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Résumé
L’inflammation intestinale représente une composante essentielle dans les troubles gastro-
intestinaux, notamment la colite ulcéreuse (CU) et la maladie de Crohn (MC). Elle suscite un
intérét grandissant quant a son éventuelle modulation au moyen de substances bioactives

présentes dans diverses sources alimentaires.

L’objectif central de cette thése réside dans I’évaluation et la comparaison des activités
biologiques in vitro et la modulation de la CU in vivo, de quatre substances naturelles distinctes,
a savoir les peptides bioactifs extraits du thon rouge (Thunnus thynnus) par le biais d’une
hydrolyse enzymatique du muscle, les peptides bioactifs issus de I’hydrolyse aqueuse du poulpe
(octopus vulgaris), ’huile de thon rouge obtenue par délipidation de la farine de thon, et enfin,

la glutamine.

La premiere étape de cette recherche se focalise sur les activités anti-oxydante et anti-
inflammatoire des différents pharmaco-nutriments testées in vitro. La deuxiéme étape se
consacre a 1’évaluation des effets bénéfiques potentiels de deux différentes doses de peptides
de thon rouge et de poulpe (100 et 400 mg/Kg), d’huile de thon (100 et 260 mg/Kg) et de
glutamine (400 et 1000 mg/Kg) en tant que traitements préventifs et curatifs, sur un modele
expérimental de CU induite par I’administration intrarectale d’une monodose de I’acide

acetique (5%,) chez des rats Wistar.

Les résultats obtenus mettent en lumicre 1I’effet significatif des substances bioactives testées, a
la fois en tant qu’agents anti-radicalaire et en tant que modulateurs de I’inflammation. La
restauration de divers paramétres examinés, notamment la perte de poids, I’indice de I’activité
de la maladie (IAM), ainsi que les ulcérations coliques, chez les rats soumis a des traitements
préventifs et curatifs par les substances étudiées, démontre de maniére concluante que ces
traitements exercent un effet protecteur et curatif considérable contre la CU. En outre, les
niveaux de glutathion total (GSH), I’activité de la superoxyde dismutase (SOD), le taux de
malondialdéehyde (MDA) et I’activité de la catalase (CAT) ont été significativement rétablis
dans les groupes ayant recu ces substances. Par conséquent, il est envisageable que les
substances bioactives d’origine marine puissent étre explorées a ’avenir comme des candidats

prometteurs pour le développement de traitements potentiels de la CU.

Mots clés : substances bioactives-Thon - Poulpe - inflammation intestinale- in vitro- in vivo

Résumé
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Abstract

Intestinal inflammation plays a pivotal role in the development and progression of various
gastrointestinal disorders, with particular emphasis on conditions such as ulcerative colitis (UC)
and Crohn’s disease (CD). The recognition of this phenomenon has garnered increasing attention
due to its potential modulation through the utilization of bioactive substances derived from different
dietary sources.

The primary objective of this thesis is centered around the assessment and comparison of the
biological activities observed in vitro and the modulation of these activities in vivo by four distinct
natural substances. These substances include bioactive peptides that have been extracted from the
muscle of bluefin tuna (Thunnus thynnus) through enzymatic hydrolysis, bioactive peptides that
have been derived from the aqueous hydrolysis of octopus (Octopus vulgaris), bluefin tuna oil
obtained by removing lipids from the tuna, and glutamine.

The initial phase of this research focuses on the assessment of the antioxidant and anti-inflammatory
properties of various pharmaconutrients in vitro. This involves conducting experiments to
determine the extent to which these substances can counteract oxidative stress and reduce
inflammation. The subsequent phase of the study is dedicated to exploring the potential therapeutic
benefits of two different doses of bluefin tuna and octopus peptides, namely 100 mg/Kg and 400
mg/Kg. Additionally, the effects of bluefin tuna oil at doses of 100 mg/Kg and 260 mg/Kg, as well
as glutamine at doses of 400 mg/Kg and 1000 mg/Kg, are investigated as both preventive and
curative treatments. These treatments have been evaluated using an experimental model of UC

induced by a single intrarectal dose of acetic acid (5%) in Wistar rats.

The findings of this study underscore the noteworthy impact of the bioactive substances that were
tested. These substances not only act as radical scavengers but also serve as regulators of
inflammation. The results clearly demonstrate a significant improvement in various parameters,
such as weight loss, disease activity index (DAI), and colonic ulcerations in rats that were subjected
to both preventive and curative treatments with these substances. Additionally, the levels of total
glutathione (GSH), superoxide dismutase (SOD) activity, malondialdehyde (MDA) levels, and
catalase (CAT) activity were significantly restored in the groups that received these substances.
Therefore, it is conceivable that bioactive substances of marine origin may be explored in the future

as promising candidates for the development of potential treatments for ulcerative colitis (UC).

Keywords : bioactive substances- bluefin tuna- octopus- intestinal inflammation- in vitro- in
Vivo

Abstract
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Introduction

Les maladies inflammatoires chronique de I’intestin (MICI) représentent un ensemble de
troubles complexes et hétérogénes qui se caractérisent par une inflammation chronique et
récurrente du tractus gastro-intestinal. Malgré des décennies de recherche, les causes exactes
de ces maladies demeurent partiellement élucidées, mais il est largement admis qu’elles
résultent d’une interaction complexe entre des facteurs génétiques, des éléments du systéme

immunitaire de ’organisme et des influences environnementales (Zhang et al., 2022).

Les MICI se présentent sous deux principales formes cliniques, a savoir la maladie de Crohn
(MC) et la colite ulcéreuse (CU), qui se distinguent par leurs symptomes, la localisation des
Iésions et les caractéristiques histopathologies. La CU se caractérise par une inflammation
persistante et une atteinte superficielle du colon, tandis que la MC est une maladie transmurale
fréquemment associée a la formation de granulomes, et peut toucher n’importe quelle portion

du systeme gastro-intestinal (Ho et al., 2020).

Les consequences des MICI peuvent étre graves, pouvant aller jusqu’a des complications
potentiellement mortelles telles que le développement de cancer du colon (Ananthakrishnan,
2015). Il est important de noter que ces maladies peuvent survenir a tout age. Les MICI se

caractérisent par des phases alternées de rémission clinique et d’exacerbation des symptomes.

Pour assurer une prise en charge efficace des MICI et prévenir les résultats cliniques
défavorables tels que les rechutes, les hospitalisations et les colectomies, il est impératif que les
patients maintiennent leur traitement de maniére continue tout au long de leur vie, cette
approche thérapeutique ininterrompue s’avére cruciale pour favoriser la stabilité de la maladie,
améliorer la qualité de vie des patients et minimiser les complications potentielles associees
aux MICI (Lasa et al., 2022; Matsuoka et al., 2023).

A T’heure actuelle, quatre principales catégories de traitements sont utilisées pour la CU : les
acides aminosalicyliques, les glucocorticoides, les médicaments immunomodulateurs, et les
médicaments biologiques. Néanmoins, des défis subsistent, tels que la dépendance aux
corticoides, les réactions indésirables et la résistance médicamenteuse, et I’objectif de mettre
au point un traitement a la fois sOr et efficace demeure un défi majeur. De surcroit, le cout élevé
des traitements demeure un enjeu non résolu. Par conséquent, il est impératif de chercher

activement de nouvelles stratégies thérapeutiques (Liu et al., 2022).
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Face a ce défi, de nombreux chercheurs se sont penchés sur le développement de nouvelles
approches thérapeutiques visant a trouver des méthodes de traitement plus efficaces a ’aide de
substances bioactives pour I’inflammation intestinale. Simultanément, un aliment fonctionnel
est constitué de composés bioactifs qui ont une activité biologique et physiologique et qui
offrent des avantages pour la santé au-dela de leurs simples qualités nutritionnelles de base
(Banwo et al., 2021).

Les organismes marins, produisent une multitude de substances bioactives en raison de la forte
compétition a laquelle ils sont confrontés pour occuper des environnements de vie uniques
caractérisés par des concentrations élevées de sels, une haute pression et de faibles niveaux
d’oxygéne ( De Domenico et al., 2019; Batool et al., 2022 ). Par ailleurs, de nombreuses études
ont porté sur les composes bioactifs marins (CBM) comprenant notamment des peptides, des
collageénes, des polysaccharides et des huiles, et ont exploré leurs activités thérapeutiques et
pharmacologiques telles que leurs propriété antibactériennes, antibiofilm, antimicrobiennes,
anti oxydantes et anti inflammatoires ( Heo et al., 2018; Chandika et al., 2021 ). En raison de
leur vaste gamme d’activité biologiques les CBM attirent de plus en plus I’attention en tant
qu’agents thérapeutiques et pharmaceutiques pour des maladies humaines telles que les
maladies cardiovasculaires, la fibrose pulmonaire idiopathique, 1’ostéoporose et beaucoup

d’autres maladies.

Notre recherche s’articule autour de deux axes majeurs, chacun reflétant une phase essentielle
de notre étude. Dans une premiere phase in vitro, nous avons entrepris d’extraire les composés
bioactifs issus de deux sources marines distinctes, a savoir le thon rouge et le poulpe de la région
méditerranée. Cette étape cruciale a impliqué des procédures méticuleuses visant a isoler ces
composants naturels et a évaluer leur potentiel bénéfique. Nous nous sommes particuliérement

penché sur I’étude de leur activité anti-oxydante et anti-inflammatoire.

La deuxieme phase de notre étude, menée in vivo, avait pour objectif de démontrer 1’effet
thérapeutique de ces substrats bioactifs dans le contexte de I’inflammation colique. A travers
des expériences ou nous avons exploré comment ces extraits marins pouvaient potentiellement

atténuer I’inflammation au niveau colique, a la fois sur le plan macroscopique et microscopique.

Ce manuscrit est organisé en trois chapitres dont le premier est un recueil bibliographique avec
une description de la pathologie ciblée et les vertus des différentes substances bioactives

marines sur la santé, le second chapitre aborde les matériels et les méthodes utilisées au cours
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de I’expérimentation et en dernier licu le troisieme chapitre est consacré a ’interprétation et la

discussion des résultats obtenus suivis d’une conclusion avec des perspectives.
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CHAPITRE | : MALADIES INFLAMMATOIRES DE L’INTESTIN

1.1. Généralité

La maladie intestinale inflammatoire touche des sujets de tous ages, mais elle débute
habituellement avant I'dge de 30 ans, avec un pic d'incidence entre 14 et 24 ans. Les maladies
intestinales inflammatoires peuvent avoir un second pic moins important d'incidence entre 50
et 70 ans; cependant, ce pic tardif pourrait inclure des cas de colite ischémique. (Walfish et
Companioni ,2022).

La maladie intestinale inflammatoire est plus fréquente chez les sujets originaires du Nord de
I'Europe et des pays anglo-saxons. L'incidence est plus basse en Europe centrale et du Nord et
encore plus basse en Amérique du Sud, en Asie et en Afrique. Cependant, l'incidence est en
augmentation chez les Noirs et les Sud-Ameéricains vivant en Amérique du Nord. Les 2 sexes
sont touchés de maniére égale. Les parents au premier degré d'un patient qui présente une
maladie intestinale inflammatoire ont un risque augmenté de 4 a 20 fois ; et leur risque absolu

peut aller jusqu'a 7%. (Walfish et Companioni ,2022).

1.2. Inflammation et stress oxydatif

Le bon fonctionnement de l'organisme peut étre perturbé par de nombreux facteurs. D’entre eux
est le déséquilibre entre la quantité d'oxydants et la production d'antioxydants. L'état caractérisé
par une production excessive d’espéces réactives de I’oxygene (ROS) est appelé stress oxydatif,
cependant, il peut également étre causé par un systéeme antioxydant insuffisant (Sarniak et al.,
2016). L'augmentation du stress oxydatif entraine une intensification de la défense
antioxydante, mais elle ne suffit pas pour inactiver les ROS. La prédominance des ROS entraine
des dommages a I' acide désoxyribonucléique (ADN), aux protéines et aux lipides, conduisant
a une degradation des cellules et des tissus (Li et al., 2016; Kim et al., 2017). Les ROS sont
des derivés de l'oxygéne moléculaire, et certains d'entre eux, appelés radicaux libres,
contiennent au moins un électron non apparié, ce qui contribue a leur grande réactivité. Parmi
ROS, on peut distinguer des formes réactives telles que le superoxyde (Oz), le peroxyde
d'hydrogene (H202), l'oxygene singlet, les radicaux hydroxyle, les radicaux peroxyle, les

radicaux alcoxyle, le peroxynitrite, l'acide hypochloreux et I'ozone.
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En outre, I'oxydation des protéines conduit a la libération de la peroxiredoxine 2 (PRDX2) qui
peut agir comme un signal inflammatoire. La stimulation inflammatoire induit la libération de
PRDX2, qui stimule en outre les macrophages a libérer du cytokines pro-inflammatoires
comme le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a). La glutathionylation de la protéine (GSH)
lié par oxydation a PRDX2 a lieu avant ou pendant la libération de PRDX2 (Fig. 01) (Salzano
et al., 2014)

T ROS Production

Extracellular space

IKK

MAPK —>  NFkB C PI3K/Akt

: } / " .
.4 M \l’ Cytoplasm

ERK INK p38

Expression of

1_) pro-inflammatory
Y gene

NF-xB
Wm Nucleus

Figure 01 : Schéma illustrative des voies de signalisation induites par ’oxydation.
(Behl et al., 2022)

1.2.1. La mitochondrie, site du stress oxydatif et de I'inflammation

Les mitochondries sont les organites cellulaires les plus importants impliqués dans
I'homéostasie énergétique et génerent plus de 90 % de I'énergie cellulaire par le biais de la
chaine de transport des électrons. Elles sont la principale source de ROS dans les cellules au
repos et le principal site des processus apoptotiques et nécrotiques (Murphy, 2009). Pendant les
situations normales, les mitochondries sont protégées des dommages dus aux ROS grace a
divers mécanismes antioxydants en interaction. Cependant, le stress oxydatif induit des
dommages a I'ADN mitochondrial, ce qui conduit a la production excessive de ROS. Dans un

état ischémique, lorsque I'adénosine triphosphate (ATP) est rapidement épuisée, la pompe
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ionique cesse de fonctionner, ce qui entraine la production de Ca?*, ce qui accélére encore
I'épuisement de I'ATP. L'augmentation du Ca?* pendant I'ischémie et la perfusion conduit a
I'accumulation de Ca?* mitochondrial, en particulier aprés la réintroduction d'oxygéne. Cela
entraine la production d'ATP, mais la perturbation de la chaine de transport d'électrons peut
entrainer une production accrue de ROS par les mitochondries.

La production de ROS mitochondriale cause des dommages a la membrane mitochondriale, aux
protéines, et 'ADN et interfere avec la production d'ATP et d'autres fonctions de base. Les
dommages mitochondriaux dus au stress oxydatif favorisent également la libération
cytoplasmique du cytochrome a travers les membranes de la mitochondrie et entraine l'apoptose
(Behletal., 2022). La libération des protéines transmembranaires et leur transport dans le noyau
provoquent une fragmentation de 'ADN nucleaire. Collectivement, ces actions induisent la

mort cellulaire par le processus de nécrose.

Certaines découvertes ont montré que les mitochondries jouent un réle modulateur dans
plusieurs conditions pathologiques, y compris les tumeurs, les infections et les inflammations.
Des dysfonctionnements des mitochondries et le stress oxydatif ont été trouvés dans des

modeéles animaux et chez des patients de septicémie (Behl et al., 2022).
1.2.2. Le systeme antioxydant enzymatique
a) - Les superoxyde dismutases

Les superoxyde dismutases (SOD) sont les premiers enzymes impliquées dans la réponse
antioxydante. Ces enzymes catalysent la dismutation de O, en une forme moins réactive. 1l
existe trois isoformes de SOD dans les cellules eucaryotes, ils different par leur localisation et
les métaux de transition présent dans leur structure. La SOD a cuivre et a zinc (SOD1) est la
forme la plus dominante, elle se situe dans le cytosol. Au niveau de la matrice mitochondriale
se trouve une autre isoforme, la SOD a manganéese (SOD2). La troisieme isoforme est la SOD

a cuivre et zinc (SOD3), elle se situe dans I’espace inter-membranaire (Younus, 2018).
b) - Les glutathions peroxydases et le glutathion réductases

Les glutathions peroxydases (GPx) catalysent la détoxification de I’hydroperoxyde en présence
de glutathion réduit pour former des produits de réduction de disulfure de glutathion (GSSG)
et d’hydroperoxyde (ROH):
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2 GSH + H,0» —> GSSG + 2H,0
2GSH + ROOH —» GSSG + ROH + H,0

Les glutathions peroxydases et la SOD agissent en synergie, car elles accélérent la dismutation
de H20,. Leur r6le principal est d’éliminer les peroxydes lipidiques produits par I’action du

stress oxydatif sur les acides gras polyinsaturés (AGPI).

La glutathion réductase (GRed), a pour but de régénérer le GSH a partir du GSSG gréace au
nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH) qui est un donneur d’électrons. En
outre, la concentration de glutathion dans la cellule est limitée, en conséquence, il est

indispensable de produire de glutathion constamment pour que la GPx maintienne sa fonction
GSSG + NADPH +H* — 2GSH + NADP*

En raison de la capacité de la GRed a régénerer le glutathion réduit joue un réle important dans
le mécanisme antioxydant du glutathion et prévient la déplétion des thiols cellulaires (Geremia
et al., 2014).

C) - La catalase

Le role de la catalase (CAT) est de transformer 1’H20. en H2O et O,. Cette enzyme est tres
abondante dans les globules rouges et le foie, elle est préférentiellement dans les peroxysomes
et en petite quantité dans le cytosol. La catalase est I’enzyme la plus efficace, puisqu’elle n’est
saturable par aucune concentration d’H20-, une molécule de catalase (CAT) peut convertir six

millions de molécules d’H20; par minute (Xu et al., 2022)
2HO0, —  2H0+0
1.2.3. Les systemes antioxydants non-enzymatiques

Les principaux antioxydants non enzymatiques sont endogénes : glutathion, bilirubine, acide
urique, coenzyme Q. les antioxydants exogeénes sont rapportés par I’alimentation qui doit étre

riche en vitamine C et E, caroténoides...
a) - Le glutathion

Le glutathion (GSH) est un tripeptide intracellulaire impliqué dans la prévention de I’oxydation

des groupements thiols, il est considéré au niveau intracellulaire comme le thiol majoritaire ou
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il est présent sous forme réduite. Le rapport glutathion réduit/ glutathion oxydé est souvent
considéré comme un marqueur de stress oxydant, puisque plus la quantité d’H»O. est
importante, plus le GSH est consommé et le GSSG est augmenté. Le GSH a la capacité de
régénérer certaines vitamines, comme la vitamine C et E, il a un effet protecteur de la cellule

de I’apoptose et réparateur des atteintes oxydatives a I’ADN (Lv et al., 2019).
b) - Les vitamines

Certains antioxydants comme la vitamine C ou acide ascorbique agissent principalement dans
un environnement hydrophile, ou elle capte directement 1’02 et ’OH". D’autre comme la
vitamine E dont la forme la plus active est 1’a-tocophérol agissent dans un environnement
hydrophobe. La vitamine E est le principal antioxydant dans le plasma et les érythrocytes. Elle
est située dans les lipoprotéines et les membranes, et a pour but de sequestrer les radicaux libres
en empéchant la propagation des réactions de peroxydation lipidique. Les sources principales
de la vitamine E sont I’huile de poisson, les huiles végétales, les germes de blé, les noix et
certains légumes a feuilles vertes. L’a-tocophérol peut étre régenéré lors de la réduction du

radical tocophéryle par la vitamine C (Pawlowska et al., 2019).
1.2.4. Autres antioxydants non enzymatiques

L’ubiquinol est la forme réduite du coenzyme Q, est un facteur important dans la chaine
mitochondriale de transport d’électrons. Le coenzyme Q se trouve dans les membranes
cellulaires ainsi que dans les lipoprotéines. Il protege les membranes de la peroxydation

lipidique par diminution de la formation et la propagation de radicaux peroxyls.

L’urate est la forme ionisée de 1’acide urique. Il est présent a de fortes concentrations intra et
extracellulaires. L’urate est le produit final excrété du métabolisme des purines ou la xanthine-
oxydase catalyse I’oxydation de I’hypoxanthine en xanthine et de la xanthine en acide urique.
L’urate a un role protecteur des acides gras insaturés contre 1’oxydation et les protéines de la

nitration en réagissant avec le peroxynitrite NOO".

