugiyama et al., 2001). L’action de cette
enzyme repose essentiellement sur la capacité d’utiliser le chlorure en tant que substrat
avec le peroxyde d’hydrogéne (H202) pour générer 1’acide hypochloreux (réaction 1),
espéce réactive d’oxygeéne extrémement pro-oxydante qui conduit a des lésions
(Garrity-Park et al., 2012) et endommage les cellules épithéliales de 1’intestin avec la
destruction de I’intégrit¢é de la muqueuse et aboutit ainsi & une colite ulcéreuse grave

(Kannan et Guruvayoorappan, 2013).

H,O, + Cl-+ HF MPO

H,O + HOCI1 | (Réaction 01)

1.6. Symptomes et complications

La RCUH est caractérisée par I’apparition de plusieurs symptdmes tels qu’une rectorragie
accompagnée d’émission de glaires, de diarrhées, de douleurs abdominales et de ficvre
(Klotz et al., 2015). Certains patients développent également des manifestations

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

Les complications les plus redoutables de la RCUH sont : la survenue d’une colectasie

(Jalan et al., 1969), et le développement d’un cancer colorectal (Jess et al., 2012).
1.7. Approches thérapeutiques de la colite ulcéreuse

Les stratégies thérapeutiques de la RCUH regroupent des produits pharmacologiques et des
interventions chirurgicales. Elles sont adaptées aux malades selon I’étendue des 1ésions et

la sévérité des poussees.
1.7.1. Approche médicamenteuse

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

suspensifs et non curatifs (Colombel et al., 2010). La premiere approche implique les anti-
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inflammatoires représentés par les salicylés traitant les formes Iégéres de la colite ulcéreuse

(Marteau et al., 2004). Le plus souvent prescrit est la salazopyrine® (sulfasalazine).

Cependant, de multiples effets indésirables lui sont associés tels que : des insuffisances
rénales, des vomissements, des diarrhées, des troubles hématologiques et méme des effets

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

Dans les formes les plus sévéres, I’inflammation peut étre contrélée par des corticoides
(Elliott et al., 1980). En cas d’une cortico-résistance ou une cortico-dépendance, un
traitement a activité immuno-modulatrice (1’azathioprine) pourrait étre envisagé (Khan et
al., 2011). D’autres traitements biologiques tels que les anticorps dirigés contre le TNFa
représentent la nouvelle vague thérapeutique la plus efficace et la plus couteuse (Allez,
2008).

1.7.2. Approche chirurgicale

Le traitement chirurgical est proposé en derniere intention chez les patients en cas de
complication ou de résistance au traitement médical, d’une colite aigue grave, ou encore
lors d’un risque accru d’un cancer colorectal (Hanauer et Present, 2002). Son principe
repose sur I’ablation d’une partie du colon et/ou du rectum malade ou susceptible de le

devenir (Parkes et al., 2007).

Les limites d’utilisation et les effets secondaires rencontrés lors de ces approches
constituent un probléeme majeur de santé publique (Liu et al., 2012 ; Mishra et al., 2012),
ce qui a orienté les chercheurs vers un autre angle que les préparations a base de substances
chimiques, et les a ameneés a faire plutdt recours aux substances naturelles: la

« phytothérapie ».
1.7.3. La phytothérapie

Dans le monde végétal, deux grandes cateégories de molécules sont synthetisées
naturellement par les plantes : des métabolites primaires, et des métabolites secondaires
tels que les polyphénols qui sont des composés phytochimiques, trouvés en abondance
dans les sources alimentaires végetales qui ont des propriétés antioxydants (plantes
médicinales, 1égumes, fruits, huile d’olive, thé... etc.) (Scalbert et al., 2005 ; Spencer et

al., 2008). Leur réle dans la plante consiste a la défense contre le rayonnement ultraviolet
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et ’agression par les agents pathogénes (Beckman, 2000). Ces composés comportent au
moins un cycle aromatique a 6 carbones (figure 6), portant un ou plusieurs groupe(s)
hydroxyle(s) (OH) libre(s) ou engagé(s) dans une autre fonction: éther ou ester
(Balasundram et al., 2006).

Groupe hvdroxyle OH

Novau aromatique —— >

Figure 6 : Structure de base des polyphénols (Sarni-Manchado et
Cheynier, 2006).

Selon la structure, le nombre de noyaux aromatiques et les éléments structuraux qui lient
les noyaux, les polyphénols sont subdivisés en composés phénoliques simples et
complexes (figure 7) (Clifford, 1999 ; D Archivio et al., 2007).

........................................................... Sirr;ples Con:.lplexes
Acides alcools X
. - . Tanins
phénoliques phénoliques
Acide hydroxy Acide hydroxy Tyrosol  Hydroxy Tanins Tanins_
benzoiques  cinnamides tyrosol Hydrolysables condensés
Tannins Tannins
Flavonoides

gallique ellagiques

FlavonolsFlavan-3-ols Isoflavones Flavanones Flavonols Anthocyanidines

Figure 7 : Classification des polyphénols (originale).

Dans le domaine thérapeutique, I’effet des polyphénols dans la protection contre le
développement de diverses pathologies a été validé telles que les maladies
cardiovasculaires, les maladies neurodégénératives, le diabéte et divers cancers (Scalbert
et al., 2005). C’est notamment le cas de I’acide gallique appartenant a la gamme des
tannins hydrolysables, exerce des effets antiallergiques et anti-inflammatoires (Kim et al.,

2006). Celui-ci est liberé apres clivage de 1’acide tannique au niveau du colon, en glucose
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et en acide gallique grace a I’action de la tannase (figure 8): enzyme produite par

différents types de moisissures et bactéries, appartenant aux genres : Aspergillus,

Penicillium, Streptococcus et Enterobacter (Osawa et Walsh, 1993 ; Murugan et al.,

2007 ; Costa et al., 2008).

vl & <Q@

CHfOH
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g g @) E— + ?\T b
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Figure 8 : Hydrolyse et liberation de I’acide gallique et du glucose a partir de 1’acide tannique

par la tannase (originale) .
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11.1. Matériel animal

Dans le but d’évaluer I’effet anti-rectocolite de 1’acide tannique et de la salazopyrine® in
vivo, des souris males (6£2 semaines) de type albinos ont été choisies, dont le poids
corporel varie entre 25 et 35g.

