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Introduction

Introduction

L’organe dentaire est une entit¢ physiologique, composée de 1’odonte et de son
parodonte; la dent et ses tissus de soutien sont confrontés a un environnement complexe
en équilibre précaire, en raison des modifications qui s’y produisent en permanence :

variations des parametres salivaires, prises alimentaires, plaque dentaire...

Cependant, il est soumis a des agressions potentiellement pathogénes qui peuvent se
traduire par 1’apparition des 1ésions carieuses et parodontales, ces affections font partie
des maladies les plus répandues dans le monde, et font 1’objet d’un motif de consultation

fréquent. Elles touchent toutes les tranches d’age.

La maladie carieuse est définie comme une maladie infectieuse, transmissiblel!: [2]
pandémique des tissus durs de la dent résultant de la présence de certaines bactéries
cariogénes dans la cavité oralel®l “]telles que Streptococcus mutans, Streptococcus
sobrinus et les Lactobacilles, qui produisent des acides a la suite d'une consommation
individuelle de sucrel®,

Ces acides, principalement I'acide lactique, diffusent a travers les tissus dentaires calcifiés
et réduisent le pH local a 5,5, ce qui entraine la dissolution des cristaux minéraux [61.

La maladie carieuse concerne plus de 80% de la population mondiale, 60 a 90% des

enfants d’age scolaire et pres de 100% des adultes.

Durant ces vingt derniéres années, la prévalence de la carie dentaire a connu un déclin
dans les pays développés mais reste un probléeme buccodentaire majeur dans les pays
sous-développés tel que le Sénégal avec un taux de 41,8% [l et les pays en voie de
développement comme 1’Inde avec un taux de 49,8% (8], le Soudan 65,5%!°], la Tunisie
64,5% 1% ainsi que le Mexique avec un taux supérieur a 95% [l | enfin dans les pays
développés comme la Chine, on note un taux de 43.6% et 35% respectivement chez les

enfants dont la moyenne d’age est de 12 ans environ [,

De méme pour la maladie parodontale dont la prévalence chez ces mémes populations
varie dans les différentes régions du monde, avec un taux élevé de 98% au Pakistan, 91%
d’enfants en Roumaniel®, 45% en Afrique noire incluant Nigeria, Sénégal, Céte d’Ivoire,

Ghana, Mauritanie, Togo et Sierra Leone ainsi que d’autres pays du continent africain[®l.
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Cette incidence est liée directement au changement du mode de vie, des habitudes
alimentaires!®, ainsi que la difficulté d’accés aux services de soins buccodentaires,
notamment dans les pays sous-développés et a I’accroissement démographique trés

important.

Les données nationales sur la prévalence de la maladie carieuse et la maladie parodontale
des enfants dont la tranche d’age est comprise entre 12 et 15 ans a Tlemcen sont

actuellement trés limitées.

Par ailleurs, des barrieres physiques telles que les tissus durs de la dent et la barriére
chimique : la salive sont mis en jeu pour protéger la dent contre les bactéries responsables
du développement de la maladie carieuse 1%, Ces bactéries cariogénes buccales sont les
Streptocoques mutans et les Lactobacilles.

Elles transforment les glucides alimentaires en acides, cette agression est amplifiée par
de nombreux facteurs de risque biologiques, ces acides entrainent la chute du pH de la
plaque dentaire et causent un déséquilibre de la balance reminéralisation
/déminéralisation, par conséquent la dissolution de I’émail , et la dentine mise a nue est

plus vulnérable a I’attaque bactériennel].