I.3. Les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI) :

La colite ulcéreuse (CU) et la maladie de crohn (MC) sont des affections chroniques a médiation
immunitaire dont la prévalence est élevée dans les pays développés, avec une augmentation
rapide de ’incidence dans les pays nouvellement industrialisés (une variation annuelle de

+14%) (Ng et al., 2017). Selon les prévisions, la prévalence mondiale devrait toucher jusqu’a
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30 millions d’individus d’ici 2053 (Jones et al., 2019). Ce sont des maladies récidivantes
caracterisées par une inflammation chronique de différents sites du tube digestif, qui entrainent
une diarrhée et des douleurs abdominales (walfish & Companioni, 2022).

Les caractéristiques cliniques incluent I’implication presque universelle du rectum comme
premier site ou I’inflammation se termine par une démarcation abrupte et une transition vers la
muqueuse normale du colon. Environ la moitié des patients peuvent développer une évolution

plus compliquée de la maladie, parfois en ne répondant pas aux traitements médicamenteux. En

raison de I’absence de réponse aux traitements médicamenteux ( Singh et al., 2018).

1.3.1. Les caractéristiques cliniques de la colite ulcéreuse et de la maladie de Crohn

Bien que la maladie de Crohn et la rectocolite hémorragique possédent des caracteres

communs, elles peuvent étre différenciées dans la plupart des cas (Tab. 01).

Tableau 01 : Diagnostic différentiel de la maladie de Crohn et de la rectocolite hemorragique

(Ho et al.,, 2020)

Maladie de Crohn

L'intestin gréle est atteint dans 80% des cas.

Rectocolite hémorragique

La maladie ne touche que le c6lon.

Le rectum est souvent épargne; l'atteinte

colique est habituellement droite.

Le rectum est toujours atteint; ainsi

habituellement que le cdlon gauche.

Les rectorragies sont rares, sauf en cas de
Crohn colique ou on les retrouve dans 75 a

85% des cas

Les rectorragies sont constamment

retrouveées.

Les fistules et les abces sont fréquents.

Il n'existe pas de fistule.

Des lésions anopérinéales sont retrouvées

dans 25 a 35% des cas.

Il n'existe pas de Iésion anopérinéale

specifique.

la paroi intestinale est atteinte de facon
asymétrique et segmentaire, avec des zones

saines entre les segments atteints.

La paroi intestinale est touchée de facon
symétrique et sans interruption a partir du

rectum.

Chapitre | : Partie Bibliographique



https://www.msdmanuals.com/fr/professional/authors/walfish-aaron

BOUHEND Abla (2023). Modulation nutritionnelle de l'inflammation intestinale par les pharmaconutriments

1.4. Manifestation caractéristique de la colite ulcéreuse
1.4.1. Etiologie de la pathogenese de la CU

Il existe une contribution complexe des facteurs environnementaux et de facteurs liés a 1’hote
qui augmentent la susceptibilit¢é de développer une CU. L’apparition de la maladie est
déclenchée par des événements qui perturbent la barriére muqueuse, altérent 1’équilibre du
microbiote intestinal et simulent anormalement les réponses immunitaires intestinales (Porter
et al., 2020) (Fig. 02)

Abnormal shifts in Dysbiosis
luminal environment ~ +  Microbiome, virome, and
Pro-inflammatory cell death *  Smoking cessation 5 mycobiome Impaired mucus barrier
releasing DAMPs + NSADuse o * SCHAs - |Goblet cell function
t NETosis +  Diet/stress « tDamage from emulsifiers
+Mitochondrial DNA, IL-33 L — zey
S100ec N e Epithelial dysfunction
\ > e . +  Energy/mitochondrial damage

Tight junction

Impaired resolution of
inflammation
Abnormal M¢$ metabolism
Persistence of inflammatory M¢

1ER stress/|detoxification

Abnormalinflammatory
cell recruitment/milieu

J + Inflammatory monocytes/M¢
Inflammation-associated Se°, + Neutrophils
mesenchyme o @
+ OSM production ( ) ;
+ ROS . \ ®/ Atypical T-cellresponse
Resistance to anti-TNF \

S ) y . +  HLA-associations
® o ) @ - wensandis

Pathogenesis of UC at the gut mucosa

Figure 02 : Mécanismes moléculaires impliqués dans la réponse inflammatoire de la
mugqueuse dans la CU. (Ho et al., 2020)

1.4.1.1. Facteurs génétique

Les facteurs génétiques jouent un rble important dans la pathogenése de CU. Elle est considérée
comme une maladie polygénique complexe, les génes responsables codent a la fois pour les
voies immunitaires innées et adaptatives (Jostins et al., 2012). Un grand nombre de ces génes

(70%) sont également partagés avec d’autres maladies auto-immunes telles que I’ankylose.
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Les signes genétiques les plus forts au sein des loci spécifiques de la CU sont associés a la

région de [Dantigéne leucocytaire humain (HLA). Seize associations alléliques HLA
(principalement classe I1) sont décrites pour la CU, pour I’implication colique des MICI sur une
cartographie génétique fine plus profonde (Goyette et al., 2015 ; Cleynen et al., 2016).

Il a été mis en évidence que prés de 2000 patients atteints de CU ont permis d’identifier une
rare variante dans le géne de 1’adénylate cyclase 7 (ADCY7) qui double le risque de CU (Luo
et al., 2017). En dehors de la région HLA, le gene ADCY7 présente la plus forte association
génétique observée avec le CU. ADCY7 fait partie d’une famille de 10 enzymes qui
convertissent I’ATP en second messager omniprésent, 1’ adénosine monophosphate cyclique
(AMPCc).

De plus, de nombreux genes spécifiques de la CU sont impliqués dans la régulation de la
fonction de barriére épithéliale. Malgré I’identification de nombreux loci de susceptibilité, la
génétique n’explique que 19% de I’héritabilité de la maladie dans la CU (Chen et al., 2014).
Globalement, les facteurs génétiques conférent une augmentation faible mais certaine de la

susceptibilité a la CU.

Cependant, de nombreux individus ne présentent aucune prédisposition génétique lorsqu’ils
sont évalués par un score de risque polygénique qui tient compte de tous les loci de
susceptibilité ( Lee & Cleynen, 2019). Cela suggere un réle clé des réponses immunitaires
adaptatives aberrantes et du dysfonctionnement de la barriere épithéliale dans la pathogenie de
la CU.

1.4.1.2. Facteurs environnementaux

L’augmentation rapide de I’incidence de la CU dans les pays nouvellement industrialisés
suggere que les facteurs environnementaux sont importants (Fig. 03). Cette évolution est
paralléle a celle observée dans le monde occidental au début du XXe siécle. L’occidentalisation
s’accompagne d’un nouveau mode de vie urbain, I’exposition a la pollution, le changement de
régime alimentaire, ’accés aux antibiotiques, ’amélioration de ’hygiéne et la diminution des

infections, tous considérés comme des facteurs contributifs généraux.

Toutefois, des facteurs environnementaux plus spécifiques associés a la colite connus depuis

un certain temps. L’exemple le plus probant est celui de I’effet protecteur du tabagisme et de
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I’observation notable de I’apparition de nouveaux cas de CU (Kaplan & Ng, 2017). Les schémas
mondiaux du tabagisme et des MICI sont en train de changer.

Une population d’anciens fumeurs atteints de CU de plus en plus importante en chine est le
signe d’une expansion rapide de la population a risque. L’effet anti-inflammatoire conféré par
le tabagisme dans la CU est intriguant et pourrait étre médié par le monoxyde de carbone
(Thomas et al., 2019).

L’indice de cette maladie est associé aussi a 1’age avancé chez I’homme, plus récemment,
I’association curieuse avec la maladie de Parkinson (une autre affection associée a I’absence de
tabagisme et a la vieillesse) (Villumsen et al., 2019). Tous ces éléments fournissent un éclairage
étiologique plus spécifique sur le développement de la CU.

Environmental factors
* Microorganisms

* Diet

* Infections
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* Smoking

* Antibiotics
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Figure 03 : Facteurs environnementaux (Neurath, 2014)
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1.4.1.3. Facteur microbiote intestinal

Le microbiote intestinal des MICI est nettement moins diversifié et stable dans le temps
(Villumsen et al., 2019 ; Lloyd-Price et al., 2019), I’épuisement de bactéries protectrices telles
que les Ruminococcaceae et les Lachnospiraceae produisant des acides gras a chaine courte
(AGCC), qui coincide avec une expansion des microbes pro-inflammatoires comme les
Enterobacteriaceae, y compris Escherichia coli, et les Fusobacteriaceae. Ces changements,
cependant sont moins évidents dans la CU par rapport au MC. On ne sait pas si la dysbiose est
une conséquence de I’'inflammation intestinale, ou joue un rdle causal dans la CU. A cet égard,

le virome et les mycobiome sont également moins diversifiés dans la CU (Norman et al., 2015).

Sur le plan thérapeutique, toutefois, la transplantation microbienne fécale (FMT) a partir de
donneurs sains peut traiter la CU (Paramsothy et al., 2017), et induit a la restauration de la
diversité microbienne, y compris les especes bactériennes responsables de la production

d’acides gras saturés dans les selles du donneur (Paramsothy et al., 2019).

Par conséquent, I’un des principaux effets de la dysbiose dans la CU est susceptible d’étre une
réduction de la santé épithéliale ou un état de dysfonctionnement épithélial qui renforce la
susceptibilité innée a la CU. A I’appui de cette hypothese, le détournement des maticres fécales
hors du rectum aggrave I’inflammation, donnant lieu a la colite de déviation dans la CU
(Paramsothy et al., 2019).

1.4.2. Dysfonctionnement épithélial

Avec I’observation histologique d’une inflammation sous-épithéliale, de nombreuses études
impliguent une altération de la barriere épithéliale en tant que facteur pathogene de la CU. Cela
se traduit par une altération ou une peptides antimicrobiennes, de motifs moléculaires associés
a des Iésions ou de mucus, ou de défauts physiques (ex : la perturbation des jonctions serrés
épithéliales ou par une régénération ou une détoxication (McCauley et Guasch, 2015). Il existe
un phénotype inné « a risque » ou I’exposition a des stimuli nuisibles supplémentaires tels que
les anti-inflammatoires non stéroidiens (Klein & Eliakim, 2010) (qui réduisent la synthése des
prostaglandines protectrices) et les composants alimentaires tels que les émulsifiants (qui
réduisent 1’épaisseur de la couche de mucus) (Chassaing et al., 2015) peuvent étre le second

déclencheur de la colite.
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La dysbiose entraine la perte de la production d’AGCC (Lloyd-Price et al., 2019), qui est
essentielle a I’apport d’énergie épithélial, la production de mucus et la prolifération dans le
colon. C’est pourquoi des essais cliniques portant sur le butyrate, I’acide propionique, les
prébiotiques (Benjamin et al., 2011), les acides gras essentiels, et de L-carnitine (Mikhailova et
al., 2011), qui facilitent le transport des AGCC ont démontré une certaine efficacité dans le
traitement de la CU (Hallert et al., 2003).

Au cours de la CU active, des cytokines pro-inflammatoires clés telles que le facteur de nécrose
tumorale alpha (TNF-a), I'interféron (IFN- vy) et I’interleukine (IL-13) ont des effets délétéres

directs sur ’intégrité de la barriere épithéliale (Heller et al., 2008).
1.4.2.1. Réponse immunitaire anormale

Dans la CU active, il existe un milieu inflammatoire complexe de cellules immunitaires innées
et adaptatives infiltrant la lamina propria. Les neutrophiles, premieres cellules répondantes a
courtes durée de vie, sont recrutés en abondance, avec 1’histologie caracteristique des abces de
crypte dans la CU, ou les neutrophiles transmigrent a travers 1’épithélium du colon et meurent

dans les cryptes du colon (Park et al., 2016).

L’environnement inflammatoire de la CU favorise la survie des neutrophiles (Taylor & Colgan,
2017). Cette survie intensifie son action inflammatoire et les dommages tissulaires par de
nombreux moyens, dont la libération de dérive et de protéases matricielles, d’espéces réactives
de I'oxygene et de cytokines pro-inflammatoires (Angelidou et al., 2018). Le site fortement
peuplé par les neutrophiles subit un processus de mort cellulaire pro-inflammatoire qui échappe
a tout contrble (nécrose, nécroptose), intensifiant ainsi 1’environnement propice a

I’inflammation (Dinallo et al., 2019).

Ceci est corroboré par des niveaux eleveés de protéines s100a8/9 ou de calprotectine,
habituellement présentes dans les neutrophiles, qui sont libérées dans le sang et dans les selles
(D’Haens et al., 2012) et une réponse sérologique importante a I’auto anticorps cytoplasmiques
périnucléaires, anti-p-neutrophiles dans la CU. Ces indicateurs indirects suggeérent

probablement la mort incontrdlée des cellules neutrophiles (Kalla et al., 2016).

Les pieges extracellulaires des neutrophiles peuvent agir comme pour les molécules
immunogeénes qui soutiennent la réponse inflammatoire (Dinallo et al., 2019). Par conséquent,

il existe un paradigme rationnel selon lequel, aprés D’initiation de la maladie, la vague
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précédente de neutrophiles et de monocytes (avec leur répertoire de cytokines pro-
inflammatoires, par ex la famille IL-1, IL-6 et TNF-a) crée un environnement inflammatoire
(nutritionnel, métabolique et cytokinique) qui favorise une réponse immunitaire adaptative

pathologique (probablement des cellules T) (Friedrich et al., 2019).

Un tel milieu peut également fagonner les monocytes inflammatoires qui viennent d’arriver, la
fonction monocytes-macrophage, leur survie et leur phénotype. Et d’autres facteurs qui
influencent la capacité de I’hdte a résoudre I’inflammation, a restaurer ’homéostasie et a

réparer la muqueuse de la CU (Mowat et al., 2017).
1.4.2.2. Réponse immunitaire anormale : adaptative

Traditionnellement, la CU est associée a une réponse des lymphocytes T auxiliaires de type 2
(Th2) avec des taux élevés d’interleukine IL-4, IL-5 et IL-13, alors que la MC présente une
réponse Th1/Th17 plus dominante. Des études antérieures qui montrent une diminution de 1’IL-
4 dans la CU, avec des cellules T tueuses naturelles limitees par le cluster de différenciation 1d
(CD1d) produisant de I’IL-13, indiquent que la CU est une réponse Th2 (Teng et al., 2015).

Certains développements récents ont dépass¢ ce domaine. Il s’agit notamment de
I’identification de I’IL-23 et ses genes apparentés (Jostins et al., 2012), et la présence de cellules
Th17 dans la CU (Kobayashi et al., 2008).

L’exemple du traitement anti-TNF d’abord utilis¢é dans MC et ensuite montré pour étre
¢galement efficace dans CU, démontre qu’ une approche transrationnelle sur profil Th-cytokine
pur peut étre trop simplifié (Smillie et al., 2019). En outre, bien que les clusters de
différenciation 4 (CD4 T) soient considérées comme plus importantes dans les MICI
pathogénese, ce sont des signatures transcriptomiques de cellules T CD8 qui CU et CD adoptent

une approche plus évolue de la maladie agressive (Lee et al., 2011)
1.5. Colite induite par les produits chimiques
a) Colite a I'oxazolone

La colite a I’oxazolone (CO) est induite par I’administration intrarectale d’un agent hapténe
connu sous le nom d’oxazolone hapténe (4-éthoxymethyléne-2-phényl-2-oxazolin-5-one) dans
de I’éthanol. Deux méthodes d’induction de I’CO sont actuellement employées pour susciter

une réponse auto-résolutive aigue ou chronique. La premiére est obtenue par I’administration
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unique d’un lavement de CO, tandis que la seconde est précédée d’une sensibilisation cutanée

cing jours avant I’administration d’un lavement de CO, conduisant a une CO chronique.

La CO aigue et chronique chez la souris se caractérise par une inflammation superficielle de la
muqueuse distale du colon, un volume ¢élevé d’infiltrat inflammatoire (neutrophiles,
macrophages, et lymphocytes), une déplétion des cellules gobelets, la formation d’cedémes, une
perte de cellules épithéliales, une hémorragie et une dilatation vasculaire. Ces caractéristiques
histologiques, ainsi que la distribution du CO, ressemblent a la RCH humaine (Kasaian et al.,
2014).

b) Colite induite par le TNBS

Ce modele préclinique utilise également I’administration intra-rectale d’un agent hapténe dans
I’éthanol : l'acide 2,4,6-trinitrobenzéne sulfonique (TNBS) a des souris entraine une colite
chronique, caractérisé par une diarrhée, perte de poids et prolapsus rectal, elle imite certaines
caractéristiques de la MC chez ’homme. Bien que I’administration de TNBS entraine des
1ésions chimiques aigues de 1’épithélium intestinal. Des réponses variantes sont apparentes chez
les souris dans ce mod¢le de colite aigue, cette variance dépend de plusieurs facteurs, dont I’age,

la génetique, et la dose de TNBS (Fichtner-Feigl et al., 2005).
c) Colite induite par le dextran sulfate de sodium

La colite induite par le dextran sulfate de sodium (DSS) est le modele expérimental de colite le
plus largement utilisé, établi par Okayasu et al. (1990), par I’administration de DSS d’un poids
moléculaire de 40- 50 KDa dans 1’cau potable. Les chercheurs pensent que le DSS forme des
vésicules nano-lipidiques avec des acides gras a chaine moyenne (AGMC) dans le colon, qui

fusionnent avec les membranes des colonocytes, et augmentent les cytokines inflammatoires.

Un régime riche en graisses et en AGMC a entrainé la perte de poids, 1’expression des cytokines
inflammatoires et le raccourcissement du colon dans ce modele (Laroui et al., 2012). Un jour
aprés ’administration, les particules de DSS se trouvent systémiques dans les cellules de
Kupffer du foie, dans les macrophages du ganglion lymphatique mésentérique et dans la lamina
propria du gros intestin. L’administration de DSS se caractérise également par une érosion de
I’épithélium intestinal, une infiltration inflammatoire du gros intestin et une dysbiose du
microbiome intestinal (Randhawa et al., 2014). Bien que ces caractéristiques soient similaires

a celles observées chez I’homme, I'inflammation transmurale apparente dans la colite est
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absente dans ce modele. La réponse inflammatoire dans la colite du DSS est caracterisé par une
expression accrue de 1’IL-1, de I’'TL-6 et du facteur de nécrose tumorale (TNF) dans le colon
(Kimet al., 2021).

d) Colite induite par I’acide acétique
La colite induite par I’acide acétique est un modeéle couramment employé et facilement
inductible. Elle présente un modéle de MICI qui ressemble aux MICI humaine en terme de

pathogénése, de caractéristiques histopathologies et du profil des médiateurs inflammatoires.

Elle est installée par une administration intra-rectal d’une solution d’acide acétique, provoquant
une inflammation caractérisée par une infiltration accrue de neutrophiles dans le tissu intestinal,
une nécrose des couches muqueuses et sous muqueuses, une dilatation vasculaire, cedéme et

une ulcération qui sont des caractéristiques symptomatiques de la colite chez I’homme.

I1 a été prouvé que la forme protonée de 1’acide libére des protons dans 1’espace intracellulaire,
ce qui induit une acidification intracellulaire importante en entrainant d’immenses dommages

épithéliaux (da Costa Melo et al., 2021).

1.6. Les bioactives et leurs bénéfiques sur la santé
1.6.1. Les composants bioactifs

Un aliment fonctionnel est constitué de composés qui sont biologiqguement et
physiologiquement actifs, ce qui procure des bénéfices pour la santé au-dela des capacités
nutritionnelles (Ramakrishna et al.,, 2019). Les constituants de ces aliments qui sont
responsables de leur fonctionnalité ont généralement été appelés « composés bioactifs ». Les
composés bioactifs ont la capacité d’interagir avec un ou plusieurs composants en fournissant
un large éventail d’effets potentiels et sont dérivés de sources végétales, animales ou autres,

comme les micro-organismes (Shetty & Sarkar, 2019).
1.6.2. Les peptides bioactifs

La plupart des protéines de base alimentaire sont biologiquement inactives. Elles doivent étre
défragmentées en une séquence peptidique spécifique pour libérer leur potentiel biologique

bioactif. Les peptides bioactifs sont constitués de 2 a 20 acides aminés et beaucoup d’entre eux
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ont une masse moléculaire inférieure a 6000 Da. lls ont des avantages dans les différentes
fonctions physiologiques du corps humain, y compris antioxydant, anti-amnésique,

immunomodulatrice et antithrombotique (Abdel-Hamid et al., 2017).

Les peptides bioactifs restent inactifs dans leur protéine précurseur. Ces peptides peuvent étre
libérés par des enzymes protéolytiques, exercant des activités biologiques qui peuvent

influencer la fonction physiologique de ’organisme (Mohanty et al., 2016).