Les souris proviennent de I’institut Pasteur d’Alger, elles ont été mises dans des cages de
polystyréne avec un accés libre a la nourriture (aliment & bouchon) et a 1’eau (figure 9).
Elles ont été acclimatées aux conditions de 1’animalerie de 1’université de Bejaia : une
température ambiante et un cycle nycthéméral qui correspond a 12h de lumiére par 12h

d’obscurité.

Figure 9 : Elevage des souris au sein de I’animalerie (photographies originales).

11.2. Méthode d’induction de la rectocolite ulcero-hémorragique

L’évaluation de I’activité anti-ulcéreuse de 1’acide tannique nécessite le développement,
chez un modele animal, d’une forme de pathologie telle qu’elle est retrouvée chez

I’humain.

L’ulcération intestinale a été provoquée selon la méthode décrite par Prabhu et
Guruvayoorappan (2014) avec quelques modifications. Elle consiste en I’introduction
intra-rectale d’un agent ulcérogeéne : I’acide acétique CH3COOH a 3%. Un volume de 0,5
ml de celui-ci a été infusé lentement a I’aide d’un cathéter en plastique flexible d’une
longueur de 4 cm dans le colon des souris a travers 1’anus. Elles ont été ensuite maintenues
en position basse pendant 30 secondes pour limiter I’expulsion de la solution. Les souris

ont été pesées, marquées et réparties en quatre lots (n=8).
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Le tableau Il ci-dessous illustre la répartition des souris en différents lots selon la solution

administreée.
Tableau I11 : La nature et la durée des traitements recus par les différents lots.

N° de lot | 1 i v

Solution administrée Eau Eau Sulfasalazine/ Acide
physiologique/  physiologique/ CMC tannique/
CMC CMC CMC
Induction d’ulcére
(une heure apres) - + + +

+ : Ulceére induit /- ; Ulcére non induit

Le lot | recevant de I’eau physiologique mais prétraité avec une solution de CMC (0,8%)
est considéré le lot témoin qui servira d’'un modéle montrant le c6lon dans son état
physiologique. Les trois lots (Il, 11, 1V) prétraités respectivement avec du CMC (0,8%), le
médicament la salazopyrine® (sulfasalazine 100mg/Kg) considéré comme molécule de
référence et I’acide tannique (10mg/Kg).

L’administration des différentes solutions (CMC 0,8 %, la sulfasalazine et 1’acide
tannique) a été effectuée par un gavage intra-gastrique grace a une sonde gastro-
cesophagienne. Cette procédure a été répétée quotidiennement pendant 4 jours, puis tous
les lots ont été mis a jeun pendant 12h. Une fois les douze heures achevées, ils ont été
intubés par la solution qui leur est destinée pour finalement procéder, 1 heure aprés a

I’induction de 'ulcére.

Huit heures apres, le sacrifice des animaux a été effectuée d’abord par leur anesthésie avec
du chloroforme puis par dislocation cervicale. Le cdlon et le rectum ont été isolés ensuite

grace a une incision ventrale (figure 10).
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Figure 10 : Préparation du matériel animal pour I’expérimentation. A: Gavage; B:
Induction d’ulcére ; C : Dislocation cervicale ; D : Incision ventrale (photographies originales).

11.3. Analyse macroscopique

Les cblons ont été retirés, coupés longitudinalement et lavés avec une solution saline pour
éliminer les résidus de matiere fécale. La longueur des cdlons a été mesurée a partir de la

jonction iléo-caecale jusqu’au bord anal (figure 11).

Figure 11 : Détermination de la longueur du c6lon et du score
macroscopique des lésions (photographies originales).
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Un score d’inflammation macroscopique leur a été attribué suivant le tableau IV ci-dessous
apres observation sous une loupe (Gx8) (Prabhu et Guruvayooppan, 2014) :

Tableau IV : Modele d’évaluation du score macroscopique (Prabhu et Guruvayooppan, 2014).

le score macroscopique Observations
0 Pas d’ulcération
1-2 Rougeur avec ou sans écoulement d’eau
3 Ulcération avec inflammation a un site
4 Ulcération avec inflammation a deux sites
5 1 cm d’ulcére
6 2 cm d’ulcére
7 3 cm d’ulcere
8 4 cm d’ulcére
9 5 cm d’ulcére

10 6 cm d’ulcere (gonflement et saignement)

Apres avoir noté ces parametres, les échantillons destinés a 1’évaluation de D’activité
enzymatique de la myéloperoxydase ont été conservés a - 80°C, alors que ceux prévus pour
I’étude histologique ont été directement, aprés ’incision ventrale et le lavage avec la

solution saline, conservés dans du formol & 10%.

11.4. Evaluation de P’activité de la myéloperoxydase in vitro

L’activité de la myeéloperoxydase (MPO) est un bon révélateur du degré d’inflammation
causée par 1’ulcération intestinale. Pour ceci, les cdlons conservés a -80% ont été retirés,
homogénéisés dans une solution de HTAB (0,005% dans le PBS 20 mM a un Ph= 6) afin
de provoquer la lyse des membranes cellulaires et libérer la myeloperoxydase. Les
homogénats de cblon ont été ensuite centrifugés a 12,500 rpm pendant 5 minutes a 4°C

pour récupérer le surnageant qui renferme 1’enzyme et se debarrasser des débris tissulaires.

L’activit¢é de la MPO dans les surnageants récupérés a été ensuite testée suivant le

protocole de Rodriguez-Palacios et Cominelli (2015) avec quelques modifications :

Pour cela, une solution a été préparée en meélangeant 100 pl de surnageant de chaque

échantillon avec une solution de 0,635 mM d’O-dianisidine. En finalité, une solution de
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peroxyde d’hydrogéne a 1% leur a été additionnée. Le peroxyde d’hydrogeéne sert de
substrat a la myéloperoxydase et conduit a I’oxydation de 1’O-dianisidine en un produit
coloré (réaction 2) qui va permettre de visualiser 1’activité enzymatique de la MPO de
sorte que I’intensité de la coloration est proportionnelle a I’activité enzymatique de la MPO
présente dans 1’échantillon (Keston, 1956).