En effet, la dentine renferme 70% de mati¢re minérale, 10% d’eau et 20% de charge
organique répartie en protéines collagéniques : collagene de type 1 et 2 et trame non
protéinique type : métalloprotéinases (MMP)-9 dans un état latent. Lors d’une acidité
élevée, ces enzymes subissent un clivage et s’activent en dégradant le collagéne de la

dentinel®? | le processus inflammatoire se trouve ainsi déclenché [13],

Par ailleurs, les macrophages, cellules de I'immunité innée peuvent étre divisés en deux
sous-populations principales : le macrophage classique M1, Il induit la sécrétion des
cytokines pro-inflammatoires tels que I’interféron -Gamma (IFNy) [l et les MMP-9, par
contre le macrophage M2 alternative produisent des médiateurs anti-inflammatoires

comme I’ interleukine -4 (1L-4), et sert a la résolution de I’inflammation(*®],

Afin de contribuer a remédier a I’insuffisance des données sur la carie dentaire aux jeunes
ages, une partie de ce travail consiste en un essai thérapeutique préclinique , qui a pour
objectif de montrer I’effet de I’astaxanthine (AST) sur 1’activité du macrophage humain

qui tend a juguler I’infection bactérienne générée par la flore bactérienne de la maladie
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carieuse et parodontale, par inhibition de 1’action des métalloprotéinases responsables des

deux infections.

Par la suite, la seconde partie de ce travail tend a évaluer la prévalence de la carie dentaire
et la maladie parodontale et d’étudier leur relation avec le niveau socio-économique,
I’hygiéne de vie et les habitudes alimentaires ainsi que la variabilité des différents

parametres salivaires (pH, pouvoir tampon, débit, viscosité, et concentration protéinique).
Pour ce faire, ce travail est divisé en plusieurs chapitres :

Le premier chapitre sera consacré aux différents rappels et a la revue de littérature en
abordant plusieurs volets :

- Un rappel fondamental sur les deux infections orales a savoir la maladie carieuse et
parodontale, en abordant leur prévalence, et les facteurs étiologiques ainsi que leur

mécanisme pathogeénique.

- Un rappel fondamental sur la cellule immunitaire, le macrophage, définitions, ses

sécrétions, activités métaboliques, roles dans 1’infection et la réponse inflammatoire.

- Un rappel sur les enzymes protéolytiques, les métalloprotéinases et leurs réles dans

les infections orales.

Puis sur I’astaxanthine, produit utilisé pour inhiber 1’action des métalloprotéinases.

Le deuxiéme chapitre aborde en premier lieu la partie expérimentale décrivant la culture
cellulaire ainsi que les différents dosages effectués et en deuxiéme lieu le déroulement de
I’étude du profil épidémiologique des deux maladies, ainsi que 1’association des facteurs

de risque.

Le troisieme chapitre est consacré aux résultats obtenus et leur analyse.
Le quatrieme chapitre : aborde la discussion.

Le cinquiéme chapitre, sera consacré a une conclusion globale et une proposition des

perspectives.
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Chapitre 1 : REVUE DE LA LITTERATURE

1. Infections dentaires

1.1 Maladie carieuse
1.1.1 Définitions

Durant ces derniéeres décennies plusieurs auteurs ont essayé de définir le terme « carie

dentaire ».

La lésion est définie comme une altération spécifique de la dent, progressant de la
périphérie vers le centre ; le processus caricux représente d’une maniére fondamentale la
manifestation d’un déséquilibre entre les ions de calciums et les ions phosphates présents
dans les tissus dentaires et salivaire.

Ce désequilibre serait d0 a I’action des microorganismes de la plaque bactérienne,

influencés par certains facteurs nommés déterminants écologiques ¢,

D’autres auteurs, ont défini récemment la maladie carieuse comme une maladie
infectieuse de la dent, qui survient aprés une lésion de 1’émail, suivie d’une atteinte de la

dentine puis de la pulpel*”,

L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a défini la carie comme étant « un processus
pathologique localisé, d'origine externe, apparaissant aprés l'éruption dentaire, qui
s'accompagne d'un ramollissement des tissus durs et évoluant vers la formation d'une

cavité» [18l [19]

1.1.2 Epidémiologie
1.1.2.1 Prévalence de la maladie carieuse

La maladie carieuse demeure un important probléme de santé publique et un bon
indicateur d’un mauvais état général bucco-dentaire chez les enfants[?%, classée comme
étant le 4°™ fléau mondial aprés les cancers, les maladies cardio-vasculaires et le
syndrome d’immunodéfiscience aquise (SIDA) ; la maladie carieuse touche toutes les
tranches d’ages et n’épargne aucun individu. Cette lésion chronique, la plus répandue

dans le monde affecte les enfants d'age scolaire de 60 % a 90%.
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1.1.2.1.1. Au niveau international