De nombreux facteurs influencent la bioactivité des peptides, hotamment la composition en
acides aminés, qui contiennent généralement 3 a 20 résidus d’acides, la taille, la configuration
et la masse moléculaire des séquences, ainsi que les conditions de traitement (Deniz et al.,
2016)

1.6.3. Les huiles de poisson

Les huiles de poisson sont une source importante d’acides gras polyinsaturés a longue chaine
(AGPI), dont I’acide eicosapentaenoique (EPA ; 20:5, n-3) et ’acide docosahexaénoique
(DHA ; 22 :6, n-3) sont particulierement pertinents en raison de leur importance en tant que
composants structurels des membranes synaptiques du cerveau et de la rétine et de leur réle
dans le maintien de la santé de I’homme (Valenzuela et al., 2020). La composition en acides
gras des poissons varie d’une espece a lautre, et est affectée par des facteurs tels que

I’environnement et 1’alimentation (Marsol-Vall et al., 2022).
1.6.4. Effets biologiques de poisson sur la santé humaine
1.6.4.1. Effet antioxydant

L’évaluation des activités antioxydantes du poisson a été fréquemment étudier par la méthode
colorimétrique, y compris I’activité de piégeage des radicaux hydroxyle (HRSA), ’activité de
piégeage du radical 2,2-Diphényl 1-picrylhydrazyle (DPPH) , Iinhibition de I’enzyme de

conversion de I’angiotensine-1 et I’inhibition de la peroxydation lipidique (You et al., 2010).

De nombreux études ont indiqué que les protéines extraites du poisson possédaient des activités
antioxydantes. (Chi et al., 2015) ont indiqué que les activités antioxydantes ont été trouvées
dans les hydrolysats de protéines de muscle noir du thon listao (Katsuwonus pelamis). Ainsi
que, les hydrolysats de protéines de la chair de la loche (Misgurnus anguillicaudatus) possedent

des propriétés antioxydante. Les activités enzymatiques antioxydantes des macrophages
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pouvaient étre augmentées par une supplémentation en huile de poisson. Zheng et al.(2018),
ont découvert que I’hydrolysat isolé a partir de la gélatine de la peau du tilapia du Nil présentait
une activité antioxydante efficace. Ces activités sont principalement apparues dans la partie
comestible da la viande comme dans la partie des coproduits du poisson (Sila & Bougatef,
2016).

Jusqu’a présent, I’industrie alimentaire et les consommateurs sont davantage concentrés sur les
antioxydants naturels dans I’espoir de remplacer les additifs synthétiques, les antioxydants de
source naturelle semblent plus sir pour I’organisme humain et présentent des avantages pour la
santé (Caleja et al., 2017) (Fig. 04).
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Figure 04 : Mécanismes potentiels des avantages pour la santé de la consommation de

poisson et de leurs constituants bioactifs correspondants. (Chen et al., 2022)

1.6.4.2. Effet antimicrobien

Les préoccupations liées a I’évolution des microorganismes résistants aux antibiotiques ont
suscité un intérét accru pour I’exploration de I’utilisation de peptides antimicrobiens dans la

formulation de produits alimentaires fonctionnels et de médicaments. Néanmoins, de graves
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maladies et infections sont souvent déclenchées par I’exposition a des bactéries pathogenes. La
résistance aux médicaments antimicrobiens est devenue un probléme d’envergure mondiale,

suscitant des inqui¢tudes majeures a 1’échelle internationale (Kajumbula et al., 2018).

Les poissons se sont avérés posséder une activité antimicrobienne a large spectre pour tuer les
bactéries pathogénes. Des études ont démontré que le poisson était un agent thérapeutique
moléculaire promoteur pour les activités antimicrobiennes et activités anti-infectieuse (Shabir
et al., 2018).

De plus, les poissons vivent dans un environnement ouvert, avec une exposition directe aux
agents pathogénes potentiels. Dans cette optique, la peau des poissons constitue donc une
premiere ligne de défense essentielle contre de nombreux agents pathogénes présents dans
I’environnement. De nombreux types de recherches ont également porté sur les activités

antimicrobiennes des peptides isolés de la peau de poisson.

Seo et al. (2014),) ont évalué I’effet du peptide avec séquence Ser-Xle-Gly-Ala-Pro isolée du

thon listao (Katsuwonus pelammis) sur I’inhibition de I’infection de la peau de poisson. Ainsi
que I’anchois, la sole, et la crevette contiennent des peptides antimicrobiens. Ces peptides
contiennent genéralement de 12 a 100 acides aminés, une petite taille et ont une charge nette
positive, comme ils sont plus petits de taille, ils sont sécrétés plus rapidement a I’extérieur des
cellules, ce qui favorise la résistance immédiate aux microbes pathogénes (Wang et Wang,
2004).

Les peptides issus de I’hydrolyse de poisson présentent aussi un comportement microbicide
contre les bactéries, les parasites, et les champignons en détruisant la membrane protectrice. De
plus, ils favorisent la croissance des monocytes, des lymphocytes, les lymphocytes T et des

cellules dendritiques, ce qui contribue a I’immunité adaptative (Abd-Talib et al., 2022).

1.6.4.3. Effet anti inflammatoire

L’inflammation est une sorte de réaction de défense en réponse stimuli. En général, elle apparait
dans le corps lorsque les cellules ou les tissus subissent des lésions. Les monocytes et les
macrophages sont un élément essentiel du systeme immunitaire inné (Liu et al., 2017). Par
conséquent. Cependant, a ce jour, peu d’études ont fait état des activités anti-inflammatoires du
poisson. De nombreuses études ont noté que le poisson possede des effets positifs sur les

activités antioxydantes. De plus de nombreux chercheurs ont signalé que les activités
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antioxydantes s’accompagnaient d’activités anti-inflammatoires (Chen et al., 2022). Des études
in vitro ont évalué I’effet anti-inflammatoires, parmi eux une étude a montré que les hydrolysats
du jus de cuisson du thon présentaient une activité anti-inflammatoire, cette activité a été

évaluée en déterminant la sécrétion des cytokines IL-2, TNF-a, et TNF-y (Chen et al., 2021).

De plus, les poissons diététiques riches en acides gras ont été identifiés pour avoir potentiel en
matiere de propriétés anti-inflammatoires (Wall et al., 2010). Des recherches approfondies ont
été menées sur une large gamme de protéines alimentaires ayant des propriétés anti-

inflammatoires.

Les peptides des protéines de poisson peuvent atténuer la production de monoxyde d’azote
(NO) et de prostaglandine, supprimant ainsi I’expression protéique de ’enzyme synthase de

I’oxyde nitrique inductible et cyclooxygénase-2.

En outre, les peptides obtenus a partir de protéines végétales comme le blé, ont été associés a
des propriétés anti-inflammatoires. Cependant, certains peptides, comme par exemple, la
Lunasin (Oyama et al., 2017), un peptide de 43 acides aminés, s’est avéré avoir de puissant
effets anti-inflammatoires contre 1’inflammation induite par des produits chimiques dans les

entérocytes, les macrophages et les hépatocytes (Fernandez-Tomé et al., 2014).

Des résultats similaires ont eté enregistrés sur des cellules humaines (Kératinocyte, ostéoblaste,
et chondrocyte) en utilisant un hydrolysat de collagene de poisson et d’hippocampe
(Hippocampus kuda). Une diminution de ’expression des génes TNF-a et IL-6, associée a une
diminution de I’infiltration de macrophages M1 a été remarqué dans les tissus adipeux chez des

souris obeses (diete HFHS) supplémentées par un hydrolysat de saumon (Chen et al., 2022)

Le poisson a une efficacité thérapeutique potentielle en tant que médicine complémentaire. De
nombreuses études ont suggéré que le poisson et les produits dérivés du poisson pourraient étre
un candidat promoteur pour de nombreux effets bénéfiques pour la santé (Parolini, 2019). Des
chercheurs ont montré que la consommation de poisson pourrait avoir des effets bénéfiques sur

la santé humaine.
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1.6.4.4. Effet neuroprotecteur

Le systeme nerveux central est la partie essentielle du systeme nerveux, principalement dans la
moelle épinicre et le cerveau, fonctionnant généralement dans 1’apprentissage, la mémoire et le
controle du comportement. La maladie de Parkinson (MP) et la maladie d’ Alzheimer (MA) sont

deux types de maladies neurodégénératives liées au vieillissement du systéme nerveux central.

De nombreux recherches indiquent que le poisson posséde un potentiel thérapeutique diététique
dans le traitement de la MP et de la MA. Xu et al. (2015) ont rapporté que les peptides de
collagéne marin provenant du saumon avaient une action anti-acétylcholinestérase (AChE)
dans I’hippocampe des rats atteints d’asphyxie périnatale. AChE est un type d’enzyme qui joue
un réle dans la neurotransmission. Il a été rapporté que les inhibiteurs d” AChE pourraient étre

considérés comme une sorte de thérapie d’ Alzheimer (Singh et al., 2013).

Une autre recherche a également évalué que les peptides GIn-Gly-Try-Arg-Pro-Leu-Arg-Gly-
Pro-Glu-Phe-Leu avec un poids moléculaire de 1391 Da et le tétrapeptide Pro-Glu-Phe-Leu
isolé a partir de raie (Raja kenojei), ont présenté une forte activité inhibitrice de la p-sécrétase.

La Béta-amyloide joue un role critique précoce dans la pathogénese de la MA (Vassar, 2016).

1.6.4.5. Effet cardio-protecteur

Les maladies cardiovasculaires sont I'une des principales causes de décés dans le monde,
notamment les maladies coronariennes, les crises cardiaques, les maladies artérielles et
I’athérosclérose (Tarris et al., 2018). L’apport en acides gras polyinsaturés a longue chaine
omeéga-3 isolés a partir d’huile de poisson peut améliorer le risque cardiovasculaire (Zeng et
al., 2017), dans une autre étude, ont également démontré que la consommation de poisson est
associée a un risque réduit d’accident vasculaire cérébral et de maladie coronarienne (Bonaccio
et al., 2017).

Les maladies cardiovasculaires s’accompagnent généralement d’une hypertension (Lafeber et
al., 2016). Le peptide inhibiteur (Gly-Leu) isolé du saumon (Oncorhynchus keta) pouvait
diminuer significativement la pression sanguine systolique chez des rats spontanément
hypertendus ( Lee et al., 2014). Beaucoup de chercheurs ont suggéré que les peptides et les
huiles isolées du poisson ont une fonction cardioprotectrice bénéfique pour le traitement des

maladies cardiovasculaires en tant qu’aliments fonctionnels ou produits pharmaceutiques.
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1.6.4.6. Effets sur la peau

Les poissons présentent de nombreux d’autres avantages pour la santé, tels que la cicatrisation
des plaies de la peau (Chen et al., 2019). Des études ont montré que I’arginine et les acides
gras polyinsaturés oméga-3 présents dans le poisson ont démontré une intense efficacité sur les
infections et la cicatrisation des plaies (Sahid et al., 2018).

Le poisson est riche en AGPI, et les principaux mécanismes des AGPI pour atténuer
I’inflammation cutanée sont I’antagonisme avec 1’acide arachidonique inflammatoire et la
suppression de la production d’eicosanoides pro-inflammatoires. En particulier, les acides gras
présents dans le poisson ont montré divers avantages pour la peau, tels que la fonction de
barriere de la peau, la réduction de I’hyperpigmentation, I’amélioration de la cicatrisation et la

dermatite (Huang et al., 2018).
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CHAPITRE Il : MATERIELS ET METHODES

Il. 1. Matériel biologique

Le thon rouge de la Méditerranée (Thunnus thynnus) et le poulpe (octopus vulgaris) ont fait
I’objet de cette étude. Les poissons sont péchés au niveau des cotes Algériennes et nos
échantillons ont été achetés du marché de la ville de Mostaganem, entre le mois juillet et Aout
pour le thon rouge, et le mois d’Octobre pour le poulpe, pendant I’année 2020. Ensuite, ils ont

éte transportés au laboratoire dans des conditions refrigérees.
I1. 2. Préparation de la farine de muscle de thon rouge

Au niveau du laboratoire, les échantillons de thon ont été fraichement décortiqués dont I’os et
la peau ont été enlevés, et le muscle a été lavé puis les filets ont étés récupérés, et broyés a I’aide
d’un mixeur industriel Moulinex (Modele DPA141, 1000 W) a vitesse moyenne a temperature
ambiante. Le muscle broyé a été séché dans 1’étuve a 80°C pendant 20 min (Azizi Khesal et al.
2020), pour permettre la libération des huiles et de 1’cau. Aprés I’écoulement de cette période
le mélange est immédiatement pressé pour éliminer la partie liquide de la partie solide.
L’¢échantillon solide est réintroduit dans 1I’étuve a une température de 45°C pendant 24h puis
broyé a 1’aide d’un blinder pour obtenir la farine de muscle de thon ( Guerard et al., 2002;
Khelladi et al., 2018)

11.2.1. Extraction de I’huile de thon

L’extraction soxhlet représente la méthode d’extraction la plus fréquemment employée en
laboratoire, se basant sur le principe de I’extraction solide-liquide. Elle implique généralement
plusieurs phases, a savoir le prétraitement des matiéres premiéres, I’extraction de I’huile, le
processus de lavage, et enfin la désolvation. Les solvants organiques utilisés dans cette

technique sont généralement des solvants apolaires, notamment 1’hexane (Adeoti et al., 2014).

L’huile a été extraite de la farine de thon rouge a I’aide de dispositif soxhlet, en utilisant
I’hexane comme réactif d’extraction a 50°C pendant 6 heures. 25g de farine de thon ont été
introduites dans chaque cartouche filtrante de dispositif, puis placer dans les siphons de
’appareil (Figure 05). Des ballons de 250ml d’hexane sont placés sur la plaque chauffante. La

température est ajustée a 100°C, et une fois que I’hexane est atteint son point d’ébullition, la
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température est baissée a 50°C, et I’extraction dure environ 6 heures, jusqu’a ce que le solvant

qui se trouve dans les siphons devient transparent (Alara et al., 2019).

Apres récupération des ballons, et refroidissement & température ambiante, la matiére grasse est
récupérée par évaporation de ’hexane a 1’aide d’un évaporateur rotatif a 40°C pendant 20
minutes. Une fois refroidi, les ballons contenant la matiére grasse sont pesés, et le produit final
est conserve dans des flacons en plastiques.

La teneur en matiere grasse totale de 1’échantillon est calculée selon 1’équation suivante :
Matiere grasse%= [(M2-M0) / M1]x 100
MO= Masse en gramme du ballon vide

MI1= Masse en gramme de la prise d’essai

M2= Masse en gramme de ballon apreés extraction et séchage

Farine Délipidation de la
de poisson farine

Huile de thon
Figure 05 : Processus de I’Extraction et produit final de I’huile de thon
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11.2.2. Hydrolyse enzymatique de la farine du muscle de thon

Le but de cette étape est de cliver les protéines contenant dans le muscle de poisson par le biais
d’une enzyme protéolytique afin de libérer les peptides bioactifs. Comme il est important de
travailler dans des conditions de températures et de pH adaptées et bien contrélées a I’enzyme
utilisée, la méthode pH-stat développée par Adler-Nissen (1986) est utilisée dans cette étude,
pour réaliser I’hydrolyse enzymatique. Elle consiste & maintenir le pH constant par 1’ajout de
I’hydroxyde de sodium (NaOH) lors de I’hydrolyse enzymatique, et la quantité de soude

consommeée permet de calculer le degré d’hydrolyse.

L’enzyme utilisée dans ce travail est 1’ Alcalase 2.4L (Sigma Aldrich, Danemark). Cette enzyme
est produite par la fermentation d’une souche Bacillus lecheniformis. C’est une protéase
alcaline de type sérine dont le principal constituant est la subtilisine A, cette endo-peptidase a
une activité stéréosélective d’aminoesters importante. Les conditions optimales pour
I’utilisation de 1I’Alacalse sont définies comme suit : une température comprise entre 55°C et
70°C, I’échelle du pH varie de 7 a 10 dont I’optimum est un pH de 8. A la fin de I’hydrolyse,

I’enzyme est inactivee par un chauffage a 80°C pendant 5 minutes.
11.2.2.1. Préparation de I’hydrolysat de protéines

La farine délipidée de thon rouge est solubilisée dans I’eau distillée (V/3V), dans un appareil a
double paroi et a réservoir agité, le substrat est homogénéisé par I’agitation a 7000 tours/min.
Des que la température atteint 55°C, le pH initial de la solution est ajusté, a un pH de 8, avec
I’ajout d’une solution de NaOH a 1N. Apres stabilisation du systéme aux conditions optimales
pour I’action de ’enzyme, I’hydrolyse enzymatique est initiée par I’ajout de 1’Alcalase 0,1%
(VIV), le pH doit étre contrélé et maintenu (Fig. 06). La quantité de soude dépend de la
concentration des protons H* libérés pendant le déroulement de la réaction enzymatique. Pour
I’inactivation de I’enzyme apres 6 heures de réaction, la température est augmentée a 80°C
pendant 5 minutes, les hydrolysats sont par la suite centrifugés a 6000xg pendant 30 minutes a
4°C pour séparer les fractions insolubles et solubles, cette derniere est lyophilisée et stockée a

-20°C pour une utilisation ultérieure (fig. 07).
I1. 2.2.2. Calcul du degré d’hydrolyse

Le degré d’hydrolyse (DH) exprime le taux d’hydrolyse, il est déterminé par le nombre de

liaisons peptidiques clivées du nombre total de liaisons peptidiques. L’hydrolyse compléte
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d’une protéine en acides aminés libre a une valeur DH de 100%, tans dit qu’une protéine intacte
a un DH de 0%.

Le degré d’hydrolyse est déterminé selon Adler-Nissen (1986), par une équation définie comme
étant le nombre de liaisons peptidiques hydrolysées sur le nombres de liaisons peptidiques par
unité de masse :

DH=[(V. Ng)/ MP . .. ht)]. 100
V : volume de soude consommé durant I’hydrolyse (ml)

Ng : Normalité de la soude (mM)

o . Facteur de dissociation des groupements a-NH>

Mp : Masse protéique dans la matiéere fraiche (g) déterminée par la teneur en azote total (%
N)x 6,25

h:ot : nombres totales de liaisons peptidiques dans la protéine (éq.9.kg™)

T Inactivation de
I'enzyme:
chauffage a 80°C
pendant Smns

Matiére Titration: ajout
premiére: manuel de la soude
muscle de thon pour maintenir le pH

Hydrolyse Centrifugation:
enzymatique: 6h, 6000xg pendant
méthode pH-stat 30 min a 4°C

Farine de
poisson

e Addition de séparation des
I)ell[;::'dgltll;n pat I'enzyme: phases solubles
s Alcalase et insolubles

| pré-titration:
ajustement de pH
et Tempeérature

Farine delipidée
de poisson

Iyophilisation du
surnageant

Figure 06 : Hydrolyse enzymatique de la farine de muscle de thon par I’enzyme Alcalase
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Figure 07 : Produit fini de I’hydrolyse enzymatique des peptides de thon

I1. 3. Préparation de I’extrait aqueux de poulpe

2009 de poulpe lavés préalablement sont broyés, ensuite ajouter a 500 ml d’eau distillée,
ce mélange est agité a température ambiante pendant 24 heures. Apreés 1’écoulement du
temps, le mélange du poulpe et d’ecau distillée est récupéré et filtré par un papier filtre
Wattman n°1, le filtrat qui contient I’hydrolysat de poulpe est centrifugé a 4000xg pendant
15 minutes, le surnageant est récupéré puis lyophilisé pendant 72 heures. Pour la
délipidation, I’extrait lyophilisé est dissous dans 1’eau distillée (150 ml), un volume

adéquat d’hexane est ajouté, le tout est agité puis centrifugé a 10000 x g pendant 5 minutes

a température ambiante. Le surnageant est éliminé, et la solution aqueuse est lyophilisée
(Maselli et al. 2020) (fig. 08).

Lyophilisation

Poulpe Extraction aqueuse de Filtration +
poulpe Centrifugation

Délipidation
par Hexane

Extrait de poulpe Lyophilisation de

. Centrifugation
solution aqueuse

Figure 08 : Extraction aqueuse a partir de poulpe
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IL. 4. Analyse des acides gras d’huile de thon par chromatographie en phase gazeuse GC-

MS couplée a la spectrométrie de masse

L’analyse de I’échantillon lipidique a été réalisée au niveau de centre de recherche pour analyse
physico-chimique de Ouargla, I’appareil utilisé est un chromatographe (TQ8040NX) couplé a
un spectrophotométre de masse, 1’échantillon a été séparé sur une colonne capillaire (30 metres,
0,25 mm ID, 0,25um) garnie de 5% diphenyle, 95% dimethyl polysiloxane. Les températures
de I'injecteur et de détecteur sont fixées a 260°C (Song et al. 2019).