H202+ O- Dianisidine ———— O- Dianisidine oxydé | (Reaction 02)

A température ambiante, 20ul des solutions préparées ont été déposées sur une
microplaque. En utilisant un spectrophotométre & microplaques, la cinétique de I’enzyme a

été suivie a une longueur d’onde de 450 nm chaque 30 secondes pendant 5 minutes.

11.5. Analyse microscopique

- Etude histologique

L’histologie a pour but I’obtention des coupes fines colorées d’un tissu biologique
observable au microscope optique (Venton et Velot, 2010). Dans notre cas, le tissu
biologique concerne le gros intestin des souris préalablement conservé au formol a 10%.
Pour une bonne observation au microscope, celui-ci va d’abord subir différents traitements
cités ci-dessous adopté selon la méthode décrite par Hould (1984) ajustée par le

Laboratoire d’Histopathologie de la faculté de médecine.

» La fixation
La fixation est la premiére étape indispensable a la bonne conservation des constituants
cellulaires et tissulaires. Elle permet d’avantage d’éviter I’autolyse et de garder la structure
dans un état aussi proche que possible de celui de 1’organisme vivant (Venton et Velot,
2010). La fixation a été effectuée juste apres la dissection ou les c6lons des différents lots

ont été fixés au formol a 10% puis mis dans des histo-cassettes.
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= Deéshydratation, éclaircissement et inclusion

Ces étapes sont assurées par un automate de déshydratation de type Leica ou les histo-
cassettes contenant les échantillons sont trempées dans des bains d’éthanol de
concentration croissante puis dans des bains de xyléne afin d’assurer un bon

¢éclaircissement, pour en finir et assurer 1’inclusion, des bains de paraffine sont nécessaires.

Le tableau V ci-dessous présente le programme de circulation selon la méthode de Hould

(1984) ajustée par le laboratoire d’Histopathologie de la faculté de médecine :

Tableau V : Le programme de circulation ajustée par le Laboratoire d’Histopathologie de la faculté
de médecine.

Opération Bain Durée du séjour (min)
N°1 : Ethanol 70% 45
N°2 : Ethanol 75% 45
N°3 : Ethanol 80% 45
Déshydratation N°4 : Ethanol 85% 45
N°5 : Ethanol 90% 45
N°6 : Ethanol 95% 45
N°7 : Ethanol 96% 45
N°8 : Ethanol 100% 45
Eclaircissement N°1: Xyléne 30
N°2 : Xylene 30
Inclusion N°1 : Paraffine 90
N°2 : Paraffine 90
= Enrobage

L’étape d’enrobage suit celle de la circulation. Elle consiste & enrober les prélevements
déshydratés par la paraffine pure en utilisant des moules en inox. On a eu pour finalité un
bloc rempli de paraffine qui, une fois durci, sera démoulé et taillé afin d’avoir des bords

paralleles.
= Les coupes (microtomie)

Le bloc taillé a été placé dans un microtome de type Leica. Celui-ci a permis de réaliser
des tranches d’une épaisseur de 3pum. Les coupes sont ensuite recueillies sur des lames en

verre.
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= Deparaffinage et hydratation

Les coupes doivent étre déparaffinées dans 1’étuve pendant une heure puis pendant 30
minutes dans un bac a xyléne pur afin d’éliminer toute trace de paraffine puis réhydratées

dans un bain d’alcool a concentration 70% avant coloration.
= Coloration a ’'Hématoxyline/Eosine (HE)

Les lames ont été mises dans un bac d’eau courante, puis dans I’hématoxyline pendant 10
minutes suivies d’un ringage a 1’eau courante. Elles ont été ensuite immergées dans

I’¢osine 1% pendant 5 minutes et rincées a 1I’eau courante.

Cette étape permet d’accentuer les contrastes pour mieux reconnaitre et visualiser les

différents éléments de la préparation.
* Montage a I’Eukitt

Les coupes colorées ont été montées entre lame et lamelle a 1’Eukitt. Une goutte de celui-ci
a été déposee sur la lamelle puis placée soigneusement sur la lame afin d’éviter la
formation des bulles d’air. Finalement les lames ont été laissées a température ambiante

pour sécher (Figure 12).

Figure 12 : Représentation des principales étapes de I’étude histologique (photographies
originales). A : Fixation; B : Circuit de déshydratation ; C: Inclusion ; D : Microtomie ; E:
Coloration, F : Montage.
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11.6. Analyse statistique

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

<0,01, et tres hautement significatives a ***p<0,001.
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L'étiologie de la rectocolite ulcéro-hémorragique reste obscure, mais il semble qu’elle
résulte d’un déréglement du systtme immunitaire (Fiocchi, 1998).De nombreux agents
thérapeutiques sont prescris dont le succes repose sur leur capacité a inhiber et a moduler
I’expression des génes codant pour les cytokines impliquées dans la réponse
inflammatoire. En revanche, ces médicaments ne sont pas dépourvus d'effets secondaires,
surtout lorsqu'ils sont pris pendant des périodes de temps prolongées. Par conséquent, une
option thérapeutique alternative d’origine végétale pourrait éviter les effets indésirables
associes aux traitements synthétiques (Singh et al., 2012 ; Weizman et al., 2012).

C’est dans cette perspective que nous avons tenté d’évaluer 1’effet préventif de 1’acide
tannique, sur la recto-colite induite par 1’acide acétique. Cet effet a été comparé a la
salazopyrine®, un médicament connu pour le traitement de cette maladie. La gravité de
IPulcération a ¢été évaluée d’une part par des observations macroscopiques et
microscopiques (analyse histologique) du cblon, et d’autre part par une é¢tude biochimique

(activité enzymatique de la myéloperoxydase).