Les données des enquétes sur la santé dentaire des enfants agés de 5, 8, 12 et 15 ans au
Royaume-Uni, entre 2003 et 2013, sur une population défavorisée a montré un taux de
Iésions carieuses significativement plus élevé en 2013 (35,8% en 2013 contre 26,0% en
2003021,

Les données provenant d’une étude menée a Stockholm, en Su¢de depuis 2003 jusqu'a
2016, sur 65 259 enfants montrent que 5,5% des enfants avaient des lésions carieuses a 3

ans, augmentant a 18% a I'age de 7 ansf?% .

Plusieurs études en Asie ont évalué le taux des lésions carieuses, selon les directives de
I'OMS ; I’enquéte réalisée sur 425 enfants d'age prescolaire a Bhubaneswar, Odisha
(Inde) a jugé un taux de 47,29%[?2 ; d’autre part, dans une autre étude faite au Sri Lanka,
la prévalence était de 32,1% [231, un taux de 35,55% des enfants 4gés de 12 ans ayant
suivi un programme national de santé orale dans plusieurs régions de la Chine a été

rapporté?4l,

Bien qu’une étude transversale représentative menée en 2017, auprés d'enfants agés de
sept a douze ans, fréquentant des écoles publiques et privées de la ville de Diamantina,
au Brésil ai révélé un taux de 53,2%[?%1 | en paralléle 1’enquéte nationale sur la santé et la
nutrition (NHANES) réalisée entre 2015 et 2016, a estimé un taux de 45,8% des caries
dentaires totales non traitées, sur dents lactéales ou permanentes chez les jeunes de 2 a 19
ans avec prévalence de 21, 4%, 50,5% et 53, 8% au niveau des tranches d’age
respectives de 24 5ans, 6411 ans et de 12 a 19 ans aux Etats Unis(2¢! |

En revanche, les chiffres trouvés en Afrique montraient qu’auprés d’une enquéte faite sur
quatre cent cinquante adolescents en 2012 et 2013 dans des lycées publiques de la ville
de Rabat, au Maroc ; trois cent quatre-vingt-sept (387) d’entre eux avaient au moins une
dent cariée non traitée et cent soixante et onze (71) d’entre eux avaient au moins une dent
restauréel?”: Par ailleurs , selon Abid la prévalence et la gravité des maladies bucco-
dentaires semblent augmenter dans la région africaine, la prévalence des caries dentaires
est moins grave dans la plupart des pays africains que dans les pays développés, mais le
taux élevé de caries non traitées refléte les ressources limitées disponibles et les difficultés

d’accés aux services de soins dentaires.
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Les donnees ont estimé un indice dents cariees, obturées et absentes (CAQO) de 0,3-0,4 -
0,5- 0,5-0,6-0,6-0,9etde 1,1 dans les pays suivants : Tanzanie, Gana, Sudan , Nigéria,
Sénégal, Kenya ,Sud d’Afrique et le Gabon!?®l

1.1.2.1.2 Au niveau national

En dehors de quelques études parcellaires, la situation des affections bucco-dentaires en

région du Maghreb et notamment en Algérie reste insuffisamment explorée.

Quelques données extraites des résultats des études de la prévalence des maladies
buccodentaires a 1’ouest algérien en 1977-1978 ; sur total de 3505 sujets examinés agés
de 6-25 ans, ont révélé un nombre moyen de CAOD allant de 4,26 a 6 ans, a 4,29 a 7 ans
et a 4,34 a8 ans?®, par ailleurs, I’enquéte réalisée par Benkaaloul ménée sur 391 enfants
en &ge préscolaire en 1987, rapporte un indice CAO, de 2,9 ; 4,1 ;5,1 des enfants agés de
3,4 et 5 anslY,