I1. 5. Analyse de Tocophérol présent dans I’huile de thon par HPLC

Pour la détermination de tocophérol présent dans 1’huile de thon rouge, un systeme HPLC,
équipé d’une colonne Zorbax Eclipse Plus C18 (4.6X250mm ; 5u) PN : 959990-902, la phase
mobile utilisée était du (A) : N-Heptane et de (B): Propanol2 (95/ 5%: A/B). Volumes
d’injection était de 05pul, le débit était de 0,8ml/min, et la température de four était de 40°C. Les
résultats ont été enregistrés par un détecteur FLD. a, B, y et 8 Tocopherol- synthetic, > 96%
(HPLC) ont été utilisés comme standard (Huang et al. 2021).

Il. 6. Evaluation in vitro des activites biologiques des difféerénts substrats
1. 6. 1. Détermination de P’activité antioxydante

Le DPPH (2,2-Diphényl 1-picrylhydrazyle) est un radical libre stable et accepteur d’électron
ou d’hydrogeéne. DPPH radical scavenging assay est déterminé selon la méthode de
(Memarpoor-Yazdi et al., 2012), des dilution ont été préparées a partir de la solution mére, 2
mg de chaque échantillon (peptides de thon, extrait de poulpe et glutamine) dans 2ml d’eau
distillée. Tandis que pour I’huile de thon, 2 mg ont été dissous dans 2 ml de diméthylsulfoxyde
(DMSO0). 200 pl de chaque échantillon ont été melangés avec 600 ul de méthanol et 200 ul de
solution DPPH préparés en avance (0.15mM dans le méthanol), le mélange a été incubé pendant
30 minutes a I’abri de la lumicre et a température ambiante, 1’absorbance de mélange a été
déterminée a 517nm par un spectrophotométre UV-visible. L’échantillon de contréle est réalisé
avec 800ul de méthanol et 200l de DPPH (0.15mM). Pour valider les résultats, chaque essai
est répété trois fois. On a pris éthyléne diamine tétra acétiqgue (EDTA) comme témoin. Les
résultats d’absorbance obtenus ont été convertis en taux de pouvoir anti-radicalaire (RSA %)

de DPPH selon I’équation suivante :

RSA= [(Abs controle- Abs échantillon) /Abs contréle]x 100
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IC50 est défini comme la concentration nécessaire de chaque substrat pour réduire 50% des
radicaux DPPH. La valeur d’IC50 de chaque substrat a été déterminée a partir de tracé

graphique de I’activité par rapport a différentes concentrations des substrats testés.
I1. 6. 2. Détermination de I’activité anti inflammatoire
1. 6. 2. 1. Méthode de stabilisation de la membrane des globules rouges humaines (HRBC)

L’activité anti inflammatoire in vitro de la stabilisation de HRBC de chaque substrat étudié a

été effectuée selon la méthode de (Chirumamilla et al. 2022).

Le sang a été prélevé d’un volontaire humain en bonne santé et qui n’avait pas pris d’AINS
(anti-inflammatoire non stéroidien) pendant deux semaines avant ’expérience. Il a été
additionné a un volume égal de solution Alsever sterilisé (2% dextrose, 0.8 sodium citrate,
0.05% acide citrique, et 0.42% chloride de sodium dans 100 ml d’eau distillée, et le pH de la
solution a été ajusté a 6 et 7). Apres une légere agitation, le melange a été centrifugé a 3000rpm
pendant 10 min, puis les cellules emballées ont été lavées avec une solution saline 0.9%. Une
suspension de HRBC 10% (V/V) dans une solution iso saline est préparée et utilisée

ultérieurement.

La solution d’essai est composée de 1ml tampon phosphate salin (PBS), 2 ml d’eau
physiologique 0.36%, 0.5 ml de la suspension HRBC et 1ml de solution de concentrations
variées de différents substrats (0.37, 0.75, 1, 1.5, 2 et 3mg/ml).

Le test controle est composé de Iml de tampon phosphate et 2ml d’eau et 0.5ml de HRBC. Le
diclofenac sodique a été utilise comme médicament de référence avec les mémes

concentrations.

Tous les mélanges d’essai ont été incubés a 37°C pendant 30 min, puis centrifuges a 3000rpm
pendant 30 minutes. L’hémoglobine présent dans le liquide surnageant a été estimée par un
spectrophotometre a 560 nm. Le pourcentage d’hémolyse a été estimé en supposant que
I’hémolyse produite dans le contenu était 100%. Le pourcentage de stabilisation ou de

protection de la membrane a été calculé en utilisant la formule suivante

Pourcentage de protection = [100-(densité optique de 1’échantillon/ densité optique du
contr6le)] x100
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Il. 6. 2. 2. Méthode d’inhibition de la dénaturation protéique

Une série de dilution a été préparée a partir d’une solution mere de 12.5mg de différents
substrats (Peptides de thon, extriat de poulpe et glutamine) dans 5ml d’eau distillée ou bien
DMSO pour I’huile de thon afin d’obtenir des concentrations de 2.5, 1.2, 0.6, 0.3, 0.15 et 0.05
(mg/ml)., Dans des tubes a essais, 2 ml de chaque échantillon ont été mélanges avec 200ul de
blanc d’ceuf et 2.8 ml PBS d’un pH 6.4. Cette étape a été succédée par I’incubation des tubes a
37°C pendant 15 min et par chauffage au bain marie pendant 5 min a 70°C. Apres
refroidissement des solutions, la densité optique est mesurée a 660nm. Le diclofenac est

considéré dans cette expérience comme test de contréle (Mirke et al., 2020).
Le pourcentage d’inhibition est calculé selon la formule suivante :
Pourcentage d’inhibition %= 100x (V¢/V:— 1)

Vt: absorbance d’échantillon

V.: absorbance de controle

Il. 7. Expérimentation in vivo des effets préventifs de produits bioactifs sur la colite

intestinale

L’¢étude a été réalisée sur des rats males albinos Wistar issues de I’institut Pasteur d’Alger,
pesant entre 80 et 100g lors de la réception. Les rats ont été logés dans des cages en
polypropyléne en raison de cinq rats par cage, et ils ont ét€¢ soumis a une période d’adaptation
de 7 jours dans des conditions de laboratoire standard, a une température de (25 = 2°C), et un
cycle de lumiére-obscurité de 12 heures. Les animaux ont recu un régime alimentaire standard

et ’ecau ad libitum pendant toute la période d’expérimentation.
11.7.1. Conception de I’étude

Aprés la période d’adaptation, les animaux ont été pesés et 19 lots ont été mis en place comme
suit (Fig.10) :

11.7.1.1. Les lots témoins

= Lot 1 (témoin négatif) : les rats ont regu que de I’eau distillée
= Lot 2 (témoin positif) : Introduction rectale d’'une monodose de 1ml d’acide acétique

(AA) a 5% (V/V) par rat afin d’induire la colite intestinale.
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11.7.1.2. Les lots du traitement curatif de la colite intestinale

Tous les rats des différents lots de traitement curatif sont soumis a une induction de la colite

intestinale par I’introduction d’une monodose de 1ml d’acide acétique (5%) par voie rectale le

premier jour de I’expérience puis traités par les différentes doses de traitement explorés dans

cette étude a savoir (Hydrolysats de peptides de thon, huile de thon, extrait de poulpe,

glutamine, et sulfasalazine) durant 7 jours successives.

Lot 3 : les rats de ce lot, sont traités par un médicament pharmaceutique (sulfasalazine
500mg/Kg) par gavage quotidien pendant 7 jours (Rafeeq et al., 2021).

Lots 4 et 5 : la colite a été induite tout d’abord chez les rats, Par la suite, ils recoivent
le traitement sous forme de peptides de thon (PT) par gavage a des doses de 100mg/Kg
et 400mg/Kg, respectivement (Ben Slama-Ben Salem et al., 2018).

Lots 6 et 7 : Apres I’induction de la colite, un traitement de doses différentes de 1’extrait
de poulpe (PP) (100mg/Kg et 400mg/Kg, respectivement) a été établi (Ben Slama-Ben
Salem et al. 2018).,

Lots 8 et 9 : Les rats ont été traités de la colite par ’huile de thon (HT) a deux doses
différentes (100mg/Kg et 260mg/Kg respectivement) pendant 7 jours (Zhang et al.,
2020).

Lots 10 et 11 : Un traitement de deux doses différentes de glutamine (Glu) (400mg/Kg
et 1000mg/Kg) pendant 7 jours ,a éte introduit par gavage chez les rats atteints de colite
(de Oliveira Santos et al., 2021).

11.7.1.3. Traitement préventif de la colite intestinale

Les rats sont dopés par les différents traitements testés dans cette expérimentation (Hydrolysats

de peptides de thon, huile de thon, peptides de poulpe et glutamine), pendant 7 jours, le dernier

jour la colite intestinale a été induite par la monodose rectale de 1ml d’acide acétique.

Lots 12 et 13 : les rats recoivent des doses de peptides de thon (100mg/Kg et 400mg/Kg
respectivement) par gavage pendant 7 jours successives, puis ils subissent une injection
d’acide acétique (J7)

Lots 14 et 15 : les rats ont recu le prétraitement avec deux doses différentes de I’extrait
de poulpes (100mg/Kg et 400mg/Kg, respectivement) pendant 7 jours, puis la colite a

été induite le dernier jour.
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= Lots16et 17 : les rats ont regu un prétraitement de deux doses différentes de 1’huile de
thon (100mg/Kg et 260mg/Kg, respectivement) pendant 7 jours, avant de provoquer la
maladie.

= Lots 18 et 19 : un prétraitement de deux doses différentes de glutamine (400mg/Kg et
1000mg/Kg, respectivement) a été administré aux rats pendant 7 jours avant

I’installation de la maladie.

I1. 7. 2. Induction de la colite

Chaque rat des groupes de traitements a été mis a jeune pendant 16 heures puis anesthésié avec
le chlorhydrate de kétamine chloride (150mg/Kg poids corporel) par voie intra-péritonéale, la
colite intestinale a été induite par I’administration intra rectale de 1ml de ’AA a (5% V/V)
(Ansari et al., 2021), a cette fin une sonde intra-rectale lubrifiée a été introduite soigneusement
dans le rectum de chaque rat mis a jeune d’une fagon de pénétrer jusqu’a 6-8 cm dans 1’anus
apres avoir fixé le rat en position de Trendelenburg. Les animaux ont été maintenus par la suite,
pendant 30 secondes en position renversée afin d’éviter I’expulsion rectale de I’AA. En fin de
manipulation chaque rat a été lavé avec une solution saline pour neutraliser la sévérité de I’AA

(fig. 09).

Figure 09 : Technique d’induction de la colite intestinale chez les rats
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Figure 10 : Schéma illustratif de la période expérimentale de I’induction et traitement de la
colite chez les rats Wistar conventionnels.
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11.7.3. Parameétres controlés

Le parametre d’indice d’activité de la maladie (IAM) a été évalué pour chaque rat dés le début

de I’expérimentation.

A la fin de traitement et de la période d’expérimentation, le sang de chaque rat a été prélevé et
le sérum est conservé a -80°C afin d’estimer les indicateurs liés au stress oxydatif
(malondialdéhyde (MDA), glutathion (GSH) et le catalase (CAT) et peroxyde dismutase
(SOD). Ensuite a I’aide de chloroforme les animaux ont été euthanasiés, le colon a été isolé
attentivement et rincé avec de I’eau physiologique glacée 3 fois, ensuite sa longueur et son
poids ont été mesurés, en plus de I’analyse macroscopique et microscopique des colons isolés,

les parametres du stress oxydatif colique (CAT, GSH, SOD et MDA) ont été évalués.
I1.7. 3.1. Score de ’indice de I’activité de la maladie

Le poids corporel, la consistance et I’état de la matiere fécale des animaux, la présence ou
absence de sang dans le rectum, entre le moment de I’induction de la colite et I’euthanasie ont
été évalués (Xiang et al., 2021). Afin d’estimer I’'TAM, la valeur moyenne des parametres ci-

dessus a été prise en compte, les critéres spécifiques ont été presentés dans le tableau 02.

Table 02 : Score d’indice de I’activité de la maladie (IAM). (Xiang et al., 2021)

Score IAM Score Perte de | Score consistance Score des
poids des selles saignements
0 0 Normale Pas de
saignement
1 1-5 Selles molles Saignement léger
2 5-10 - -
3 10-15 diarrhée Saignement brut
important
4 >15 - -

Il. 7. 3.2. Sacrifices des animaux et prélevement du sang et des organes

En fin de période d’expérimentation, les rats ont été mis a jeun pendant une nuit. Ils étaient
sacrifiés par décapitation. Le sang a été recueilli dans des tubes d’EDTA destiné au dosage des
parametres hématologiques, et des tubes héparine pour le dosage des parametres biochimiques
de I'inflammation. Ensuite, le colon a été prélevé, rincé avec 1I’eau physiologique et conservé

dans du formol, la rate a été récupéré, sa taille et son poids ont été mesurés (Fig. 11).
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A) B)

Figure 11 : Préléevement de sang par le sinus de I’ceil (A) et par ponction cardiaque (B)

11.7.3.3. Evaluation macroscopique des lésions coliques

Evaluation des lésions macroscopiques coliques telles que le raccourcissement,
I’épaississement, 1’cedéme, le saignement, ’hyperémie, les érosions et la nécrose de la
muqueuse ont été effectuées. Ces lésions ont été classées comme normales, légeres, modérées
et séveres. Ainsi la détermination du rapport poids/longueur du colon et de la rate a été
enregistrée ( Morris et al., 1989 ; Millar et al., 1996 ).

I1.7. 3.4. Détermination biochimique de I’inflammation dans le sérum

Le sang a été prelevé dans des tubes spécifiques, puis ils ont été centrifugé (4°C) a 3000
tours/minute, le sérum a été récupéré (Rafeeq et al., 2021). Les taux du MDA, SOD, CAT et
GSH sériques ont été mesuré a 1’aide des Kits de dosage immuno-enzymatique (ELISA) (Cell

Biolabs, San Diego, CA, USA) conformément aux instructions du fabricant.
11. 7. 3.5. Détermination biochimique de ’inflammation du colon
A Préparation d’homogénats tissulaires

Les tissus du colon excisés dans tous les groupes de traitement des animaux ont été
homogénéisés avec un tampon phosphate réfrigéré (0,1M ; pH 7,4), ensuite ces homogénats de

tissus ont été centrifugés a 700 g a 4°C pendant 10 minutes pour séparer les débris nucléaires.
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Les surnageants obtenus ont été centrifugés a 9000 g a 4°C pendant 20 minutes pour isoler le
surnageant post-mitochondrial (SPM) (Imam et al., 2016).

Le niveau de glutathion total (GSH), d’activité enzymatique de la catalase (CAT) et superoxyde
dismutase (SOD) des tissus a été évalué dans les SPM de I’homogénat du colon de I’ensemble

des rats expérimentaux.
B. Evaluation de ’activité de peroxydation des lipides

Pour évaluer les niveaux de malondialdéhyde colique (MDA), un volume de 0,25 ml
d’homogénat a été incubé pendant 1h a 37°C, additionné a 0,5 ml de TCA refroidi a 5% (p/v)
et 0,5 ml d’acide thiobarbiturique a 0,67 %, le tout est centrifugé (1000 tours, 15 minutes), le
surnageant obtenu a été placé dans un bain mari bouillant pendant 10 min, I’absorbance de la

couleur rose développée a été mesuré a 535 nm (Esterbauer et al., 1990).
Il. 7. 3. 6. Evaluation des niveaux d’antioxydant

L’évaluation de GSH a été faite selon la méthode de Jollow et al. (1974), 1 ml de GSH a été
précipité avec 1ml d’acide sulfosalicylique (4%), ensuite incubé a 4°C pendant 1h. Les
échantillons ont été centrifugés (1200 tours pendant 15 min a 4°C), le mélange de I’essai
contenait 0,1 ml de surnageant, 1ml de tampon phosphate (0,1 M, pH 7,4) et 0,2 ml d’acide
dithio-bis-2-nitrobenzoique (0,4 %) dans un tampon phosphate, 0,1 M, pH 7,4 dans un volume
total de 2 ml. L’absorbance a été lue a 412 nm dans les 5 minutes aprés I’ajout de DTNB aux

mélanges réactionnels.

En présence de catalase, la décomposition de peroxyde d’hydrogéne conduit a une diminution
de I’absorption de la solution de H20. Pour déterminer les niveaux de CAT, le milieu
réactionnel contient 1,95 ml de tampon phosphate (0,1 M ; pH 7,4), 1 ml de peroxydase
d’hydrogeéne (0,019 M) et 0,05 ml de SPM, I’absorbance a été suivie chaque minute pendant 5
minutes a 240 nm (Ain et al., 2019).

L’activité superoxyde dismutase (SOD) a été mesurée en utilisant un sel de tétrazolium pour la
détection des radicaux superoxydes générés par la xanthine oxydase et I’hypoxanthine, et la

lecture a €té faite a 340nm (Bastaki et al., 2022).

Chapitre 11 : Matériels et Méthodes 37



BOUHEND Abla (2023). Modulation nutritionnelle de ['inflammation intestinale par les pharmaconutriments.

1l. 7. 4. Evaluation microscopique de la RCH

L’étude histologique a été réalisé au sein du laboratoire d’anatomo-pathologie de 1’hdpital

« Cheguivara » de Mostaganem, et elle est représentée par les différentes étapes suivantes :

= Fixation : juste aprés le prélevement, la fixation est réalisée pour éviter toute
décomposition (altération microbienne) ou autolyse (dégradation tissulaire due aux enzymes)
des tissus, préservant ainsi autant que possible leur état d’origine. Le volume du fixateur est
maintenu entre 20 et 50 fois celui du prélévement. Les fixateurs couramment utilisés sont le
formol ou le liquide de Bouin. Les organes restent dans le fixateur pendant 24 a 48 heures,
totalement immergés. Dans notre cas, nous avons utilisé du formol a 10%, cette technique nous
permet de conserver nos échantillons pendant plusieurs semaines.

= Mise en cassette : Chaque échantillon est placé dans une cassette. Elles sont ensuite
immergees dans une solution de formol & 10%. Cette méthode méticuleuse de mise en cassette

assure une organisation efficace des échantillons en vue des analyses ultérieures (fig.12).

Figure 12 : Fixation dans le formol et mise en cassette

= Déshydratation : la déshydratation est essentielle pour éliminer 1’eau des organes. Elle
consiste a immerger les organes dans de I’alcool a des degrés croissants : alcool a 70° (acétone
I) pendant 45 minutes, alcool 90° pendant 45 minutes, et alcool absolu a 100° pendant 45
minutes. Toutes ces opérations se déroulent dans des bacs hermétiquement fermés, sauf lors du
paraffinage a 56°C, suivi du refroidissement des blocs au congélateur.

= Clarification : aprés la déshydratation, un solvant de paraffine est utilisé pour éliminer

I’alcool par trois bains successifs de toluene ou de xyléne a 40°C pendant 2 heures.

Chapitre 11 : Matériels et Méthodes 38



BOQUHEND Abla (2023). Modulation nutritionnelle de l'inflammation intestinale par les pharmaconutriments.

= Inclusion : L’ensemble de processus d’inclusion dure 24 a 48 heures. Aprés le dernier
bain de paraffine, 1’échantillon est placé dans de la paraffine fondue et coulé dans des cassettes
d’inclusion. Ensuite la paraffine est refroidie dans le congélateur, solidifiant ainsi en bloc prét
a étre coupé.

= La microtomie : le microtome est utilisé pour obtenir des coupes d’une épaisseur de 3
a 5 um. La coupe est obtenue en passant régulierement la piece a couper devant la lame du

microtome. Les coupes obtenues sont ensuite déposées sur les lames (Fig. 13).

Figure 13 : A) automate de la circulation (déshydratation), B) I’inclusion, C) la microtomie
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= Etalement des coupes sur les lames : les coupes sont délicatement étalées sur les
lames, puis elles sont numérotées pour identification a 1’aide d’un crayon diamanté. Ensuite,
les lames sont chauffées a 37°C sur une plaque chauffante pendant deux heures, puis elles sont
placées dans une étuve a 56°C pendant deux heures supplémentaires pour favoriser 1’étalement.

= Déparaffinage et hydratation : la paraffine étant hydrophobe et les colorants étant
hydrophiles, une étape de déparaffinage est nécessaire. Cela implique une série de bains,
d’abord dans des solvants permettant 1’¢limination de la paraffine (toluéne ou xyléne) pendant
10 minutes a chaque bain, suivis de bains dans des alcools (éthanol) de degré décroissant, de
95° a 50°, suivi d’un ringage a 1’eau courante pendant 1 minute pour 1’hydratation finale.

= Coloration des lames : afin de renforcer le contraste et mettre en évidence les différents
constituants cellulaires et tissulaires, une coloration des coupes est appliquée. Pour ce faire, les
lames sont trompées de maniere successive dans des bains d’hématoxyline, carbonate de
lithtum, avec des ringages intermédiaires a 1’eau.