I11.1.Observations macroscopiques

111.1.1. Effet de D’acide tannique sur la morphologie du coélon et le score

macroscopique

L'administration de I'acide acétique aux souris pour induire la RCUH est un modele bien
établi et hautement reproductible, qui ressemble phénotypiquement a I’inflammation du
colon humain (Hartmann et al., 2012). Il agit comme destructeur de la superficie de la
muqueuse du cblon sans pour autant atteindre les couches les plus profondes. Il engendre
aussi une augmentation des taux des médiateurs inflammatoires et aggrave ainsi

I’inflammation (Thippeswamy et al., 2011; Rise et al., 2012).

Les observations macroscopiques des colons prélevés des souris du groupe controle (Lot
I1) ont révélé des saignements rectaux dus a une hémorragie de la partie inférieure du tube
digestif (rectorragie). Ceci est probablement di aux lésions provoquées par 1’acide acétique
comme le montre la figure 13B. Ces lésions ont déclenché une réaction inflammatoire

débutée par un signal d’alarme, notamment la dilatation des vaisseaux sanguins au niveau
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de la zone lésée, de facon a permettre un apport massif de globules blancs nécessaires a la
défense immunitaire (Stevens et al., 2004).

Une diarrhée a été également observée chez ce groupe, résultant probablement de 1’érosion
et de I’altération de la muqueuse et I’apoptose des cellules épithéliales du cdlon dont le
role principal est la réabsorption d’eau. Cette fonction physiologique n’est plus assurée,
I’eau et les électrolytes ne sont plus absorbés; ce qui se traduit par 1’évacuation
permanente des selles et la modification de leur consistance (diarrhée) (Schulzke et al.,
2006).

Ces caractéristiques et ces symptdmes (diarrhée et rectorragie) retrouvés chez le groupe
contrble s’apparentent fortement a ceux observés chez des patients atteints de la rectocolite
ulcéro-hémorragique. Par contre, chez le groupe témoin (lot I), qui n’a pas été traité par
I’acide acétique, aucune de ces caractéristiques n’a été retrouvée. L’aspect colique de ce
dernier était sain, la muqueuse ne présentait aucune lésion visible (figure 13A) ; ce qui
prouve que les ulcérations retrouvées chez le groupe contrdle ont été bien induites. Aussi,
le prétraitement des souris avec 1’acide tannique (10 mg/Kg) (lot 1Il) a réduit
considérablement la diarrhée et le sang retrouvés chez le groupe contrdle. Ces observations
sont combinées aux observations macroscopiques (figure 13D) qui montrent une baisse

significative des surfaces lésées.

Comparé a ’acide tannique, le traitement par la sulfasalazine (100 mg /Kg) n’a pas pu
réduire autant les symptdmes de diarrhées hémorragiques confirmées par I’aspect
partiellement hémorragique et érodé de la paroi muqueuse intestinale du coélon (figure
13C). Ceci est peut-étre di aux effets hémolytiques défavorables du médicament (Stein et
Hanauer, 2000).
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Figure 13 : Observations macroscopiques de la paroi interne du
colon. A) controle négatif (lot I) ; B) Groupe contrdle (lot 1) ; C) Contrdle
positif (sulfasalazine) (lot 1) ;(D) Groupe test (acide tannique) (lot 1V).

Aussi, ce dernier induit une apoptose sur les cellules épithéliales coliques (Reinacher-
Schick et al., 2000 ; Brown et al., 2010); ce qui maintient 1’incapacité du cdlon a
réabsorber 1’eau. Une persistance de la diarrhée chez ce groupe est donc notée comme pour

les patients atteints de la rectocolite ulcéro-hémorragique.

L’évaluation statistique du score macroscopique a démontré que le traitement par la
molécule de référence (la sulfasalazine 100mg/kg) a considérablement réduit (p<0,05)
I’étendue des lésions hémorragiques (6,33 + 0,98). L’atténuation de I’inflammation et la
réduction des lésions par la sulfasalazine sont dues sans doute a I’action anti-inflammatoire
qu’exerce son métabolite actif le 5-ASA (5-aminosalicylate) apres sa décomposition par la
flore bactérienne sur la muqueuse colique. L’efficacité thérapeutique du 5-ASA réside
principalement dans sa capacité a moduler 1’expression de plusieurs geénes impliqués dans
le processus inflammatoire. Plus particuliérement, le 5-ASA a le potentiel de bloguer le
facteur de transcription NFxB responsable de I’activation et le maintien de la cascade
inflammatoire lors de la rectocolite ulcéro-hémorragique (Wahl et al., 1998). L activation
du récepteur nucléaire (PPARy) impliqué dans le contréle de I’inflammation et de la
prolifération cellulaire est aussi un autre mécanisme stimulé par le 5-ASA. Le PPARy est
fortement exprimé au niveau des entérocytes et au niveau de nombreuses cellules de
I’inflammation et de I’immunité non spécifique comme les monocytes, les macrophages,

les cellules T et les cellules NK. Son activation par des agonistes inhibe la prolifération
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cellulaire et la production des cytokines pro-inflammatoires (Gibson et Jewell, 1985 ;
Dubuquoy et al., 2003). Le traitement par la sulfasalazine n’a pas pu donner une
différence tres significative et une réduction importante des lésions coliques vis-a-vis du
groupe contrdle. En effet, la sulfasalazine peut entrainer un stress oxydatif supplémentaire
par la diminution des enzymes antioxydantes endogenes : la superoxyde dismutase et la
gluthation peroxydase (Alonso et al., 2009; Linares et al., 2009). C’est d’ailleurs la cause
pour laquelle les malades traités avec ce médicament souffrent d’une néphropathie et d’une
hépatotoxicicité suite a la réduction de ces enzymes au niveau rénal et hépatique (Alonso
et al., 2009; Linares et al., 2009). Une reduction beaucoup plus marquée (p < 0,001) avec
un score de 5,5 + 0,92 a été observée chez le groupe prétraité par I’acide tannique (lot 1V)
par rapport au groupe contrdle (1) ou le score macroscopique a atteint son maximum (9,5
+0,34).