L’étude sur la prévalence de la maladie caricuse faite en 1987 sur des enfants et
adolescents agés entre 7 a 15ans, a Constantine révele un CAO qui varie entre 0,32 0,77
pour la tranche de 7 & 9 ans jusqu'a 3,52 +3,75 pour la tranche de 13 & 15 ans 31 | d’une
autre part une étude réalisée a Annaba sur un suivi de 03 ans de 1525 enfants, rapporte
un taux de 79,38% et de 78,63% % respectivement chez les enfants de 6 et 12 ans en
2005, cette prévalence baisse en 2008 a 77,75% pour les 6 ans et de 67,72% pour les
enfants de 12 ansl®2,

De plus, 1’étude menée sur 3000 enfants agés entre 6 et 17ans dans la wilaya de Sidi
Belabbes en 2011, révele une fréquence de 57,1% et un indice CAO de 3 pour la tranche
d’age 6-11 ans et de 1,46 pour les enfants agés entre 12 et 17 ansf®3l , une enquéte a Arzew
sur environ 300 adolescents &gés de 12 a 15 ans entre 2012 et 2013, rapporte que deux
tiers (68%) des adolescents présentaient au moins une dent permanente cariée, en
moyenne 1,93(IC : 1,91 - 1,99) dent cariée et un CAO moyen de 2,29(IC : 2,03 — 2,56)34],
ainsi que I’étude menée a Ain Témouchent sur 401 enfants participants, un taux estimé
a 76,1% I’indice carieux CAOD moyen est de 3,22+6,28 (0,37+ 1,84 a un an vs 4,153 +
0,64 a quatre ans)i, ’étude faite sur 700 enfants agés de 7 et 13 ans de la ville d'Oran

en 2016, rapporte un tau de maladie carieuse qui dépasse les 65%!3,
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1.1.2.2 Unité de mesure de la maladie carieuse
1.1.2.2.1 Indice dents cariées, obturées absentes des dents permamentes (CAOD)

L’indice dents cariées (C), absentes (A), obturées (O) CAOD, a été mis au point par Klein
et Palmer en 1930 et utilisé par ’OMS, il détermine la somme des dents cariées, extraites

et obturées?l,

Cet indice mesure les antécédents carieux de la dentition permanente. Il représente
I’indicateur de référence pour mesurer I’incidence de la carie chez un sujet[?l,

Sa valeur est de 0 <CAOD < 28 ( les troisiémes molaires ne sont pas incluses) 281 71,

1.1.2.2.2 Indice CAOF

L’indice CAOF ( Dents cariées , obturées, absentes par face), représente toujours le
nombre de dents permanentes cariées (C), obturées (O), absentes (A), on distingue cing
faces pour les dents postérieures et quatre pour les dents antérieures, ce qui fait un nombre
de 128 faces!*?

Cependant, cet indice ne prend pas en considération les 1ésions amélaires, en plus d’étre

fastidieux dans leurs mises .aux points (121381

1.1.2.2.3 Indice CAO

C’est la somme des dents cariées, extraites, obturées sur le nombre total des personnes

examinées.

Le C exprime le besoin de soin, (traitements des caries), le A et O correspondent au passé

de la maladie carieuse (dents extraites ou restaurées pour cause de maladie) 12 [%8],

1.1.2.2.4 Indice SIC

L’indice SIC (Signifie : Caries Index) mis au point par I’OMS, il représente le CAOD
moyen du tiers de la population ayant un indice CAOD le plus élevél*2,

1.1.3 Origine de la maladie carieuse

Plusieurs schémas ont été proposés pour expliquer les causes principales de la maladie

carieuse :
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1.1.3.1. Diagramme de Keyes

En 1959, Keyes a mis en évidence les trois principaux facteurs de la carie dentaire a
savoir : la susceptibilité de I’hote, des bactéries spécifiques a la carie dentaire et une

alimentation riche en sucre (Figure 1).

Coutumes €1 connaliiandes
| ]

o

Hote

Facteurs génétiques
. S

Bactéries
cariogénes
Streplococcus
Actinomyces
tocrobacilius

Glucides

LD

AD
Fréquen
Temps

St
wxio-donomique

Source : Amélioration de I’hygiéne buccodentaire par le conseil en officine. Le 11 Décembre 2015 p n 65 Eve
TREBOSC ROUCH , 2015.