= Déshydratation : pour préparer les coupes au montage, une déshydratation inverse est
réalisée en plongeant les lames dans deux bains, d’abord dans du xyléne, puis dans I’alcool
éthylique, pendant 15 minutes a chaque bain, afin d’éliminer I’cau résiduelle. Aprés la
coloration, une goutte de colle EUKITT de montage est deposée sur les coupes, suivie de
I’application d’une lamelle de maniere a ce que la résine recouvre I’ensemble de la coupe. Lors
de manipulation, il est essentiel d’éviter I’entrée des bulles d’air entre la lame et la lamelle (fig.
14).

Figure 14 : A) la coloration, B) montage des lames
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Pour I’évaluation qualitative de tout changement histologique, toutes les lames préparées
antérieurement ont été examinées par un pathologiste en aveugle au microscope optique. Les
photos ont été prises par un appareil photo numérique fixé au microscope afin de détecter les
Iésions de la muqueuse, les ulcérations, les érosions, les hémorragies et les nécrose, et pour

évaluer les éventuels effets protecteurs des substrats étudiés.

11.8. Etude statistique

Chaque expérience a été reproduite en trois répétitions, et 1’analyse statistique, y compris
I’évaluation des effets des variables et de leurs interactions, a été réalisée a I’aide de 1’analyse
de variance (ANOVA). La signification statistique a été établie pour un seuil de probabilité de
p<0,05.
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CHAPITRE I1l: Résultats et Discussion

I11.1. Hydrolyse enzymatique de la farine du muscle de thon

Pour suivre I'évolution de I'hydrolyse enzymatique de la farine du muscle de thon, le
pourcentage du degré d’hydrolyse (DH %) en fonction du temps a été mesuré par la méthode

pH-stat, en appliquant les conditions optimales (55 °C et pH = 8) (Fig. 15).

Apres extraction et centrifugation, I’échantillon hydrolysé a montré une séparation en deuXx
couches, le surnageant et le culot présent au fond. Le surnageant contenant les protéines et
peptides bioactifs a été recueilli a ’aide d’une pipette et lyophilisé. Le lyophilisat collecté est

conservé pour des analyses ultérieures.

80.00 y = 31.894In(x) + 12.221
20,00 R2=0.993 o
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Figure 15 : Courbe de progression de 1’hydrolyse enzymatique exprimée par degré

d’hydrolyse en fonction du temps.

Afin de produire des hydrolysats avec une bio-activité anti-inflammatoire, 1'Alcalase s’est
avérée étre I'une des protéases les plus efficaces pour ces sources de protéines. Cette protéase
produit des hydrolysats a activite anti-inflammatoire importante a partir d'ceufs et de produits

laitiers, ainsi que d'animaux terrestres et marins (Rivera-Jiménez, et al., 2022).
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Des expériences sur la viande et les ceufs de requin (Arctoscopus japonicus) ont montré que
I'nydrolysat d'Alcalase avait une activité inhibitrice d’oxyde nitrique synthase (NO) in vitro
plus élevée que les produits fabriqués par Flavourzyme et Neutrase (Jang et al., 2017).

De plus, dans une autre étude, 1’hydrolysat enzymatique alcalin du jus de cuisson du thon, a
montreé des effets inhibiteurs plus puissants sur les médiateurs inflammatoires tels que le TNF-
a et I''FN-y dans les macrophages par rapport a I'hydrolysat produit par Flavorzyme (Cheng
et al., 2015).

Ainsi, que I'hydrolysat de muscle noir de listao (Katsuwonus pelamis), dans lequel
I'nydrolysat produit par Alcalase avait une meilleure activité anti-inflammatoire en inhibant
TNF-a, IL-6, IL-1B et NO par rapport a I'nydrolysat de Flavorzyme in vitro (Chansuwan, &
Chinachoti, 2019).

Cependant, I'hydrolysat de 1’espéce du thon listao a également été produit en utilisant de la
pepsine en combinaison avec une protéase animale d'origine inconnue et a montré une bonne
activite anti-inflammatoire contre la production de TNF-a, IL-6, IL-1p et NO in vivo (Xiang
et al., 2021).

I11.2. La teneur en matiere grasse totale

La moyenne de la valeur nutritionnelle a été évaluée en utilisant des échantillons de muscle de
thon rouge. Pour déterminer la teneur totale en lipide, une méthode d’extraction continue a été

appliquée, méthode de Soxhlet.

On a enregistré un pourcentage de 15.32+0,8% pour la teneur en matiére grasse totale de

I’échantillon.

Cette teneur relativement élevée en matiere grasse indique que le thon rouge est une source
importante d’acide gras (Lakminiet al., 2022). Cependant, il est important de noter que la teneur
en matiere grasse peut varier en fonction de divers facteurs tels que 1’dge du poisson, son
alimentation et son habitat. Par conséquent, il est essentiel de prendre en compte ces variables

lors de I’analyse de la composition nutritionnelle du thon rouge (Messina et al., 2022).

I11.3. Caractérisation des acides gras d’huile de thon rouge par GC-MS

couplée au spectrométrie de masse

La composition de I’huile de thon rouge analysée par GC-MS couplée au spectrométrie de
masse est illustrée dans le tableau 03. Environ 15 acides gras identifiés dans cette huile extraite

de thon, les principaux acides gras décelés sont I’acide palmétique (C16 :0), acide oléique (18:1
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cis-9) et I’acide docosahexaénoique (omega 3, DHA). L'acide palmétique a était détecté avec
des niveaux plus au moins élevés dans I’huile de thon avec un pourcentage d’environ 23,6 %,
ceci concorde avec les résultats des travaux établis par Renuka et al. (2016), ou I’acide
palmétique est le principal acide monoinsaturé présent dans I’huile de thon étudié¢ et qui est
d’un seuil de 17, 12% Cette analyse a montré que I’huile de thon est une bonne source d’oméga
3 représentée par ’acide linoléique (2, 35%), I’acide Eicosapentaénoique EPA (1,1%) et ’acide
Docohéxaénoique DHA (6,05%), la somme des ratios d’acides gras polyinsaturés n-3 était plus
élevée par rapport a celles des acides gras n-6. Chez le thon a yeux jaunes, un résultat similaire
a été établi dont le ratio de DHA/EPA et n3/n6 était de 8.97/ 5,25. (Renuka et al., 2016)

Le thon rouge est riche en acides gras polyinsaturés tels que I'EPA et le DHA, ainsi qu'en acide
arachidonique, qui sont essentiels a la santé et sont fournis exclusivement par les aliments
consommeés. Ces acides gras sont connus pour leurs propriétés anti-inflammatoires et leur
capacité a atténuer divers troubles métaboliques et neurologiques (Ain et al., 2019).

De nombreuses études épidémiologiques et cliniques, ont prouvé que la consommation d'huile
de poisson a un effet préventif contre les maladies cardiovasculaires, d’hypertension, de diabéte
et dautres troubles inflammatoires (Innes & Calder, 2018, Jiang et al., 2022), ce qui est
considéré comme associe aux acides gras polyinsaturés a longue chaine (AGPI-LC) n-3,
principalement l'acide eicosapentaénoique (EPA) et l'acide docosahexaenoique (DHA)
(AbuMweis et al., 2018).

Par conséquent, les AGPI-LC n-3, en particulier 'EPA et le DHA, sont largement utilisés dans
les produits de soins de santé. L'huile de thon, une source naturelle d'AGPI-LC n-3 sous forme
de triacylglycérols (TAG), contient du DHA et d'EPA (Zhang et al., 2018). Bien que sa teneur
en AGPI-LC n-3 soit plus élevée que celle des autres huiles de poisson, l'utilisation des AGPI-
LC n-3 en tant qu'ingrédient fonctionnel dans les aliments industriels ou composés actifs en
pharmacologie nécessite une étape de purification supplémentaire sous une forme chimique qui

est facilement métabolisée avec une bonne stabilité contre I'oxydation.
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Tableau 03 : Composition des acides gras de I’huile de thon déterminé par GC-MS

Acides gras (r?wli-rl;) ?g/i ‘;1
Phénol, 2,4-bis(1,1-diméthyléthyl) 12.37 | 0.59
Acide tridécanolque 14.796 | 0.66
Acide 9-hexadécénolque ester méthyle (acide
palmitoléique) 16.762 | 1.26
Acide hexadécanolque ester méthyle 16.976 | 21.15
Acide 6-hexadécénolque, 7-méthylé ester méthyle (acide
palmitoléique) 17.581 | 0.85
Acide hexadécénolque, 15-méthyl, méthyl ester 18.047 | 1.08
Acide 9-octadécénolque ester méthylé (acide oléique) 18.852 | 2.49
Acide 9-octadécénolque ester méthylé (Z,Z) 18.919 | 10.77
Acide 9,12-octadécadiénolque ester méthylé (Z,Z) (acide
linolgique) 18.986 | 2.35

Acide heptadécanolque ester méthylé (acide margarique) 19225 | 93

Acide eicosatétraénolque 21.302 | 1.21
Acide eicosapentaénolque (EPA) 21.434 | 1.1
Acide 11-eicosénolque (oméga-9) 22057 | 1.49
Acide docosahexaénolque (DHA) 25505 | 6.05
Acide hexdécanolque (acide palmitique) 35819 | 236
Méthyl 14-méthyl-eicosanoate 18.7

(2)-1-(2,6,6-triméthyl-1-cyclohexen-1-yl)-2-buten-1-one | 12.13

111.4. Analyse de Tocophérol présent dans I’huile de thon par HPLC

HPLC phase normale est considérée comme la meilleur méthode pour I’analyse de la vitamine.
E, elle permet la séparation totale des isomeres, des tocophérols et tocotriénols. Son but est la
séparation sélective des isomeres béta et gamma.

Les résultats de 1’analyse de I’échantillon d’huile de thon rouge par HPLC sont représentes en
tableau 04. Les résultats ont revélé que I’huile de thon renferme 4 isoméres, le plus abondant

est I’isomére alpha avec une concentration de 38.77ppm, suivi par beta tocopherol avec une
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quantité de 22,71 ppm. Apres quatre minutes, I’isomere delta a été identifié avec une faible
teneur de 2, 78 ppm (Fig. 16).

L’échantillon d’huile a été comparé aux spectres d’absorption standard des alfa-tocophérol,
béta-Tocophérol, gamma-tocophérol et delta-tocophérol, avec des temps de rétention de 2.50,
3.166, 3.542 et 4.013 respectivement. L’analyse de HPLC en phase normal a montré un taux

plus au moins important de gamma-tocophérol avec une valeur de 14,25 ppm

T " T —
2 < -]

Figure 16 : Composition de Tochophérol vitamine E contenu dans 1’huile de thon

Tableau 04: Différents isomers de la vitamine E de ’huile de thon.

Composés Temps de rétention Quantité (ppm)
(min)
a-Tocophérol 2.500 38.77
B -tocophérol 3.166 22.71
Y -tocophérol 3.542 14.25
d -tocophérol 4.013 2.78

Le tocophérol est un micronutriment primordial au bon fonctionnement global de 1’organisme
humain, cette vitamine est contenue dans 1’huile de thon avec une quantité satisfaisante. La
présence des quatre isomeéres (a, B, y et 3) dont o tocophérol est la plus abondante, est la forme
la plus fréquente de la vitamine E confere a I’huile de thon plusieurs vertus. La vitamine E
constitue un anti-inflammatoire et un antioxydant efficace. Dans certaines études, le traitement
par cette vitamine dotée de propriétés anti-inflammatoires s'associait a une réduction

significative du score histologigque et donc de la sévérité de la colite chez des rat enflammés
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(Grar et al., 2017). En outre, les isoméres a et y tocophérol ont empéché l'altération de

I'épithelium intestinal induite par les cytokines (Bastaki et al., 2022).

111.5. Détermination de I’activité antioxydante in vitro

X/

% DPPH radical scavenging assay

La capacité d’absorption des radicaux libres des différents substrats étudiés a été évaluée par la
réduction de 1’absorbance causée par le radical DPPH. La figure 17 illustre respectivement
I’activité de piégeage des radicaux DPPH des substrats étudiés (huile de thon, peptides de thon,
peptides, extrait de poulpe, la glutamine, et PTEDTA comme standard), traduite par le

pourcentage d’inhibition (%) en fonction des différentes concentrations.
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Figure 17 : Effet anti-radicalaire de I’huile de thon, glutamine, extrait de poulpe et de thon sur

la réduction du DPPH comparé avec ’EDTA (n= 3).

Toutes les concentrations de I’hydrolysat étaient significatives (P<0,05). Les résultats indiquent
clairement que I’huile de thon & une activité anti radicalaire importante parmi les substrats
étudiés, il a enregistré une valeur de 80,78+0,05%, suivi par ‘extrait de poulpes avec une valeur

de 61,27+0,84%, les peptides de thon et la glutamine ont enregistré un pourcentage de pouvoir
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réducteur de 59,85+0,20% et 49,90+0,88% respectivement par contre le standard EDTA tend

vers 86,15+0,07% a une concentration de 1mg/ml.

Les résultats sont aussi exprimés en termes d’IC50 (la concentration nécessaire pour réduire
50% des radicaux libres). Cette valeur a été calculée par régression linéaire des pourcentages

d’inhibition en fonction de différentes concentrations exprimées en mg/ml.

L’IC50 est défini comme étant la concentration nécessaire pour éliminer 50% des radicaux
libres, il est utilisé comme paramétre pour mesurer Iactivité de ’extrait de piéger le radical
libre. La valeur d’IC50 des différents substrats a ¢été¢ estimé par régression linéaire des
pourcentages d’inhibitions calculées en fonction de cinq concentrations différentes des
substrats étudiés et est exprimé en mg/ml. L’activité anti radicalaire de 1’huile de thon est
importante, cela est confirmé par la valeur d’IC50 qui est de 0.15mg/ml, tandis que ’EDTA a
enregistré une valeur d’IC50 de 0.06mg/ml, 1’évaluation d’IC50 de I’extrait de poulpe, de
peptides de thon et de glutamine revele une fourchette de 0,17, 0,25 a 0.79mg/ml

respectivement.

La détermination de lactivité de piégeage du radical DPPH est la premiere méthode
d'évaluation des propriétés antioxydantes potentielles d'une molécule. Le peroxyde d'hydrogéne
est I'un des principaux types d'especes réactives de I'oxygene (ROS), et la détermination de son
activité de piégeage est largement utilisée et constitue une méthode pratique pour confirmer
I'activité antioxydante (He et al., 2018 ; Kim et al., 2023).

Les médicaments antioxydants synthétiques sur le marché ont certains effets secondaires, qui
ne sont pas propices a une utilisation a long terme. C'est pourquoi on s'intéresse de plus en
plus aux antioxydants naturels, qui sont plus sdrs que ceux synthétisés chimiquement, et dont
certains peuvent étre plus efficaces que les médicaments de synthése (Derbel et al., 2023).
Par conséquent, cette étude a examiné le potentiel antioxydant des peptides bioactifs dérives

du poisson et d’huile de poisson par un test de neutralisation des radicaux libres DPPH.

L’activité antioxydante du DPPH s'est aveérée augmenter proportionnellement a la
concentration de tous les échantillons testés. L'étude de Alzahrani et al. ( 2018), a montré que
I'nydrolyse enzymatique ne pouvait pas augmenter l'activité antioxydante, si le peptide
spécifique a activité antioxydante n'était pas libéré ou si le peptide actif était inactivé par

digestion.
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Une autre étude a demontré que l'effet de l'activité antioxydante protéolytique semble
dépendre du degré d'hydrolyse et du type d'enzyme utilisé (Sbroggio et al., 2016). D'autre
part, des études réalisées sur les microalgues Porphyra columbina (Cian et al., 2012) et
Palmaria palmeadas (Park et al., 2012) ont montré une activité antioxydante accrue des

peptides.

Ainsi, ces résultats obtenus sont également similaires a ceux observés avec différentes
concentrations d'hydrolysat d'huitre (Saccostrea cucullata) (Sui et al., 2019), de roussette
(Mustelus Mustelus) et d'hydrolysat de sardine (Sardinella aurita) (Meijer et Wijffels, 1998).
De plus, de nombreux chercheurs ont rapporté que l'activité antioxydante s'accompagne d'une

activité anti-inflammatoire (Drira et al., 2021 ; Derbel et al., 2023)
111.6. Détermination de I’activité anti inflammatoire
111.6.1. Méthode de stabilisation de la membrane des globules rouges humaines

La figure 18 illustre 1’effet protecteur de ’huile de thon, des peptides de thon, de I’extrait de
poulpe ainsi que la glutamine comparée avec 1’effet de I’anti-inflammatoire Diclofenac contre
I’hémolyse des globules rouges induite par la chaleur. Les résultats indiquent que ces substrats

présentent une inhibition hautement significative (p<0.05) de I’hémolyse des globules rouges.

L’inhibition maximale a été enregistré chez 1’huile de thon avec un pourcentage de protection
maximal de 59.22+0.22%, suivi par I’extrait de poulpe a une valeur de 50,32+0,41%. Par
ailleurs, les peptides de thon et la glutamine ont enregistré un pourcentage de protection moyen
de 40,05+0,29%, et de 43.56+0.30% respectivement, a la dose de 3mg/ml. L’anti-inflammatoire
synthétique le Diclofenac, pris dans cette étude comme témoin positif présente une inhibition
trés élevée de 88.89+0,22% a la méme concentration. On a constaté aussi que I’augmentation
de ’effet inhibiteur de ’hémolyse des globules rouges et en corrélation avec ’augmentation
des concentrations. L’huile de thon exerce un effet anti inflammatoire important, ce qui rond sa

possibilité de I'utiliser comme un traitement alternatif dans la protection de I’inflammation.
111.6.2. Méthode d’inhibition de la dénaturation protéique

Les résultats de I’inhibition de la dénaturation des substrats étudiés ont été démontré par la
figure 19. On remarque que I’huile de thon a présenté une meilleure inhibition, d’une valeur de

82,53+0.97%, enregistré a la concentration de 2,5 mg/ml, semblable aux résultats obtenus avec

le médicament anti inflammatoire le Diclofenac dont son inhibition maximale est de
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89,50+0.90% a la méme concentration. Le pourcentage d’inhibition relevé par la glutamine et
les peptides de thon sont estimés respectivement de 58,54+1,58% et 51,88+0,85%, alors que
les peptides de poulpe ont la plus basse inhibition de 47,23+2,82%, toujours a la concentration
de 2,5mg/ml.
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Figure 18: Pourcentage de la stabilisation de la membrane des globules rouges traités par les
différents substrats (huile de thon, peptides de thon, extrait de poulpe, glutamine et

le Diclofenac) n=3.
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Figure 19 : Pourcentage d’inhibition de la dénaturation des protéines par les différents substrats
(huiles de thon, peptides de thon, extrait de poulpe, glutamine et le Diclofenac)
n=3.

Dans cette recherche, on a étudié les effets anti-inflammatoires susceptibles liés a ces substrats.
Cet effet peut étre démontré par la méthode de stabilisation de la membrane induite par la
chaleur et la méthode d'anti-dénaturation de I'ovalbumine. 1l s'agit d'un processus dépendant de
la concentration, il y a une corrélation proportionnelle entre la protection et l'augmentation de

la concentration de I'échantillon.

Au cours de l'inflammation, dans le cadre de leur role défensif, les leucocytes libérent leurs
enzymes lysosomales, y compris les protéases, ce qui provoque des lésions tissulaires
supplémentaires et une inflammation ultérieure (Gunathilake et al., 2018). Les dommages
causés aux membranes cellulaires rendent la cellule plus vulnérable aux dommages secondaires

par le biais de la peroxydation des lipides induite par les radicaux libres (Umapathy et al., 2010).

La régulation du volume et de la teneur en eau des cellules peut se faire, par I'intermédiaire des
protéines membranaires, en contrlant le mouvement des ions sodium et potassium, et les
dommages causés a la membrane affecteront cette fonction (Gunathilake et al., 2018). 1l est

noté que, la membrane érythrocytaire est similaire a la membrane lysosomale (Gautam, et al.,
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2013 ; Kumar, et al., 2018) différents paramétres nocifs tels que la chaleur et le milieu

hypotonique entrainent la lyse de La membrane des globules rouges (Hossain, 2014).

La stabilisation de ces membranes cellulaires peut retarder ou inhiber la lyse et la libération
subséquente du contenu cytoplasmique qui, a son tour, minimise les dommages tissulaires et,
par conséquent, la réponse inflammatoire. Par ailleurs, les substances qui contribuent de
maniere significative a la protection de la membrane cellulaire contre les substances nocives
sont importantes pour inhiber la progression de I'inflammation. Les substrats testés stabilisant

cette membrane, peuvent aussi stabiliser les membranes lysosomales (Gautam, 2013).