Conformément a ces résultats, 1’administration de ’acide tannique (10 mg/Kg) a pu
améliorer les paramétres pathologiques (score et ’aspect du cdlon) par rapport au modeéle
de la colite induite par 1’acide acétique (lot 1) (figure 14). Ceci est peut-étre di a 1’effet
anti-diarrhéique qu’exerce 1’acide tannique par imperméabilisation des couches
superficielles de la muqueuse et la limitation de la perte en fluide, ou encore gréace a son
effet antiseptique qui crée un environnement propice a la cicatrisation de la zone Iésée
(Okuda et al.,1983 ; Bruneton, 1999).

En outre, I’inflammation générée par les 1ésions produit 1’infiltration des neutrophiles qui
produisent des espéces réactives oxygénées aggravant ainsi les lésions en attaquant la
muqueuse de I’intestin (Lih-Brody et al., 1996). De ce fait, I’effet antioxydant de I’acide
tannique permet le piégeage et la neutralisation de ces radicaux libres (Frutos et al., 2004).
Il est intéressant de noter que les tanins ont des propriétés antioxydantes 15 a 30 fois plus
efficaces que les phénols simples (Frutos et al., 2004). L’acide tannique a hotamment la
capacité, grace a ses nombreux groupements hydroxyles sur les noyaux phénoliques, de
former des complexes insolubles avec les ions métalliques (complexe chélate) (Chung et
al., 1998). Ces derniers (Fe et Cu) sont responsables, par la réaction de Fenton, de la
production du radical hydroxyle OH-, trés déletere. Donc, le remplacement des ions de fer
ou de cuivre par une forme qui bloque leur activité redox est un mécanisme d’action
antioxydante (Mladénka et al., 2011).
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Figure 14 : Score macroscopique des différents lots. Lot | : Contrdle négatif ;
Lot Il : Groupe contrdle ; Lot 11l : Sulfasalazine (100mg/kg) ; Lot IV : Acide tannique
(10mg/kg). Les valeurs sont exprimées en moyenne (n=6) + SEM. *p<0,05, **p<0,01
et ***p<0,001 significativement différents du groupe contréle 1.

111.1.2. Effet de I’acide tanique et la sulfasalazine sur la longueur du colon

La longueur du cdlon est un autre parameétre affecté lors de la rectocolite ulcéro-
hémorragique. Le passage a la chronicité de la maladie entraine un raccourcissement du
cblon suite a I’apoptose des cellules épithéliales et 1’altération de leur fonction proliférative

(Topcu-Tarladacalisir et al., 2013).

D’aprés la figure 15, I’administration de I’acide acétique n’a pas conduit & un
raccourcissement significatif de la longueur du c6lon chez le groupe controle (lot II) par
rapport au contrble négatif (lot I). La longueur moyenne du célon était de (13,41 = 0,47
cm; 13,78 + 0,38 cm; 13,75 + 0,65 cm; 13,66 + 0,30 dans les lots I, II, II, VI
respectivement. Ces résultats sont en accord avec les études qui lient le raccourcissement
du cblon a la chronicité de la maladie (Topcu-Tarladacalisir et al., 2013). En fait, dans
notre ¢étude, la RCUH induite est aigiie (8h) et n’a pas eu le temps de provoquer une
apoptose considérable des cellules épithéliales et par conséquent un raccourcissement du

cblon.
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Figure 15 : Effet de I’administration de I’acide acétique sur la longueur
du célon. Lot I: Contréle négatif ; Lot Il: Groupe contréle; Lot III:

Sulfasalazine (100mg/kg) ; Lot IV : Acide tannique (10mg/kg). Les valeurs sont
exprimées en moyenne (h = 6) + SEM.

111.2. Observations microscopiques

Dans le but de confirmer les résultats obtenus lors des observations macroscopiques des
cblons, une étude histologique réalisée sur les échantillons prélevés a permis de mieux
évaluer I’activité anti-rectocolite de I’acide tannique, comparée a celle du médicament,
molécule de référence. Cette évaluation s’est basée sur le changement architectural de la

muqueuse, linfiltration des neutrophiles, la destruction des cryptes et la présence

d’ulcérations.

La figure 16A a montré gque, chez le contréle négatif (lot I), aucun dommage histologique
n'a été révelé. La paroi colique était intacte, bien réguliére, bien différenciée et les signes

d'inflammation ou de nécrose n'ont pas été observes.
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Figure 16 : Microphotographie de la section histologique du fragment du c6lon des
souris du contréle négatif, colorée avec Hématoxyline / Eosine. A) Gx40. B) Gx100, CG :
Cellules de Gobelet ; CE : Cellules épithéliales ; LP : Lamina Propria.

En revanche, une RCUH active et diffuse a été retrouvée chez le groupe ulcéré n’ayant
recu aucun prétraitement (lot I1). Des changements pathologiques représentés par une
désorientation morphologique étendue et une paroi colique largement abimée sont notés
(figure 17A). Aussi, des foyers hémorragiques dus a la vasodilatation et I’augmentation de
I’afflux sanguin local, des cedémes sous muqueux causent 1’augmentation de la pression
sanguine et la perméabilité des capillaires (Stevens et al., 2004). Ces observations sont en
accord avec 1’étude de Ghasemi-Pirbaluti et al (2017) ; On a aussi observé des cryptes
anormalement courtes et moins nombreuses, une érosion de 1’épithélium associé a un
épuisement sévere des glandes muciféeres. Une infiltration des cellules immunitaires
principalement les neutrophiles a été également retrouvé au niveau de la lamina propria
(figure 17B). Cette infiltration est la résultante de la libération des médiateurs de
I’inflammation (histamine, sérotonine...) qui activent 1’endothélium vasculaire ce qui
induit ’augmentation de la capacité adhésive des neutrophiles et facilite leur migration
vers le site Iésionnel (Stevens et al., 2004). Ceci est causé par I’effet pro-inflammatoire
qu’entraine 1’acide acétique au niveau de la muqueuse colique et a pour conséquence la
génération des espéces réactives de 1’oxygeéne qui a leur tour, activent le phénoméne de
peroxydation lipidique et aboutissent a la destruction de la muqueuse (Thippeswamy et
al., 2011 ; Rise et al., 2012).
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Figure 17 : Microphotographie de la section histologique du fragment du c6lon des
souris atteintes de la rectocolite ulcéro-hémorragique expérimentale induite par
I’acide acétique, colorée avec Hématoxyline / Eosine. A) Gx40, Rc : Raccourcissement des
cryptes ; Er : Erosion de I’épithélium ; Fléche : Perte des cellules de Goblet. B) Gx100, (€ : (Edéme
sous muqueux ; N : Infiltration des neutrophiles ; FH : Foyer hémorragique.