Figure 1: Le diagramme de KEYES 1962

1.1.3.2 Schéma de Newbrun

Ce n’est qu’en 1978 que le facteur « temps » a été rajouté Konig, un temps suffisamment
long est nécessaire afin que ces éléments inter-agissent, la carie dentaire ne se manifeste
qu’en présence de ces quatre facteurs, elle peut étre inactivée en I’absence de 1’un d’eux

(Figure 2).

MICROORGANISMES

Pas
de caries

DENTS Y REGIME
et CARIOGENIQUE
salive

TEMPS
Expositions répétées

Source: Cariology. 2e edition, Ed. Wilkins et Wilkins, p17-8 ,1980.
Figure 2: Schéma de Keyes, revu par Newbrun.
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1.1.3.3 Diagramme causal de la carie dentaire d’apres BOKHOUT et COLL (2000)

Bokhout et coll ont proposé un modéle regroupant les causes suffisantes pour
I’installation de processus carieux, c’est a dire I’ensemble minimal des conditions et des

événements qui produisent inévitablement la maladie.

La carie ne peut survenir que si ses trois composants étiologiques sont réunis : les

bactéries cariogénes, les sucres fermentescibles et la dent (Figure 3).

Hygiéne
Bucco-
fluorures ;
dentaire
sucres  hote
bactéries
Alimentation Salive

Source :https://fr.slideshare.net/AbdeldjalilGadra/colloque-la-carie-dentaire

Figure 3: Diagramme causal de la carie dentaire
d’aprés BOKHOUT et Coll (2000)

1.1.3.4 Principaux facteurs de risque
1.1.3.4.1 Susceptibilité de I’hote
1.1.3.4.1.1 L’organe dentaire

Etant un site électif de la lésion, plusieurs facteurs sont a prendre en considération
notamment les anomalies de la denture : des sillons trop profonds et trés difficiles a
nettoyer, les malpositions dentaires, le port de prothése dentaire ou encore les
appareillages orthodontiques, le degré et la qualité de la minéralisation, une dent moins
exposée au fluor et la dent déciduale résistante moins aux a la déminéralisation. Tous
comme la qualité de la minéralisation, tous ces facteurs sont un risque accru dans

I’apparition de la carie dentairel*2} [39]. [40]

10
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1.1.3.4.1.2 Les paramétres salivaires

- Débit salivaire
Un débit salivaire moyen est compris entre 0,25 et 0,35 mL/mn. Il peut passer rapidement
a 3mL/min durant sa stimulation. Ce flux permet la lubrification des aliments qui passent

rapidement dans le tube digestif, il participe aussi a I’action d’auto nettoyage des dents.

Une augmentation du débit salivaire entrainera une diminution a 1’exposition des acides
et des sucres, si par contre le débit se retrouve réduit, il accroitra le potentiel cariogene

des aliments[49] ,

- pH salivaire
Dans des conditions optimales, le pH salivaire varie entre 6,7 et 7,3 ; cependant il peut
diminuer et atteindre 5,3 durant I’ingestion d’aliments riches en sucres fermentescibles,

ce qui peut susciter une grande susceptibilité a la carie dentairel#):

- Pouvoir tampon
Le pouvoir tampon assure la neutralisation des acides produits par les bactéries de la
plaque dentaire, cependant il dépend du renouvellement salivaire mais aussi de la

sécretion du gaz carbonique produit par les glandes salivaires.

L’augmentation du gaz dioxyde de carbone (COz) diminue le pH et augmente le pouvoir
tampon, favorisant le développement de certains micro-organismes. La salive des
personnes exemptes de caries contient plus d’oxygéne que celles qui présentent des

processus carieux!t?l [411. [42],

- Les Matrices Métallo Protéinases (MMP’s)
Retrouvées dans les odontoblastes, la pulpe et la dentine, et méme dans la salive, ces
enzymes sont capables de dégrader des substrats extracellulaires tel que le collagene, et
par conséquent participer a la cariogenese car les bactéries acidophiles sont incapables de

dégrader le collagéne in vitro.