Lorsque les protéines sont exposées a des facteurs de stress externes ou a des substances telles
que des acides et des bases fortes, des sels concentrés, des solvants organiques ou la chaleur,
elles perdent leur structure tertiaire et secondaire. La dégradation des protéines biologiques
conduit a I'arrét de leurs fonctions biologiques. La cause la plus fréquente d'inflammation est

la dénaturation des protéines (Derbel et al., 2023)

La régulation de I'inflammation repose sur la stabilisation lysosomale en inhibant la libération
de composants lysosomiques des neutrophiles actifs, y compris les protéases et les enzymes
bactéricides, a partir des neutrophiles activés, induisant ainsi une inflammation tissulaire
supplémentaire et endommageant la libération extracellulaire. Nos substrats peuvent inhiber
les processus susceptibles d'augmenter ou d'accélérer les composants intracellulaires (Chen
et al., 2022). Selon les résultats des tests in vitro, les peptides bioactifs et I’huile de poisson
ont montré une activité anti-inflammatoire significative par rapport au témoin (Gunathilake
et al., 2018).

I11.7. Etude in vivo

Aprés une semaine d’adaptation, les rats Wistar agés de 4 semaines ayant un poids de 80-100g,
ont été répartis aléatoirement en 19 lots, chaque cage contenait 5 rats. Tous les groupes ont recu
un régime commercial standard, les rats de chaque groupe ont recu un des pharmaco-nutriments

comme substrats étudiés, avec une dose déterminée.

La moitié des groupes des rats ont regu ’acide acétique (5%, V/V) pour induire la colite
ulcéreuse deux heures avant la premiere prise de substrats étudiés par gavage, le traitement a
été pris chaque jour pendant toute la période de I’expérimentation (traitement curatif) . L autre

moitié des groupes ont recu les doses des différents pharmaco-nutriment testés durant toute la
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période d’expérimentation, et la colite a été induite le dernier jour de I’expérimentation

(traitement préventif).

Pendant toute cette période, la prise de poids corporel des animaux a été suivie
quotidiennement, ainsi que le taux d’inflammation colique a été évalué a 1’aide du score de

I’indice de la maladie (IAM).

A la fin de I’expérimentation, les animaux ont été sacrifiés, et des préléevements sanguins et
coliques ont éte effectués. L’effet de ces pharmaco-nutriments étudié sur la colite ulcéreuse
induite par I’acide acétique a été évalué par I’étude histologique, et par la détermination des

marqueurs antioxydants.
I11.7.1. Observation générale :

Les observations a I’ceil nu ont révélé que les groupes des rats recevant I’acide acétique ont
présenté des symptomes de diarrhée et chez certains rats des diarrhées sanglante, perte de poids
corporel, une diminution de la consommation de nourriture et un saignement a partir de 1’anus
(rectorragie). Tandis que les rats du groupe témoin négatif étaient en bonne santé. Ces
symptomes de colite induite par ’agent ulcérogene sont similaires a ceux remarqué chez la CU

humaine, et cela reflete que le modele de la colite ulcéreuse choisi a été établi avec succes.

La colite ulcéreuse est une maladie chronique inflammatoire de 1’intestin marqué par la perte
de poids. Dans notre présent travail, une perte de poids importante a été observée chez tous les
rats des groupes recevant 1’acide acétique par rapport aux rats de groupe témoin négatif. La
perte de I’appétit qui induit a une diminution de la consommation de la nourriture est corrélée

a la perte de poids enregistré chez les rats.

Le pourcentage de perte de poids de tous les groupes de rats étudiés sont illustrés dans la figure
20. Les rats atteints de la colite induite par I’acide acétique ont enregistré une perte de poids
hautement significative par rapport au témoin normal, ils ont enregistré un pourcentage de
14,17+2,81% et -17,24+3,26% respectivement, alors que les prétraitements et traitements par
les différentes doses de pharmaco-nutriments et le médicament sulfazalasine chez les rats
atteints de colite ont montré une diminution de la perte de poids hautement significative par
rapport au groupe de rats atteints de colite. Le traitement par le sulfazalasine a diminué la perte

de poids des rats a un pourcentage de 0,63+0,16%.
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Les diminutions importantes ont été enregistrées chez les groupes de rats recevant les
traitements préventifs, cela était observé chez les groupes recevant la glutamine avec les deux
doses 400 et 1000mg/Kg, dont ils ont enregistré des pertes de -13,25+1,20% et -10,66+1,19%
respectivement, suivi par le prétraitement d’huile de thon des deux doses avec une valeur de -

11,46+1,94% pour la dose 260mg/Kg et -9,66+1,38% pour la dose minimale 100mg/Kg.

Tandis que les groupes recevant les traitements curatifs ont enregistré une diminution de la
perte de poids corporel moins importante que celle observée chez les groupes recevant les
traitements préventifs, les traitements de glutamine ont marqué une diminution de -3,53+1,28%
pour la dose de 1000mg/Kg et -1,20+0,58% pour la dose de 400mg/Kg, les pertes enregistrées

par le traitement a I’huile de thon sont -1,31+2,15% pour la dose élevée et 0,14+1,76%.

En ce qui concerne les deux types de peptides de thon et de poulpe la diminution de la perte de
poids des rats était similaires, dont les rats ont eu une réduction de poids de -0,52+ 1,4 pour la

dose 400mg/Kg alors qu’a la dose 100mg/Kg on a enregistré une valeur de 0,69+0,97%.

Apres I’induction de la colite par ’administration de 1’acide acétique chez les rats, une
modification de la consistance des selles a été observée allant des selles normales vers une
diarrhée sévere, par contre aucun changement n’a été observé chez les rats du groupe témoin
négatif. Cependant ces diarrhées ont été modérées chez les rats recevant les différents
pharmaco-nutriments a savoir, I’huile de thon, peptides de thon, I’extrait de poulpe et glutamine
avec les différentes doses aprés 1’induction de la colite. Par ailleurs, on a remarque que les selles
des rats recevant les différentes doses de pharmaco-nutriments comme prétraitements, sont

transformés en selles molles aprés I’administration de I’acide acétique.

Durant I’expérimentation les rats présentaient une diarrhée sanglante fréquente avec 1’émission
du mucus, ceci est dii aux effets dommageables de I’acide sur la paroi intestinale, et aux

altérations de la fonction épithéliale causées par les produits des mastocytes activés libérés.

Des saignements ont été remarqués au niveau de 1’anus (rectorragie), chez les rats atteints de
colite ulcéreuse et non traités, cela a provoqué la vasodilatation des vaisseaux sanguins,
induisant une augmentation de débit sanguin. Les rats de groupe témoin négatif ne présentaient
aucun des signes cités ultérieurement. Alors que la rectorragie s’est atténuée chez I’ensemble
des rats recevant les différents traitements exploités dans cette étude (Pharmaco-nutriments et

le médicament anti-inflammatoire). Des saignements trés légers, voir absents ont été remarqueés
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chez les groupes de rats traités par les pharmaco-nutriments avec les différentes doses avant
I’induction de colite (Tab. 05).

Ces symptomes de diarrhée et des selles sanglantes remarqués chez les rats de groupe atteint de

colite, ont augmenté d’une fagon significative.
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Figure 20 : Perte de poids des rats de groupes curatifs et préventifs comparés aux témoin
négatif (G1) et témoin positif (G2). n=5

Lot 3: sulfazalasine 500mg/Kg; groupes curatifs (Lot 4: PT 100mg/kg ; Lot 5: PT 400mg/Kg ; Lot 6: EP
100mg/Kg, Lot 7 : EP 400mg/Kg ; Lot : 8: HT 100mg/Kg ; Lot 9: HT 260mg/Kg ; Lot 10 : Glu 400mg/Kg ;
Lot 11 : Glu 1000mg/Kg) ; groupes préventifs (Lot 12 : PT 100mg/kg ; Lot 13: PT 400mg/Kg ; Lot 14 : EP
100mg/Kg, Lot 15 : EP 400mg/Kg ; Lot : 16 : HT 100mg/Kg ; Lot 17 : HT 260mg/Kg ; Lot 18 : Glu 400mg/Kg ;
Lot 19 : Glu 1000mg/Kg)
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Cette perte du poids corporel a augmenté apres I’administration d’AA, et cela pourrait étre da

soit a une diminution de ’apport alimentaire, soit a une malabsorption, ainsi que la perte

importante de liquide par diarrhée et saignement rectal (Gonzalez—Rey et al., 2006). La perte

de poids corporel est un indicateur de la gravité de I’inflammation intestinale et est dépende

aux changements histopathologiques de la maladie (Ansari et al., 2021). Selon des recherches

précédentes, la diminution du poids corporel est dd a la libération de neuropeptides suppresseurs

d’appétit, suite a I’augmentation des niveaux de cytokines pro-inflammatoires (Gonzalez—Rey

et al., 2006).
Tableau 05: Les scores de la consistance des selles et de saignements chez les différents
groupes traités.
Score de la consistance des selles Score des saigenements
Groupes nc?rerr:I;ISes ;ZIIIIZSS Diarrhee saiZiZg]eent Saiglzgg]rent S?ring:cfrTaenr][t
Témoin négatif (+) (-) (-) (+) (-) ()
Témoin positif (non traité) (-) (-) (+) (-) (-) (+)
sulfasalazine traitement (500mg/Kg) (-) (+) (-) (+) (-) ()
AA+ Peptides thon 100mg/Kg (-) (+) (-) (-) (+) (-)
AA+ Peptides thon 400mg/Kg (-) (+) (-) (-) (+) ()
AA+extrait de poulpe 100mg/KG (-) (+) (-) (-) (+) (-)
AA+ extrait de poulpe 400mg/KG (-) (+) (-) (-) (+) (-)
AA +Huile de thon 100mg/Kg (-) (+) (-) (-) (+) (-)
AA + Huile de thon 260mg/Kg (-) (+) (-) (-) (+) (-)
AA + Glutamine 400mg/Kg (-) (+) (-) (-) (+) (_)
AA + Glutamine 1000mg/Kg (-) (+) (-) (-) (+) (-)
Peptides thon 100mg/Kg +AA (+) (-) (-) (+) (-) (-)
Peptides thon 400mg/Kg +AA (+) (-) (-) (+) (-) (-)
extrait de poulpe 100mg/Kg+ AA (+) (-) (-) (+) (-) ()
extrait de poulpe 400mg/Kg+ AA (+) (-) (-) (+) (-) (-)
Huile de thon 100mg/Kg + AA (+) (-) (-) (+) (-) (-)
Huile de thon 260mg/Kg + AA (+) (-) (-) (+) (-) ()
Glutamine 400mg/Kg +AA (+) (-) (-) (+) (-) ()
Glutamine 1000mg/Kg +AA (+) (-) (-) (+) (-) (-)

(+) : Présence ; (<) : Absence ;n-5
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La colite induite par 1’acide acétique chez les modéles animaux est une méthode représente une
pathologie similaire & la CU humaine, y compris une augmentation des médiateurs
inflammatoires et des dommages a 1’épithélium (Elson et al., 1995). Ces symptémes étaient
comparables a ceux des patients atteints de colite, tels que diarrhée, sang dans les selles, perte
de poids et raccourcissement de la longueur du colon, ce qui a corrodé les recherches
précédentes (Soliman et al., 2016 ; Ansari et al., 2021).

111.7.2. Indice de Pactivité de la maladie

L’indice de l’activité de la maladie est un paramétre clinique qui représente la gravité et
I’évolution de la maladie, en observant la perte de poids, les saignements et la consistance des

selles.

D’apres les résultats de la perte de poids (fig. 21), des saignements et de la diarrhée illustrés en
amant, ce qui permet de conclure que la maladie provoquée par ’administration anale de 1’acide
acétique a été installée avec succes chez ’ensemble des animaux de cette expérimentation,

indiquant le bon choix de 1’agent ulcérogene.

Les groupes de rats traités par ’anti-inflammatoire galénique, le sulfazalasine et les différents
pharmaco-nutriments (huile de thon, peptide de thon, extrait de poulpe, glutamine) ont montré
une atténuation de la gravité de la maladie, les symptémes de la maladie étaient moins séveres
a la fin de I’expérimentation. Alors, que les lots recevant les pharmaco-nutriments comme
traitement préventif, ont montré un 1AM tres faible par rapport au lot témoin positif, apres
I’induction de la colite, ce qui indique que ces substrats ont joué un role protecteur contre cette

maladie.

Les processus physiologiques et biochimiques de la CU ont été étudiés a plusieurs reprises a
I'aide du modele de colite ulcéreuse induite par I’acide acétique chez le rat, car il fournit une
image holistique des options thérapeutiques potentielles (Li et al., 2018). Les changements
de poids corporel et la présence de symptomes de diarrhée et de sang dans les selles ont été
utilisés pour mesurer I'AM. Plusieurs études ont rapporté que la colite induite par ’acide
acétique présentait un poids corporel réduit, des régions coliques raccourcies, une diarrhée et

une augmentation de IAM.

Nous avons observé que I'utilisation de ’acide acétique chez les rats produisait des effets

déléteres, tels que des réductions significatives des changements de poids corporel, et des
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augmentations de I'lAM, ces résultats sont en corrélation avec ceux de plusieurs études
(Wang et al., 2022). Cependant, dans la présente étude, les groupes de rats recevant les

différents traitements a des doses différentes, ont eu une diminution significative de score IAM.
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Figure 21 : Indice d’activité de la maladie (IAM) des rats de groupes curatifs et préventifs
comparés aux témoin négatif (G1) et témoin positif (G2). n=5

Lot 3: sulfazalasine 500mg/Kg; groupes curatifs (Lot 4: PT 100mg/kg ; Lot 5: PT 400mg/Kg ; Lot 6: EP
100mg/Kg, Lot 7 : EP 400mg/Kg ; Lot : 8: HT 100mg/Kg ; Lot 9: HT 260mg/Kg ; Lot 10 : Glu 400mg/Kg ;
Lot 11 : Glu 1000mg/Kg) ; groupes préventifs (Lot 12 : PT 100mg/kg ; Lot 13: PT 400mg/Kg ; Lot 14 : EP
100mg/Kg, Lot 15 : EP 400mg/Kg ; Lot : 16 : HT 100mg/Kg ; Lot 17 : HT 260mg/Kg ; Lot 18 : Glu 400mg/Kg ;
Lot 19 : Glu 1000mg/Kg)
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111.7.3. Score macroscopique

Le score des dommages macroscopiques était parmi les principaux paramétres pour évaluer le

niveau de I’inflammation du colon dans les maladies inflammatoires de 1’intestin.

Aprés Iinstillation intrarectale de I’acide acétique chez les rats, le rapport entre le poids humide
et la longueur du colon et de la rate des rats a ét¢ déterminé. L’augmentation du poids du colon
indique I’installation de I’inflammation et la présence d un cedéme. Ce modele a été réalisé par
plusieurs auteurs qui ont induit la CU par I’acide acétique. Selon 1’étude statistique une
différence significative (p<0.05) a été enregistrée entre le rapport poids/longueur de colon et de
la rate des rats du groupe témoin positif et rats du groupe de référence (groupe traité avec
500mg/Kg de sulfazalasine), en parallele aucune différence significative n’a été enregistrée
entre ce rapport du colon et de la rate des rats des groupes expérimentaux de différents

traitements et les rats du groupe de référence.

Ces résultats démontrent que I’instillation intrarectale d’acide acétique chez les rats provoque
des inflammations cedémateuses macroscopiques trés grave et un raccourcissement du colon dd

a une nécrose (fig. 22).

Figure 22 : : Différence macroscopique entre le colon du rat témoin négatif (lot 1) et colon du

rat témoin négatif (lot 2)
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La figure 23 démontre le rapport poids/longueur du colon des différents groupes expérimentaux
traités avec les pharmaco-nutriments, le groupe témoin négatif a enregistré un rapport
poids/longueur de 0,08+0,01 g/cm, suivi par le groupe de rats traités par le médicament
sulfazalasine dont son rapport se rapproche de celui indiqué chez le groupe témoin négatif avec
une valeur de 0,09+ 0,01 g/cm. Par contre, le rapport le plus élevé a été enregistré chez le groupe
témoin positif avec un seuil de 0,25+0,03 g/cm. Tandis que les différents groupes qui ont recu
les divers traitements curatifs et préventifs des pharmaco-nutriments (huile de thon, peptides de
thon, I’extrait de poulpe et glutamine) ont montré une différence hautement significative entre
ces groupes et le groupe témoin positive, alors qu’il n’y a aucune différence significative entre

les différents traitements.

En ce qui concerne les traitements préventifs, ’ensemble des pharmaco-nutriments (huile de
thon, peptides de thon, I’extrait de poulpe, et le glutamine) ont obtenu des scores
macroscopiques similaires, que ce soit pour les doses faibles ou élevées. L’huile de thon a
enregistré un score de 0,11+0,02 g/cm a la dose faible et 0,11+0,01 g/cm a la dose élevee. Les
peptides de thon ont noté un score de 0,12+0,01 g/cm a la dose faible et 0,10+0,04 g/cm a la
dose élevée, tandis que I’extrait de poulpe ont relevé un score de 0,13+0,02 g/cm a la dose faible

et 0,10£0,01 g/cm a la dose élevée.

En ce qui concerne les traitements curatifs, les doses elevées se sont avérées plus efficaces que
les doses faibles. Comme, 1’huile de thon qui a enregistré des scores de 0,17+£0,04 g/cm a la
dose faible et 0,11+0,01 g/cm a la dose élevée. Les peptides de thon ont retenu des scores de
0,13+0,07 g/cm a la dose faible et 0,10+0,02 g/cm a la dose élevée, tandis que 1’extrait de poulpe

ont enregistré des taux de 0,14+0,02 g/cm a la dose faible et 0,12+0,01 g/cm a la dose éleveée.

Il convient de noter que les traitements préventifs ont abouti a de meilleurs résultats, tandis que

les traitements curatifs ont montré une amélioration de I’efficacité a des doses plus élevées.

Dans les groupes de traitements, les résultats du rapport poids/longueur de la rate sont illustrés
dans la figure 24. Le groupe traité par le médicament sulfazalasine a enregistré une valeur de
ce rapport de 0,10+0,00 g/cm, qui se rapproche de celle de groupe témoin négatif qui est de
0,09+0,01 g/cm, alors que le groupe témoin positif a révélé un score médiocre d’un ratio de
0,27+0,03 g/cm. Les groupes de rats qui ont recu les peptides de thon comme traitement

préventif ont mentionné un bon score macroscopique de 0,12+0,03 g/cm pour les deux doses,
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les groupes recevant les doses élevées de ‘extrait de poulpe, d’huile de thon et de glutamine ont

révélé les valeurs suivantes 0,12+0,01 g/cm, 0,15+0,02 g/cm et 0,13+0,04 g/cm respectivement.

En ce qui concerne le traitement curatif, 1’administration des doses élevées de pharmaco-
nutriments a généré les résultats suivants : 0,10+0,02 g/cm pour les peptides de thon, 0,16+0,02
g/cm pour I’extrait de poulpe, 0,15+0,03g/cm pour I’huile de thon, et 0,13+0,04 g/cm pour la
glutamine. Par ailleurs, il convient de noter que I’effet des doses élevées et faibles n’a pas
divergé de maniére significative, car le traitement par faibles doses a également engendré une
amélioration du rapport poids/longueur de la rate, affichant des valeurs de 0,13+0,02 g/cm pour
les peptides de thon, 0,17+0,02 g/cm pour I’extrait de poulpe, 0,16+0,03 g/cm pour I’huile de
thon, et 0,12+0,02 g/cm pour la glutamine.

Pour cela, tous les pharmaco-nutriments (huile de thon, peptides de thon, extrait de poulpe et
glutamine), qu’ils aient été administrés a des doses ¢élevées ou faibles, que ce soit en tant que
traitement préventif ou curatif, ont engendré une amélioration significative du score par rapport
au groupe témoin positif. De plus, aucune distinction statistiquement significative n’a été
observée entre les différents types de pharmaco-nutriments et leurs doses respectives, ce qui

suggere que tous les traitements ont suscité une réaction anti-inflammatoire substantielle.

Le rapport poids / longueur de colon et de la rate et I’histopathologie sont des révélateurs de la
gravité de la colite. L’augmentation du rapport poids/longueur de colon et de la rate observée
chez les animaux modéles de CU est dii a un cedéme séveére, une nécrose et a une infiltration
des cellules inflammatoires. L’effet des différents traitements pris en amont ou en aval de
I’installation de la maladie est en corrélation avec 1’effet de traitement pharmaceutique
sulfasalazine. Ces différents remedes nutraceutiques ont restauré d’une maniére significative
I’histopathologie des tissus de colon endommagés, ainsi que les lésions de la muqueuse, la
nécrose, la dégénérescence et I'infiltration des cellules inflammatoires par rapport aux rats

atteints de colite.