Par ailleurs, le traitement avec la sulfasalazine n’a pas montré une réduction significative
de la gravité des dommages mais seulement une récupération discréte de la surface de la
muqueuse colique et une infiltration modérée des cellules inflammatoires. Les cryptes sont
toujours de forme raccourcie et moins nombreuses (figure 18A). Aussi, la présence de
foyers hémorragiques et de vaisseaux sanguins congestifs presque similaires a ceux
observés chez le contrdle positif est notée (figure 18B). La raison probable du fait que le
traitement par la sulfasalazine n’a pas ¢été efficace et 1’effet pro-apoptotique de son
métabolite actif (5-ASA) (Reinacher-Schick et al., 2000; Brown et al., 2010). En effet,
son activité anti-inflammatoire bénéfique est contrecarrée par un effet délétere qui se
résume par I’induction de I’apoptose des cellules épithéliales intestinales et I’inhibition de
la régénération de la muqueuse colique (Reinacher-Schick et al., 2000; Brown et al.,
2010). Ceci fournit une preuve que la sulfasalazine ne traite pas d’une maniére efficace

I’origine de la maladie mais agit uniqguement par I’atténuation des symptomes.

Page | 30



Chapitre 111 Résultats et discussion

Figure 18 : Microphotographie de la section histologique du fragment du c6lon des
souris atteintes de la rectocolite ulcéro-hémorragique expérimentale induite par
Pacide acétique et traitées avec la sulfasalazine (100 mg/Kg), colorée avec
Hématoxyline / Eosine. A) Gx40 : N : Infiltration des neutrophiles. Rc : Raccourcissement des
cryptes. B) Gx100 : FH : Foyer hémorragique.

Par contre, la figure 19 a révélé que le groupe prétraité par 1’acide tannique (lot 1V) a
révélé une régénération prononcée du tissu colique avec moins de lésions par rapport au
contrble (lot 11) et au groupe traité par la sulfasalazine (lot 111). En effet, le traitement par
I’acide tannique a minimisé les dommages coliques. Le tissu a gardé un aspect régulier,
bien différencié, semblable a 1’aspect normal de la paroi colique retrouvé chez le contrdle
négatif (lot 1) non traité avec 1’acide acétique. De plus, les cellules caliciformes, le nombre

et la forme des cryptes ont été apparemment reconstitués (Figure 19A).

En outre, 1'amélioration de [I’histologie colique s'est accompagnée d'une infiltration

inflammatoire légere et discrete des neutrophiles (Figure 19B).

Ces résultats correspondent étroitement aux résultats obtenus dans 1’observation
morphologique et 1’évaluation des scores. Ceci est probablement dd au fait que les tannins
sont de puissants antioxydants capables de prévenir efficacement la peroxydation lipidique
(Maestre et al., 2013). L’activité chélatrice de I’acide tannique est tres importante du fait
qu’elle réduit la concentration des métaux de transitions catalyseurs de la peroxydation
lipidique. En effet, le fer peut accélérer également cette oxydation en décomposant les
hydroperoxydes en radicaux peroxyles et alcoxyles qui peuvent a leur tour entretenir la
réaction de peroxydation lipidique (Elmastas et al ., 2006).
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L’acide gallique, en tant que métabolite de 1’acide tannique est impliqué dans I’inhibition
de la réponse inflammatoire comme indiqué ci-dessus. L’étude de Kim et al. (2006) a
¢galement démontré que I’acide gallique inhibe la libération de I’histamine par les
mastocytes en augmentant de de I’AMPc grace a [I’inhibition de 1’AMPc
phosphodiesterase. Ceci va avoir un impact direct sur 1’activation de 1’endothélium et

I’expression de ses molécules d’adhésion ; ce qui diminuera 1’adhésion des neutrophiles et

leur dégranulation (Stevens et al., 2004).

Figure 19 : Microphotographie de la section histologique du fragment du c6lon des
souris atteintes de la rectocolite ulcéro-hémorragique expérimentale induite par
I’acide acétique et traitées avec IP’acide tannique (10mg/Kg), colorée avec
Hématoxyline / Eosine. A) Gx40: CE: Cellules épithéliales ; B) Gx100: CG : Cellules de
Gobelet ; N : Infiltration des neutrophiles.

I11. 3. Effet de I’induction de la RCUH sur P’activité enzymatique de la
myéloperoxydase

Il est bien connu que I’inflammation progressive causée par la RCUH active l'infiltration
des neutrophiles (Topcu-Tarladacalisir et al., 2013). Ces derniers sécretent
principalement la myéloperoxydase qui est considérée comme un indice d’inflammation.
Dans notre étude, la détermination de I’activité de la myéloperoxydase s’est basée sur
I’augmentation de son activité dans les conditions pathologiques de la RCUH. Dans la

présente étude, notre intérét s’est porté sur 1’inhibition de la myéloperoxydase par 1’acide
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tannique. Plusieurs produits naturels ont éte étudiés et se sont révélés comme de bons

inhibiteurs de la MPO ; notamment les dérivés de tryptamine (Soubhye et al., 2010).

Dans cette étude, la mesure de I’activité de cette enzyme a €té choisie comme étant un
indice fiable de [linfiltration de neutrophiles et donc un marqueur significatif de
I’inflammation.

L’effet bénéfique de 1’acide tannique démontré macroscopiquement et histologiquement
est confirmé apres 1’évaluation biochimique de I’activité de la myéloperoxydase. Apres
avoir mené le test pour déterminer 1’activité de cette enzyme dans les homogénats des
cblons prélevés, on a observé (figure 20) que le niveau de I’activité enzymatique de la
myéloperoxydase est faible dans les tissus coliques du lot I (16,004 + 6,35 U/min/g de
tissu) alors que I’instillation rectale de 1’acide acétique a nettement accru (p < 0,001) son
activité chez le lot Il (61, 33 £ 6,07 U/min/g de tissu) indiquant ainsi 1’infiltration massive
des neutrophiles au niveau du c6lon enflammé. Ces résultats sont en accord avec ceux
apportés par Prabhu et Guruvayoorappan (2014). Par contre, I’augmentation de
I’activit¢ de la myéloperoxydase chez les souris ulcérées a été fortement réduite
(p < 0,001) aprés I’administration de 1’acide tannique (20,90 + 4,22 U/min/g de tissu)
comparé au groupe Il. En revanche, la réduction de I’activité de la myéloperoxydase n’a
pas été statistiquement significative apres traitement par la molécule de référence
(47,62 £ 6,14 U/min/g de tissu) (figure 20). Cette récupération modérée confirme les
résultats des observations macroscopiques et 1’analyse histologique qui ont montré une
protection partielle du médicament contre les 1ésions causées par 1’acide acétique.

La réduction du taux de la myéloperoxydase par 1’acide tannique indique une réduction
hautement significative des neutrophiles dans la muqueuse du c6lon associé a un taux trés
faible de dommages oxydatifs, de cytotoxicité et d’inflammation coliqgue comme on I'a vu
précédemment dans I'étude histologique. Ceci est probablement attribué, grace a la
structure de 1’acide tannique riche en groupements hydroxyles, a la capacité de complexer
et d’inhiber la myéloperoxydase en jouant le r6le d’un substrat compétitif, et d’empécher la
production du HOCI ; ce qui aura pour conséquence la réduction de son activité (Chung et
al., 1998). L’inhibition des enzymes génératrices des radicaux libres dans les systémes
biologiques est un mécanisme important d’effet antioxydant pour les polyphénols.
Plusieurs travaux ont rapporté que les flavonoides sont les molécules les plus susceptibles

d’étre impliquées dans cet effet. Cette action est mise en évidence dans le cas de la
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xanthine oxydase, enzyme du foie impliquée dans la maladie de la goutte, considérée

comme une source biologique importante du radical superoxyde (Cos et al., 1998).

La baisse de I’activité¢ de la myéloperoxydase lors du traitement avec 1’acide tannique peut
également étre expliquée par le fait que celui-ci a réduit I’inflammation comme démontré
dans 1’étude macroscopique et 1’évaluation des scores, baissant ainsi le recrutement et la
dégranulation des neutrophiles au niveau du cdlon enflamme qui corréle directement avec

la diminution de la libération de la myéloperoxydase.
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Figure 20 : Effet de I’administration orale de la solution véhicule (CMC
0,8 %), de la sulfasalazine (100 mg/Kg) et de I’acide tannique (10mg/Kg)
sur Pactivité enzymatique de la myéloperoxydase durant la rectocolite
ulcéro-hémorragique expérimentale induite par I’acide acétique. Les
valeurs sont exprimées en moyenne £ SEM pour N = 6. (***p < 0,001) différence
hautement significative comparée avec le controle.

A notre connaissance, 1’effet antioxydant et anti-inflammatoire de 1’acide tannique n’a
pas été examiné précédemment dans les modeles de la rectocolite ulcéro-hémorragique.
Cependant, ’efficacité de certaines plantes médicinales telles que Pistacia lentiscus
connue pour ses vertus thérapeutiques contre I’inflammation intestinale a été validée
(Palevits et Yaniv, 2000). Cette plante est une source riche en tannins (Mehenni et al.,
2016) qui sont, en partie responsable de I’inhibition de la synthése des médiateurs
inflammatoires telle que I’inhibition des prostaglandines et des leucotriénes (Narendra
Sharath Chandra et al., 2007; Da Silva et al., 2008). L’acide tannique qui appartient a

la classe des tannins hydrolysables, peut également participer dans 1’activité anti-
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inflammatoire qu’exerce Pistacia lentiscus suite a la libération de 1’acide gallique, apres
ingestion, par la tannase (figure 8). Ce dernier, comme I’a montré Kim et ses
collaborateurs (2006), est responsable de I’inhibition de ’activation de p38 MAPK, et
du facteur de transcription NFkB, essentiels pour I’expression des molécules et des
cytokines pro-inflammatoires tels que I’histamine, TNF-a et IL-6. Aussi, une étude a
démontré la capacité de tannins condensés de canneberge a maintenir 1’homéostasie
intestinale (Pierre et al., 2013). Ceci est di a leur capacité d’atténuer I’inflammation en
stimulant le niveau de mucines secrétées par les cellules de Goblet, nécessaires pour le

maintien de I’intégrité de la muqueuse intestinale (Pierre et al., 2013).

Actuellement, aucune alternative thérapeutique mis a part les préparations chimiques
n’est utilisée dans le traitement de la RCUH (Zorilla et al., 2014).

Les résultats obtenus lors de la présente étude suggére des avantages potentiels de
I’acide tannique dans la prévention de la rectocolite ulcéro-hémorragique expérimentale
induite par 1’acide acétique. Ceci a été déduit de sa capacité a réduire les lésions
intestinales, a rétablir la morphologie saine du célon, a inhiber I’activité enzymatique de
la myéloperoxydase et donc & inhiber I’infiltration des leucocytes dans le tissu colique
comme montré lors de I’étude histologique. Les propriétés cicatrisantes de 1’acide
tannique peut aussi jouer un role essentiel dans la régénération des cellules épithéliales
(Okuda et al.,1983 ; Bruneton, 1999).
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La rectocolite ulcéro-hémorragique est une maladie qui affecte la qualité de vie des
malades. Son étiologie n’est pas encore connue avec précision ; ce qui rend difficile
d’établir un traitement de base, fixe et permanent. Bien que de nombreux agents
thérapeutiques soient disponibles, ils ne sont pas dépourvus d’effets néfastes. C’est pour
cela qu'une option thérapeutique alternative a base de nouvelles molécules d’origine
végeétale est nécessaire.