La rate comprend environ 25% du tissu lymphoide totale qui joue un rdle crucial dans le
maintien de I'noméostasie immunitaire et la protection contre l'invasion d'agents pathogénes
en régulant les réponses immunitaires innées et adaptatives (Bronte & Pittet, 2013; Samal et
al., 2018). En regle générale, I'immunité innée sert de réponse cellulaire fondamentale et
rapide contre les attaques d'agents pathogenes en ciblant spécifiguement les composants

pathogénes étrangers tels que les modeles moléculaires associés aux agents pathogénes
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(PAMP) (Akira et al., 2006). Les PAMP sont reconnus par I'néte par le biais de récepteurs de
reconnaissance d'agents pathogénes codés par la lignée germinale (PRR), qui mobilisent
ensuite les cellules immunitaires innées et sécrétent des molécules effectrices, telles que des
cytokines, des chimiokines et des interférons de type |, pour éliminer les agents pathogenes

ou réduire les risques (Kumar et al., 2011).

Dans la rate, les cellules dendritiques classiques (cDC) comprennent principalement trois
sous-ensembles de cDC résidents, appelés cDC CD8a +, cDC EsamhiCD11b + et ¢cDC
EsamloCD11b +, qui aident a la mediation du croisement avec les cellules T en tant que
dialogue des cellules présentatrices (Jiang et al., 2017). Plus précisément, plusieurs régions
de la rate abritent plusieurs sous-ensembles de macrophages qui répondent aux agents
pathogenes circulants, aux cellules senescentes et a divers débris apoptotiques. De plus, il
existe d'autres cellules immunitaires innées, telles que les cellules NK et les monocytes,

impliquées dans la fonction immunitaire de la rate.

D’apres des études antérieures, de nombreuses maladies associées a une hypofonction
splénique, telles que la drépanocytose, la maladie ceeliaque, les MICI et le lupus érythémateux
disséminé, la fonction splenique se modifie en fonction de I'activité de la maladie sous-jacente.
(De Porto et al., 2010)

Les MICI s'accompagnent d'une diminution de la fonction splénique et le TNF-a (la principale
cytokine de MICI) endommage la zone marginale splénique (Kawashima et al., 2022). En ce
qui concerne le dysfonctionnement splénique dans les MICI, les érythrocytes capitonnés,
reflétant la fonction réticulo-endothéliale dans la RCH, étaient plus abondants dans les MICI
en utilisant la microscopie a contraste interferentiel différentiel. 1l a été rapporté que les
cellules B mémoire de I'immunoglobuline M associées a la fonction splénique étaient réduites
dans les MICI (Di Sabatino et al., 2005). Cependant, I'association entre le volume de la rate
et l'activité de la maladie immunitaire n'a pas été établie. En particulier, une étude pense que
la réponse immunitaire dans la MICI entraine un gonflement de la rate et une augmentation
du nombre de plaquettes en raison d'une diminution de la fonction de la rate. Le mécanisme

détaillé n'est pas clair. (Kawashima et al., 2022)
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Figure 23 : Rapport poids/longueur du colon des rats de groupes curatifs et préventifs
comparés aux témoin négatif (G1) et témoin positif (G2). N=5

Lot 3: sulfazalasine 500mg/Kg; groupes curatifs (Lot 4: PT 100mg/kg ; Lot 5: PT 400mg/Kg ; Lot 6: EP
100mg/Kg, Lot 7 : EP 400mg/Kg ; Lot : 8: HT 100mg/Kg ; Lot 9 : HT 260mg/Kg ; Lot 10 : Glu 400mg/Kg ;
Lot 11 : Glu 1000mg/Kg) ; groupes préventifs (Lot 12 : PT 100mg/kg ; Lot 13: PT 400mg/Kg ; Lot 14 : EP
100mg/Kg, Lot 15 : EP 400mg/Kg ; Lot : 16 : HT 100mg/Kg ; Lot 17 : HT 260mg/Kg ; Lot 18 : Glu 400mg/Kg ;
Lot 19 : Glu 1000mg/Kg)
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Figure 24 : Rapport poids/longueur de la rate des rats de groupes curatifs et préventifs
comparés aux témoin négatif (G1) et témoin positif (G2). n=5

Lot 3: sulfazalasine 500mg/Kg; groupes curatifs (Lot 4 : PT 100mg/kg ; Lot 5: PT 400mg/Kg ; Lot 6: EP
100mg/Kg, Lot 7 : EP 400mg/Kg ; Lot : 8: HT 100mg/Kg ; Lot 9: HT 260mg/Kg ; Lot 10 : Glu 400mg/Kg ;
Lot 11: Glu 1000mg/Kg) ; groupes préventifs (Lot 12 : PT 100mg/kg ; Lot 13: PT 400mg/Kg ; Lot 14 : EP
100mg/Kg, Lot 15 : EP 400mg/Kg ; Lot : 16 : HT 100mg/Kg ; Lot 17 : HT 260mg/Kg ; Lot 18 : Glu 400mg/Kg ;

Lot 19 : Glu 1000mg/Kg)
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111.7.4. Parametres hématologiques

Les globules blancs, neutrophiles et lymphocytes jouent un réle primordial dans le
déclenchement de I’inflammation. Le tableau 6, illustre le taux de ces facteurs chez les rats
témoins et les rats recevant les différentes substances avec doses faibles ou élevées, avant et

apres I’induction de la colite.

On remarque que chez les rats ayant recu I’acide acétique sans étre traités, une augmentation
des globules blancs et des neutrophiles par rapport aux rats qui ont été traités par les divers
pharmaco-nutriments testés. Cependant, les taux des globules blancs et des neutrophiles de
différents prétraitements et traitements ont été élevés d’une maniere significative (p<0,05) par
rapport a ceux enregistrés chez le controle normal, par contre il n’y a aucune différence

significative entre les différents traitements soit en amont ou en aval et les doses distincts.

L’immunité adaptative est un processus déclenché par les immunoglobulines G (IgG)
exprimees par les lymphocytes B et les récepteurs des lymphocytes T (TCR). Ces molécules
permettent une reconnaissance plus diversifiée des antigenes grace a une réorganisation
enzymatique des segments de genes de la lignée germinale, notamment les régions de

variabilite, de diversité et de jonction (Bonilla & Oettgen, 2010).

La réponse immunitaire adaptative démarre au niveau de la pulpe blanche de la rate, ou se
trouve une zone lymphoide hautement organisee, séparée pour les lymphocytes B et les
lymphocytes T (Lewis et al., 2019). Les cellules immunitaires innées telles que les macrophages
et les cellules dendritiques nécessitent souvent 1’activation des cellules B et T pour présenter
efficacement les antigenes et initier des réponses immunitaires adaptatives (lwasaki &
Medzhitov, 2015).

De plus, les lymphocytes B sont organises en lymphocytes B folliculaires qui peuvent produire
des anticorps de maniere dépendante ou indépendante des lymphocytes T, contribuant ainsi au
maintien de la réponse immunitaire humorale dans la rate (Lewis et al., 2019 ; Seifert & Offner,
2018). Les cellules T, notamment les cellules T CD4+ et T CD8+, jouent un réle crucial en tant
que médiateurs dans la réponse immunitaire adaptative. Elles suivent un modele de migration
périvasculaire unidirectionnelle dans la rate, ce qui permet d’améliorer la charge cellulaire et la

présentation de 1’antigéne pour une activation efficace et robuste des cellules T (Wei et al.,

2022).
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Tableau 06 : Les paramétres sanguins des différents groupes expérimentaux.

Groupes Globules blanc  Neutrophiles Lymphocytes
g/l g/l g/l
Gl Témoin normal 6607,21 +3,70 10,66 +3,44 65,06 +2,99
G2 Témoin positif 19136 +3,16 19,402 +0,60 79,224 +0,20
G3 traitement sulfasalazine (500mg/Kg) 7008,2 +3,42 8,372 +0,53 70,366 +0,53
G4 AA+ Peptides thon 100mg/Kg 5697,162 +3,54 18,7 0,94 74,1 +1,26
G5 AA+ Peptides thon 400mg/Kg 2898,702 +1,71 0,76 0,03 79,21 +3,08
!"g G6 AA+ extrait de poulpe 100mg/KG 6803,64 +3,12 2,48 +0,50 76,33 +1,49
=
3 G7 AA+ extrait de poulpe 400mg/KG 7695,582 +3,78 5,758 +1,08 86,326 +2,72
5
e G8 AA + huile de thon 100mg/Kg 5999,498 +2,35 34,275 +3,15 53,66 +3,42
2
4]
|: G9 AA + huile de thon 260mg/Kg 7998,412 +2,72 11,392 +3,08 57,517 +2,71
G10 AA + Glutamine 400mg/Kg 8452,2 +2,58 3,12 +0,08 78,98 +0,90
Gl1 AA + Glutamine 1000mg/Kg 7999,04 +2,73 1,064 +0,35 79,486 *1,48
G12 Peptides thon 100mg/Kg +AA 15997,8 +3,19 1,39 +0,53 78,64 +2,29
G13 Peptides thon 400mg/Kg +AA 11988,8 +3,03 1,01 +1,8 94,67 +3,35
&2
‘E’ G14 extrait de poulpe 100mg/Kg+ AA 6799,4 +3,50 3,156 +0,09 81,006 +1,05
2
;3_ G15 extrait de poulpe 400mg/Kg+ AA 5996 +3,16 2,44 +0,42 79,28 +1,18
a
c
GEJ G16 huile de thon 100mg/Kg + AA 8001,404 +3,40 0,75 +0,19 57,144 +2.88
£
© G17 huile de thon 260mg/Kg + AA 7998,874 +2,63 6,525 +2,10 60,888 +3,06
|_
G18 Glutamine 400mg/Kg +AA 12699 +2,00 0,966 +0,40 93,42 +3,86
G19 Glutamine 1000mg/Kg +AA 14050,95 +3,43 0,7 +0,00 98,8 +0,00
Les valeurs représentent la moyenne de 5 déterminations + SEM (n-5)
111.7.5. Stress oxydatif
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111.7.5.1. Statut antioxydant du tissu du colon
Le tableau 7 montre I’effet des différents traitements préventifs et curatifs des pharmaco-
nutriments sur ’activité anti-oxydante dans les PMS, du tissu du colon des rats de différents

groupes expérimentaux.

Les résultats issus de cette expérimentation révelent que les rats du groupe témoin positif G2
(colite provoquée sans traitement) ont une forte concentration en malondialdéhyde (MDA)
méthochondriale colique allant jusqu’a 33, 18 nmol/mg en comparant avec les rats seins (témoin

négatif G1) ou on a enregistré un taux faible de 0.96 nmol/mg.

Une diminution trés significative (p<0.05) du MDA a été observée chez I’ensemble des rats
traités par les différents paharmaco-nutriments soit en traitement préventif, soit en traitement
curatif avec un taux d’amélioration différent. On constate également que les peptides de thon a
une dose de 100mg/kg ont un effet similaire que le médicament sulfasalazine pris a 500 mg/kg.
Alors que I’apport de peptides avec une ration plus élevée (400 mg/kg) aux rats stabilise le

niveau de MDA a la norme en comparaison avec les rats du groupe témoin positif.

Dans cette étude, les résultats obtenus indiquent que les concentrations en superoxyde

dismutase (SOD), catalase (CAT) et glutathion (GSH) au niveau du colon sont
significativement réduites (p<<0.05) chez le groupe G2 avec des taux respectifs de 3.97, 17.59

et 20.07 U/g, par rapport au groupe témoin G1.

L’activité de ces enzymes anti-oxydantes au niveau du colon a été nettement ameliorée chez les
rats traités avec les différentes biomolécules testées dans cette étude autant que traitement
préventif et curatif. Une augmentation trés significative des trois enzymes a été constatée
notamment chez les rats traités par les peptides de thon et I’extrait de poulpe (400mg/kg) et
I’huile de thon (260mg/kg), ou on a enregistré une ¢lévation de GSH (95.67 82.67 et 96.79
U/g), et de CAT (72 ,52.67 et 48) respectivement. Ce résultat tres satisfaisant refléte I’efficacité
des pharmaco-nutriment proposés dans cette étude en comparaison avec le traitement galénique
réputé comme un anti-inflammatoire efficace contre la colite ulcéreuse ou on enregistre une
augmentation similaire des concentrations de GSH (98.33), CAT (54.73) et de SOD (60.67)

chez les animaux du groupe G3 traités par la sulfasalazine. Il n’y a pas eu une différence
significative (p>0.05) des taux de ces parameétres entre les groupes de différents traitements par

rapport a celui traité avec la sulfasalazine (500mg/Kg).
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Tableau 07 : Taux de parametres oxydatifs coliques chez les différents groupes expérimentaux

Groupes Paramétres (Moyenne + Ecart type)
Colique MDA Colique Colique CAT Colique SOD
(nmol/mg) GSH(U/g) (U/mg) (Ulcg)
Gl  Teémoin négatif 0,96+017  15500+1,00 124,0041,00  80,00+1,00
G2 Témoin positif (non traité) 3318+1,71  20,07+1,10  17,59+165  3,97+1,06
BY e T 2,55+0,30  98,33058  54,73+110  60,67+2,08
G4 ﬁg;:fﬁgdes thon 2,55+0,42 37,33+1,15  44,82+0,65  18,33+0,58
AA+ Peptides thon
G5 oo 1,88+0,47 40,00+1,00  50,67+0,58  24,33+0,58
:fg G6 f@;g/‘gg" de poulpe 12,45+2,66  31,44+076  21,19+2,30  19,11+1,84
=
AA+ extrait de poulpe
; (G e 8,45+0,45 37,33+058  31,20+300  31,07+4,10
S :
E [G8  loomakg " 13,85¢1,43 38774108  36,76£0,67  1526+0,86
e
('6 .
= G9 %;;&ge de thon 8,360,52 43,43t125 50,33+1,15  14,52+101
G10 AA+ Glutamine 400mg/Kg 8,331,50 17,79+1,58  21,450,51 321,00
G11 fcgc‘)‘meg'/‘,‘ggm‘”e 4,63£0,60 495¢1,80  36,280,63  38,330,58
Gl2  Pepidesthon 100mo/Ks 4,63:0,67  5333t058  66,00£100  34,67:0,58
G13  Fepidesthon 400mg/Kg 320:0,23 9567058  72,00£100  44,003,00
N
- extrait de poulpe
E |Gl Tomgko: AA 11,06£1,21  4333:058  44,33:0,58  25,27+0,37
>
\q) .
st extrait de poulpe
o [(ClEEr—; 7,410,87 82,67+1,15  52,67+1,15  30,23+1,00
wn
-
£ )
g |Gl6 Hlutle de thon 100mg/iKg + 4,00£0,51 86,22+1,82  39+1,73 11,1642,26
]
'S |Gy il dethon 260mg/Kg + 5,74+0,88  96,79+158  48+100  30,66+116
|_
G18  Glutamine 400mg/Kg +AA 6,80+1,07 30,00+1,00 26,1+0,85 23,740,52
G19 Glutamine 1000mg/Kg +AA 8,44+1,14 42,33+0,58  36,38+0,54 45,69+0,42
= 0,00001 0,00001 0,00001 0,00001

Les valeurs représentent la moyenne de 5 déterminations + SEM (n-5)
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En parcourant les résultats obtenus, on peut déduire que I’apport des différents pharmaco-
nutriments pour atténuer le stress oxydatif colique autant que traitement préventif est plus

efficace qu’on traitement curatif.

111.7.5.2. Statut antioxydant sérique
L’effet des différents traitements préventifs et curatifs des pharmaco-nutriments étudiés sur
’activité anti oxydante sérique chez les rats de différents groupes expérimentaux sont illustrés

dans le tableau 8.

Dans les sérums collectés des rats, les résultats indiquent que, chez le groupe témoin positif G2
les taux des parametres sériques enregistrés de CAT, de glutathion total GSH, et de superoxyde
dismutase SOD, ont été significativement inverses a ceux évalués chez les animaux sains G1,
en enregistrant des valeurs de 23,19+1,56 U/mg, 32,76+1,47 U/mg et 6,35%1,78 U/cg
respectivement en comparaison avec le contréle sain ou des concentrations seriques élevées de
CAT (102,67+2,08 U/mg), de GSH (114,19+2,50 U/mg), et de SOD (84,43+1,5 U/cg) ont été

soulevés

Les peptides bioactifs de thon a une dose de 400mg/kg et I’huile de thon (260mg/kg) ont pu
stabiliser le stress oxydatif chez les rats qui ’ont aprés ’installation de la maladie, dont les taux
des enzymes passent en moyenne a 68, 57 et 37,5 respectivement pour GSH CAT et SOD. Le
traitement préventif avec les peptides de thon a la concentration de 400mg/Kg a enregistré la

meilleure amélioration.

En comparant les paramétres coliques et sériques du statut oxydatif obtenus dans cette
recherche chez les rats des différents groupes recevant des traitements et prétraitements en
pharmaco-nutriments (peptide de thon, extrait de poulpe, huile de thon et glutamine) avec
différentes doses, les paramétres recherchés ont augmenté similairement par rapport aux rats
atteints de colite, Ainsi il n’y a aucune différence significative des taux de ces parameétres entre
les groupes de différents traitements avec celui de groupe référence traité avec la sulfasalazine
(500mg/Kg), ce dernier a enregistré des valeurs de 80,07+0,90U/mg pour CAT, 88,47+1,29
U/mg pour GSH et 68,14+1,03 U/cg pour SOD.
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Tableau 08 : Taux de paramétres oxydatifs seriques chez les différents groupes expérimentaux

Groupes Parametres (Moyenne + Ecart type)
Sérique MDA Sérique Sérique CAT Sérique SOD
(nmol/mg) GSH(U/g) (U/mg) (Ulcg)
G1 Témoin négatif 1,09+0,14 114,1942,50 102,67+2,08 84,43+1,5
G2 Témoin positif (non traité) 17,55+2,24 32,76+1,47 23,19+1,56 6,35+1,78
sulfasalazine traitement
G3 (500mg/Kg) 2,03+£0,41 88,47+1,29 80,07+0,90 68,14+1,03
AA+ Peptides thon
G4 100mg/Kg 4,15+0,17 51,00+1,00 39,28+1,15 29,34+0,35
AA+ Peptides thon
G5 400mg/Kg 3,26+0,26 69,07+1,62 58,67+0,58 34,65+0,84
N AA+ extrait de poulpe
?'% G6 100mg/KG 4,40+0,22 49,00+1,73 33,81+0,74 26,47+0,47
5
AA+ extrait de poulpe
3 G7 400mg/KG 3,96+0,13 57,67+0,58 45,46+0,50 32,87+0,51
5
AA + Huile de thon
qE) G8 100mg/Kg 3,48+0,25 53,83+1,36 34,08+0,54 32,81+1,39
i
© .
o AA + Huile de thon
= G9 260mg/Kg 3,39+0,40 67,10+1,85 57,21+1,21 41,77+0,68
G10 AA + Glutamine 400mg/Kg 5,13+0,16 33,45+0,48 35,03+1,04 14,90+1,35
G1l1 AA + Glutamine 1000mg/Kg 2,95+0,13 52,74+1,99 49,98+2,00 30,05+1,04
G12 Pepdes thon 100mg/Kg 433:030  59,11:0,85  50,67+L15  4814x115
G13 TS T Tl 185025 8567058  7417:0,76  68,77+0,68
<2
= extrait de poulpe
§ Gl14 100mg/Kg+ AA 4,63+0,38 48,00+1,73 37,73£1,22 42,17+0,85
>
\q) .
o extrait de poulpe
o G15 400mg/Kg+ AA 3,71+0,14 50,00+1,00 43,06+1,94 46,70+1,92
[%2]
i)
= .
g |Gl6 Hluile de thon 100mg/ig + 4,00£0,51 77£2,65  34,75:1,42  26,10+154
3
‘T [G17 R EE O AT 2414035  86,00+265 7373t142  5850+0,70
-
G18 Glutamine 400mg/Kg +AA 2,41+0,68 24,02+1,19 21,41+2,63 14,79+0,51
G19 Glutamine 1000mg/Kg +AA 5,26+0,33 64,46+1,87  50,56+2,22 46,15+0,79
P 0,00002 0,00001 0,00001 0,00001
Les valeurs représentent la moyenne de 5 déterminations + SEM (n-5)
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Les taux de parametre sérique MDA, de groupe traité par Sulfazalasine a été significativement
réduit par rapport au témoin positif avec des valeurs de 2,03+0,41 nmol/mg et 17,55+2,24
nmol/mg respectivement, alors qu’il n’y a pas une différence entre les groupes de référence,
des traitements préventifs des peptides de thon et de I’huile de thon avec la dose élevée
(1,85%0,25 nmol/mg, 2,41+0,35 nmol/mg) et celui du contréle normal, dont le taux ne dépasse
pas 1,09+0,14 nmol/mg. Ceci confirme la fiabilité des pharmaco-nutriment a prévenir la colite

ulcéreuse.