Notre choix sur I’acide tannique, un polyphénol qui fait partie de la classe des tannins s’est
basé sur ses propriétés guérissantes des blessures et des muqueuses enflammeées.
Cependant, son activité préventive sur la physiopathologie de la rectocolite ulcéreuse n’a

pas encore été testée.

L’étude comparative entre 1’acide tannique et la molécule de référence : la sulfasalazine a
démontré que 1’acide tannique a réduit 1’étendue des lésions intestinales avec un score
macroscopique de (5,5 £ 0,92) comparé a celui trouvé chez le groupe contréle (9,5 + 0,34).
Pour la sulfasalazine, les résultats obtenus été moyennement faibles (6, 33 £ 0,98).

L’étude histologique a également confirmé I’efficacité¢ de 1’acide tannique qui était

supérieure a celle de la sulfasalazine.

Les résultats obtenus de I’activité de la MPO permettent de conclure que 1’acide tannique
a permis de réduire de fagon considérable I’activité de cette enzyme a un pourcentage

égale a 65% alors que la sulfasalazine la réduit que de 22%.

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

résument par I’examination du mécanisme d’action de 1’acide tannique en étudiant :

son effet sur le radical NO qui est impliqué dans le processus inflammatoire ;

son effet cicatrisant sur les cellules de Goblet ;

son manque de toxicité dans un modele de RCUH chronique ;

son effet combiné a celui de la sulfasalazine ;

son effet sur la peroxydation lipidique au niveau de la paroi colique.
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Glossaire

Appendicectomie : est un acte chirurgical consistant en I'ablation de I'appendice iléo-cacal,
essentiellement au cours d'une appendicite.
Cancer colorectal : terme qui regroupe le cancer du c6lon et du rectum. Il se développe a

partir de la muqueuse du cdlon sigmoide.

Colestasie : est une dilatation massive (Augmentation du diamétre) du c6lon gauche ou
transverse.

Homéostasie intestinale : est la capacité a 1’épithélium de s’adapter a son environnement
et aux différentes situations de stress en participant aux défenses antibactériennes, en

contrélant la composition de la flore intestinale et la réponse immunitaire.

Insuffisance rénale : est une maladie grave qui entraine une détérioration graduelle et

irréversible de la capacité des reins a filtrer le sang et a excréter certaines hormones.

Opsonisation : est un processus biochimique par lequel une molécule recouvre la membrane

d’une cellule du corps infectée par un agent infectieux pour favoriser sa phagocytose.



Résumé

La rectocolite est une maladie répandue avec une étiologie hétérogene (génétique et immunologique). Elle est
traitée par des médicaments comme la salazopyrine® qui, a long terme peut causer des effets secondaires. Pour
cela, la valorisation des ressources naturelles pour combattre ce type de maladie est la préoccupation des
chercheurs. Le but de notre étude a été de tester ’effet anti-rectocolite de 1’acide tannique qui appartient a la
gamme des polyphénols complexes. La rectocolite a été induite chez des souris albinos par 1’acide acétique
(3%). Les souris ont été séparées en quatre groupes : le contréle négatif (non traité et non ulcéré), le groupe
contrdle (ulcéré), le controle positif ulcéré et traité avec la salazopyrine® (100mg/kg), et le groupe test ulcéré et
traité par 1’acide tannique (10mg/kg). L’efficacité de I’acide tannique a été évaluée par un score aprés
observation macroscopique, par analyses histologique et biochimique, cette derniére reposant sur 1’estimation de
I’activité de la myéloperoxydase. Les observations macroscopiques ont démontré que I’acide tannique a réduit de
facon trés significative les dommages de la muqueuse du cdlon causés par I’acide acétique avec un score de (5,5
+ 0,92) par rapport a ceux du contrdle positif qui a réduit de fagon moindre I’ulcére (6,33+ 0,98). L’analyse
microscopique (histologie) a pu valider I’effet de I’acide tannique évalué par la diminution de ’infiltration des
neutrophiles dans le colon qui est directement corrélée avec I’activité enzymatique de la MPO. Un pourcentage
de réduction de 65 % et de 22% de celle-ci a été trouvé apres traitement par 1’acide tannique et la salazopyrine®
respectivement. Ces résultats fournissent une preuve que ’acide tannique a un effet protecteur dans la colite
ulcéreuse qui pourrait étre dii a ses activités antioxydantes, anti-inflammatoires et cicatrisantes.

Mots clés : Rectocolite, polyphénols, anti-ulcere, acide tannique, salazopyrine®, anti-inflammatoire.

Abstract

Rectocolitis is a widespread disease with a heterogeneous etiology (genetic and immunologic). It is treated by
medicines such as salazopyrine® that is toxic in the long term and may cause secondary effects. That is why the
validation of natural resources to combat this type of diseases is a matter of concern for many researchers. The
purpose of our study was to test the anti-rectocolitis effect of tannic acid that belongs to the range of complex
polyphenols. To evaluate the anti-ulcer activity induced by acetic acid (3%), albino mice were separated into 4
groups: negative control (untreated and non-ulcerated), normal control (ulcerated and untreated), positive control
ulcerated and treated with salazopyrine® (100mg/kg) as a reference molecule, and the group ulcerated and
treated with tannic acid (10mg/kg). The efficiency of tannic acid was evaluated macroscopically by a score,
histological and biochemical analysis, the latter by the estimation of myeloperoxidase activity. Macroscopic
observations have demonstrated that tannic acid significantly reduced damage caused by acetic acid, with highly
significant results (5,5 + 0,92) by comparison with those of the positive control, and with a value of (9,33 + 0;98)
for salazopyrine® which decreased in a significantly way the ulcer. Microscopic analysis (histology) was also
able to validate the effect of tannic acid by the decrease in neutrophil infiltration in the colon, which was
proportional to the low levels of MPO. A reduction percentage of 65% and 22% were found after treatment with
tannic acid and salazopyrine®, respectively. These results provide evidence that tannic acid has a protective
effect in ulcerative colitis that could be due to its antioxidant, anti-inflammatory and healing activities.

Keywords: Colitis, polyphenols, anti-ulcer, tannic acid, salazopyrine®, anti-inflammatory.
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