Les Iésions de la barriére muqueuse intestinale sont un symptéme typique des patients atteints
de RCH, et la manifestation pathologique est une augmentation de la perméabilité intestinale.
Avec l'augmentation de cette derniére, des substances nocives telles que les bactéries et les
endotoxines peuvent pénétrer dans l'organisme et affecter la santé humaine. La prévention
des lésions de la muqueuse ou la promotion d'une régénération efficace des cellules de la

mugqueuse est I'un des moyens de soulager la RCH (Jing et al., 2022)

Les peptides bioactifs constituent une classe importante d'ingrédients alimentaires fonctionnels
susceptibles d'affecter la santé humaine et leur valeur nutritionnelle, y compris les propriétés
antihypertensives, anti-inflammatoires, antioxydantes, chimiopréventives et antidiabétiques
(Hernandez-Ledesma et al., 2022). Plusieurs peptides bioactifs provenant de diverses sources
ont été étudies comme anti-inflammatoires dans des modéles animaux. Cela permet d'évaluer
les effets de ces composés dans des conditions physiologiques plus complexes que les études
in vitro (Rivera-Jiménez, et al., 2022). En s’investiguant pour prévenir l'inflammation et le
dysfonctionnement de I'endothélium et de réduire le stress oxydatif, montrant ainsi un effet
adjuvant sur la réduction du risque athérogene. En outre, il a été prouvé que I'hydrolysat de
protéines de coproduit de thon bioactifs augmentait le niveau d'expression génétique de la
protéine TJ dans le tissu du cdlon. Une autre étude a montré un effet anti-inflammatoire en
réduisant I'activité de la MPO, I'expression genétique des cytokines pro-inflammatoires TNF-,
IL-6, IL-1, et IL-17 dans le cblon, en améliorant I'histologie du cblon et en réduisant les
symptdmes de la colite induite par le sulfate de sodium de Dextran (DSS) et la perte de poids

in vivo dans un modéle murin de colite (Kovacs-Nolan et al., 2012 ; Tawalbeh et al., 2023).

La présence de certains acides aminés et leur position dans la séquence peptidique ont un effet
important sur leur activité antioxydante (Aluko, 2015). Les acides aminés aromatiques, tels que
la tyrosine, I'histidine, le tryptophane et la phénylalanine, et les acides aminés hydrophobes, tels

que la valine, la leucine, la méthionine, la glycine et l'alanine, sont essentiels pour le réle
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antioxydant du peptide. L'oxydation plus élevée des peptides par rapport aux acides aminés
libres est attribuée a leurs propriétés chimiques et physiques uniques par la séquence d'acides
aminés elle-méme. Dans une étude, le peptide antioxydant His-Gly-Pro-Leu-Gly-Pro-Lue, la
présence de deux sequences répliquées, Gly-Pro, et le placement de Leu en position
carboxylique et de His a I'extrémité amine ont augmenté la propriété de piégeage des radicaux
libres (Mendis et al., 2005).

La présence d'acides aminés hydrophiles tels que la proline, I'alanine, la valine et la leucine en
position N et les acides aminés tyrosine, valine, méthionine, leucine, isoleucine, glutamine et
tryptophane en position C-terminale a été associée aux propriétés antioxydantes des peptides
(Giri & Ohshima, 2012). En outre, les radicaux libres liposolubles (radicaux peroxyles) produits
au cours du processus d'oxydation des acides gras insaturés sont neutralisés par les acides

amines hydrophobes tels que la leucine, la valine, l'alanine et la proline.

Les acides aminés tels que I'histidine, la tyrosine, la méthionine et la cystéine inactivent les
radicaux libres en leur donnant des protons. Les acides aminés aromatiques (phénylalanine,
tryptophane et tyrosine) convertissent les radicaux libres en molécules stables en leur donnant
des électrons (Akbarian et al., 2022).

Les acides EPA et DHA, présents dans la composition des oméga-3, ont un role important dans
la régulation de I'inflammation et de I'anti-inflammation de I'homéostasie corporelle, modulée
par les eicosanoides (Dennis & Norris, 2015). L'oxydation des acides gras a 20 carbones -6
acide arachidonique (ARA ; C20:4n-6) entraine la formation de dérivés connus sous le hom
d'eicosanoides, qui sont générés par les actions enzymatiques de la cyclooxygénase (COX) et
de la lipoxygénase (LOX) (Bonafini & Fava, 2017; Shibabaw, 2021). La voie COX (COX-1/-
2/-3) génére des prostaglandines (PGs) et des thromboxanes (TXBs), tandis que la voie LOX
(5-/12-/15-LOX) génere des acides hydroxyeicosatétraénoiques (HETES), des lipoxines (LXs),
des leucotrienes (LTs), et d'autres dérivés oxydatifs (Sundaram et al., 2022 ; Sherratt et al.,
2023). Une étude a mentionné que les eicosanoides pro-inflammatoires dérivés de I'ARA
affectent le microbiote intestinal, détruisent la barriére intestinale et jouent un réle central dans
la pathogenése des MICI (Sugihara et al., 2019).

Les AINS agissent en inhibant 'ARA et ses dérivés, principalement dans la voie COX. D'autres
études ont démontré que la production d'eicosanoides dérivés de I'ARA est réduite par une

supplémentation en EPA ou en DHA. 1l a été rapporté gu'un apport élevé en acides gras n-3
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marins réduit la quantité d'’ARA dans les phospholipides membranaires des cellules impliquées
dans l'inflammation, ce qui entraine une réduction de la production de médiateurs dérivés de
I'ARA (Calder, 2015).

Par ailleurs, des études animales ont montré que I'EPA et le DHA inhibent le métabolisme de
I'ARA et réduisent la production d'eicosanoides, tels que les PG. Cependant, les molécules
d'EPA telles que les resolvines de série E RVEs et les molécules de DHA telles que les
résolvines de série D RvDs, les marésines (MaRs) et les protectines (PDs) sont des antagonistes
de l'inflammation (Sundaram et al., 2022). Ces molécules inhibent I'inflammation en éliminant
les débris inflammatoires et stimulent la défense antimicrobienne pour I'noméostasie intestinale.
En combinaison avec ces effets, elles peuvent limiter la génération et l'activité des médiateurs
inflammatoires, y compris les protéines kinases, les chimiokines du facteur nucléaire kB (NF-
kB) et les cytokines (Feng et al., 2021 ; Velasque et al., 2023). Cependant, les AGPI -3 ont
un effet anti-inflammatoire plus puissant que les AGPI w-6. Cela peut étre di a la différence
d'étendue de I'action des eicosanoides impliques dans la phase de résolution (Sundaram et al.,
2022).

I11.7.6. Scores histologiques

Les images regroupées en figure 25, 26 et 27 representent les sections de tissu du colon
extraites des groupes respectifs de rats traitées avec une coloration standard (H & E) afin de
révéler les anomalies par un examen histologique. Chez I’ensemble des rats du groupe témoin
négatif, aucune altération morphologique de la structure des échantillons du colon n’a été
révélée, absence d’atrophie des cellules gobelets, une muqueuse d’apparence normale et une

sous muqueuse saine sans inflammation.

Tandis que, les échantillons de colon des rats de groupe témoin positif G2, présentent des tissus
endommageés, des couches muqueuses et sous muqueuse altérées, des ulcérations, une atrophie
de la muqueuse, une dégénérescence importante, une nécrose, une infiltration des cellules

inflammatoires ainsi qu’une perte de la plupart des cellules gobelets.

Cependant, les rats dopés avant I’installation de la maladie par les différentes doses de peptides
de thon, extrait de poulpe, huile de thon et glutamine ont montré une muqueuse presque
préservée avec une inflammation insignifiante, une hyperplasie des cellules de gobelets et du
mucus, une infiltration légere des cellules inflammatoires dans la muqueuse et sous muqueuse.

Pour les tissus du colon des rats traités par les différents pharmaco-nutriments, on a observé
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une ameélioration des tissus coliques, un certain nombre de cryptes sont infiltrés des cellules
inflammatoires, une dégénérescence également présente dans la muqueuse et sous muqueuse,
il y a une perte de quelques cellules gobelets, la dose élevée des pharmaco-nutriments a montré

une meilleure amélioration.

Cette amélioration est observée aussi chez les rats de groupe recevant le traitement avec le
médicament sulfazalasine a une dose de 500mg/Kg. En revanche, des dommages tissulaires
modérés étaient encore présents chez les rats de ce groupe, sous forme de nécrose tissulaire, de
dégénérescence, d’obstruction des vaisseaux sanguins et d’infiltration de la muqueuse et de

sous muqueuse, ainsi qu’une perte des cellules gobelets.

Figure 25 : Effet des pharmaco-nutriments sur les changements histologiques des tissus du
colon colorés avec le H&E dans les lots témoins (A: témoin négatif, B : témoin
positive ; C : sulfazalasine 500mg/KG) chez des rats atteints de colite induite
par AA (100X).

Les rats du groupe témoin négatif présentent une morphologie normale. Le groupe témoin positif
montre une grave lésion tissulaire dans les couches muqueuses et sous-muqueuses du colon, avec une
perte de cellules caliciformes (L), une dégénérescence (D) et une infiltration de cellules inflammatoires
dans les couches muqueuses et sous muqueuses (1).
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Figure 26 : Effet des traitements curatifs sur les changements histologiques des tissus du
colon colorés chez des rats atteints de colite induite (100X)

(Lot 4 :PT 100mg/Kg ; Lot 5: PT 400mg/Kg ; Lot 6 : EP 100mg/KG ; Lot 7 : EP 400mg/Kg ; Lot

8 : HT 100mg/Kg, Lot 9 : HT 260mg/Kg ; Lot 10 : Glu 400mg/Kg ; Lot 11 : Glu 1000mg/KG). Perte

de cellules caliciformes (L), dégénérescence (D) et infiltration de cellules inflammatoires dans les

couches muqueuses et sous muqueuses (1).
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Figure 27 : Effet des traitements préventifs sur les changements histologiques des tissus du
colon colorés chez des rats atteints de colite induite (100X)

(Lot 12 : PT 100mg/Kg ; Lot 13 : PT 400mg/Kg ; Lot 14 : EP 100mg/KG ; Lot 15 : EP 400mg/Kg ;

Lot 16 : HT 100mg/Kg, Lot 17 : HT 260mg/Kg ; Lot 18 : Glu 400mg/Kg ; Lot 19 : Glu 1000mg/KG).

Perte de cellules caliciformes (L), degénérescence (D) et infiltration de cellules inflammatoires dans
les couches muqueuses et sous muqueuses (I).
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Nos résultats correspondent bien & ceux d'une étude menée pour déterminer l'effet de
I'administration d’huile de poisson sur l'inflammation et les dommages oxydatifs dans les
tissus coliques de rats atteints de colite induite par I'acide 2,4,6-trinitrobenzéne sulfonique
(TNBS). Il a été observé que l'administration intra-rectale d'huile de poisson diminue
I'inflammation dans la muqueuse intestinale des animaux atteints de colite, et que les niveaux
de nitrite/nitrate dans le sérum et les tissus sont augmentés dans le groupe atteint de colite.
En outre, I'administration d'huile de poisson réduit de maniére significative les niveaux
sériques plus élevés (Yorulmaz et al., 2019).

Dans une autre étude, les effets protecteurs du traitement a I'huile de krill antarctique (KO)
ont été étudiés chez des souris atteintes de colite ulcéreuse induite par le DSS. Les résultats
obtenus indiquent que I'huile de krill ameliore efficacement les symptdmes de la colite, réduit
la production excessive de cytokines inflammatoires (IL-6, TNF-a) et inhibe I'activation de
la voie de signalisation NF-«kB (Zhou et al., 2021). Par ailleurs, une étude a examiné la colite
induite par des produits chimiques chez des souris fat-1, qui ont provoqué significativement
moins de Iésions coliques et d'inflammation chez les souris fat-1 que chez les souris de type
sauvage. Cela a été associé a un changement marqué de la réponse des médiateurs
inflammatoires dans le tissu colique (Calder, 2015).

Ces resultats sont tres similaires a ceux rapportés dans plusieurs études dans lesquelles des
extraits d'Otostegia fruticosa (Ansari et al., 2021), de feuilles de Cordia vignei (Owusu et al.,
2020), de graines de basilic, de gomme arabique (Bejeshk et al., 2022), de polypeptides de
Rhopilema esculentum (\Wang et al., 2023) et de peptides bioactifs de thon (Xiang et al., 2021)
ont atténué la colite ulcéreuse induite par l'acide acétique chez les rats en inhibant divers
marqueurs physiques, hématologiques et biochimiques tels que la perte de poids corporel, la
densité du cblon et le stress oxydatif. Des recherches menées chez I'hnomme ont également
montré que les acides gras marins n-3 administrés par voie orale réduisaient la production
d'eicosanoides dérivés de I'ARA (Calder, 2015).

Chapitre 111 : Résultats et discussion 77



Conclusion



BOUHEND Abla (2023). Modulation nutritionnelle de l'inflammation intestinale par les pharmaconutriments

Conclusion

Dans le cadre de cette étude, des composés bioactifs ont été méticuleusement extraits de sources
alimentaires d’origine marine. L’huile a été extraite par la méthode de soxhlet, tandis que Les
peptides bioactifs ont été obtenus par le biais d’une hydrolyse enzymatique faisant usage de
I’enzyme endo-protéase Alcalase, a partir du muscle du thon rouge. De plus, d’autres peptides
ont été isolés du poulpe, également par une hydrolyse aqueuse, pour élargir la palette de
substances étudiées. Cette procédure d’extraction a été exécutée avec une rigueur scientifique
pour garantir la pureté et la qualité des composeés bioactifs ainsi obtenus, formant ainsi la base

essentielle de notre recherche.

Notre étude avait pour objectif d’évaluer I’effet antioxydant des substances testées, a 1’aide du
test DPPH. Les résultats de cette évaluation ont révélé que 1’huile de thon, ainsi que les peptides
bioactifs issus de deux sources distincts, tout comme la glutamine, affichaient une capacité
significative a neutraliser les radicaux libres du DPPH. En d’autres termes, ces composés étaient
aptes a capturer efficacement les radicaux DPPH, témoignant ainsi de leur potentiel

antioxydant.

Notre recherche a mis en question leur impact sur la protection de la membrane des globules
humaines, ainsi que leur capacité a inhiber la dénaturation des protéines. Ces résultats ont une
importance significative, car elles soulignent la capacité de ces substances a préserver I’ intégrité
cellulaire et a maintenir la stabilité des protéines, des caractéristiques essentielles pour la santé
et le fonctionnement normal de I’organisme. En somme, cette étude confirme de maniere
convaincante les propriétés anti-inflammatoires de ces composeés, suggérant leur pertinence

potentielle dans divers contextes liés a la protection cellulaire et a la santé humaine.

La colite est une condition caractérisée par des altérations de la consistance des selles, pouvant
évoluer jusqu’a la diarrhée hémorragique, ainsi que par I’apparition de saignement rectaux. Elle
s’accompagne généralement d’une diminution de la consommation alimentaire chez des sujets
affectés, entrainant une perte de poids corporel significative, ainsi qu’un déclin de leur état

général de santé.

Dans le but d’évaluer I’effet modulateur des substances bioactives sélectionnées sur
I’inflammation intestinale, nous avons opté pour I'utilisation d’un modele animal de colite chez

le rat conventionnel. Cette colite ulcéreuse (CU) a été induite par I’administration intrarectale

Conclusion



BOUHEND Abla (2023). Modulation nutritionnelle de l'inflammation intestinale par les pharmaconutriments

d’une solution d’acide acétique a 5%. Les rats ainsi induits ont ensuite été soumis a différents
traitements, comprenant deux doses distinctes de chaque substance étudiee, a la fois en
prévention avant I’installation de la maladie et en traitement curatif apres la confirmation de la
Cu.

Les résultats de notre recherche ont révélé que le traitement des rats par les différentes
substances, a diverses doses, a permis d’atténuer de manicre significative les signes cliniques
de la colite. En outre, la CU s’est traduite par I’apparition des dommages tissulaires, des lésions
macroscopiques, comprenant des cedémes, une hyperémie, des hémorragies, des érosions et des
ulcérations, ainsi qu’un raccourcissement de la longueur du colon. Cependant, le traitement

administré aux animaux atteints de colite a contribué a réduire les paramétres susmentionnés.

Les molécules bioactives marines (Peptides de thon et poulpe, Huile de thon) semblent ainsi
exercer un potentiel anti-inflammatoire notable contre la CU. Cet effet anti-inflammatoire peut
étre médié par plusieurs mécanismes, notamment I’inhibition de la détérioration des lésions
intestinales, I’atténuation des dommages tissulaires engendrés par la réaction inflammatoire, la
restauration de I'intégrité de la barriére colique, ainsi que la répression de la migration des
cellules immunitaires inflammatoires, telles que les leucocytes, les macrophages et les

monocytes.

Ces découvertes éclairent la voie vers une meilleure compréhension des mécanismes sous-
jacents a I’action des substances bioactives dans le contexte de la rectocolite hémorragique
(RCH), ouvrant ainsi des perspectives prometteuses pour le développement de stratégies

thérapeutiques innovantes visant a atténuer I’inflammation intestinale chez les patients affectes.

L’étude suggere la nécessité de mener des recherches approfondies pour comprendre comment
I’huile et les peptides bioactifs de poisson affectent le microbiote intestinal. La comparaison
des effets des hydrolysats de peptides de thon et de poulpe sur le microbiote par des analyses
moléculaires avancées est fortement souhaitée. Ces études approfondies pourraient offrir des
perspectives importantes pour le développement de traitements ciblés des troubles gastro-

intestinaux et ouvrir des nouvelles opportunités en médecine personnalisée.

Conclusion
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ANNEXE



Annexe 01 :

Composition de la nourriture des rats

La nourriture fournie aux rats est composée de dérivés d’origine végétale, céréales,
graines, fruits a coque. Constituants analytiques :Protéine brute (14%), matiéres grasses
brutes (10%), cellulose brute (13%), cendres brutes (3.6%), phosphore (0.4%), calcium (0.4%),
sodium (0.1%).Additifs nutritionnels/Kg : 4410 I.E. vitamine A, 677 |.E. vitamine D3, 56 mg
vitamine E, 43 mg fer (E1), 0.1 mg iode (E2), 0.1 mg cobalt (E3), 3 mg cuivre (E4), 11 mg
manganése (E5), 8 mg zinc (E6), 0.1 mg sélénium (E8), colorants, antioxydants.

Annexe 02 :

Peak R.Tim 1.Time F.Tim Area  Area% Height  Height A/H Mark
# e e % Name
1 12.370 12.335 12.410 230271 0.59 140842 1.09 1.63
2 14.796 14.755 14.830 260123 0.66 169762 1.32 1.53
3 15.887 15.850 16.335 277093 0.71 153823 1.20 180 SV
4 16.762 16.735 16.830 493125 1.26 226428 1.76 218 V
5 16.976 16.900 17.100 8295040  21.15 4578347  35.57 181 V
6 17.581 17.540 17.620 331602 0.85 176298 1.37 188 V
7 18.047 17.980 18.095 421836 1.08 221461 1.72 190 V
8 18.852 18.805 18.880 974874 2.49 490535 3.81 199 V
9 18.919 18.880 18.960 4220008  10.76 2004003  15.57 211V

10 18.986 18.960 19.065 922466 2.35 401811 3.12 230 V
11 19.225 19.145 19.345 3647208 9.30 1655089  12.86 220 V
12 21.302 21.220 21.375 476004 1.21 140713 1.09 338 V
13 21.434 21.375 21.520 431417 1.10 120232 0.93 359 V
14 22.057 22.000 22.150 584038 1.49 145007 1.13 403 V
15 24.828 24.735 24.900 266481 0.68 64757 0.50 412 V
16 25.333 25.245 25.425 435589 111 72219 0.56 6.03 V
17 25.505 25.425 25.590 2374460 6.05 644958 5.01 368 V
18 34.086 33.970 34.320 4239388  10.81 737998 5.73 574 V
19 35.419 35.350 35.460 269841 0.69 43323 0.34 6.23 V
20 35.819 35.460 36.225 9254118  23.60 426042 331 2172V
21 36.235 36.225 36.280 318904 0.81 102480 0.80 311 VvV
22 36.330 36.320 36.365 217567 0.55 84314 0.66 258 V
23 36.457 36.445 36.515 276904 0.71 69568 0.54 398 V

39218357 100.00 12870010 100.00
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