Les MMP’s vont se cliver avec la diminution du pH et vont s’activer. Quand le pH devient

neutre ,elles vont pouvoir dégrader la matrice dentaire déminéraliséel*3l: [44],

11
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1.1.3.4.2 Les bactéries cariogénes

L’implication des micro-organismes buccaux dans le processus carieux a été apprehendée
par Miller en 1980. De multiples travaux, ont mis en évidence la spécificité cariogéne des
deux grandes familles de bactéries au sein de la plaque dentaire : les streptocoques et les

lactobacilles ! [51 [111

Un grand nombre d’espéces bactériennes issues de la salive et de la plaque est associé
aux lésions carieuses, (Tableau I). Cependant les trois especes bactériennes considérées
comme particuliérement pathogénes restent : les streptocoques (STR) (environ 50% des
bactéries), les lactobacilles (20%) et les actinomycés (2%)121

Tableau I: Potentiel cariogénique de différentes bactéries
en fonction des sites carieux

. Fosses Surfaces .
Surfaces lisses . . . Dentine
et sillons radiculaires

Lactobacillus - ++ - ++
S. mutans +++ +++ ++ +
S. sanguinis - + + -
S. salivarius - + + -
S. mitis - + - -
Enterocoques - + - -
Actinomyces - + + ++

Source : J. Lasfargues, Odontologie conservatrice et restauratrice. Tome 1, , 2009 p. 150

- Les streptocoques

Les streptocoques mutans ont été découverts par Koch en 1920 et depuis ils ont été liés a
I’étiologie principale de la carie dentaire, on les retrouve principalement dans le pharynx,

les intestins et dans la boucheld! .
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Les streptocoques mutans et sorbinus sont des bacteries acidophiles, sont capables de
former des polysaccharides extracellulaires (EPS) en présence de saccharose de fructose,

et de glucosel42-44]

- Les lactobacilles

Les lactobacilles sont producteurs d’acide fort, les lactobacilles paracasei sont des
bactéries cariogeénes par excellence avec leurs capacités de s’adhérer aux surfaces

dentaires rugueuses!*®! ,

Des études ont également démontré que la maladie carieuse n’est pas due a un organisme
isolé tel que Streptococcus mutans ou le Lactobacille, mais elle est plus polymicrobienne.
Des études ont identifié une flore tres variée, telle que les Bifidobacterium, Veillonella,
Granulicatetta, Scardovia Fusobacterium, Prevotella, Actinomyces et Leptotrichia dans
les caries de [I'émail. Les Streptococcus sanguinis, Atopobium, Schlegelella,

Pseudoramibacter et Lactobacillus ont également été identifiés!>!

1.1.3.4.3 L’alimentation

La prise réguliére des sucres et en dehors des repas empécheraient les systemes tampons
salivaires de fonctionner et créaient un environnement propice a la déminéralisation!®
Les glucides sont soit stockés en intra-cellulaire ou extra-cellulaire par la bactérie, soit

catabolisés en acides organiques, dont le plus actif est I’acide lactique.

1.1.3.4.3.1 Voie homofermentaire

Par la voie homofermentaire et I’activation de la lactico-déshydrogénase, le saccharose
produit de grandes quantités d’acide lactique ce qui entraine secondairement la

déminéralisation de 1’émail 221,

1.1.3.4.3.2 VVoie hétérofermentaire

Lorsque la consommation des glucides fermentescibles est limitée, des acides organiques
moins déminéralisants® tels que ’acide acétique, ’acide formique, ’acide propionique
et I’acide butyrique sont préférentiellement produits par les bactéries qui adoptent un

métabolisme de type hétérofermentairel*?l,
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Dans notre alimentation moderne, les sucres proviennent de nombreuses sources et sont
apportés sous trois formes: monosaccharides (glucose, fructose, et galactose),
disaccharides (saccharose, maltose et lactose et glucides complexes (amidon, glycogéne)
(Tableau I1)[53]

Tableau Il: Principaux glucides fermentescibles de I’alimentation
(d’aprés Chardin et al, 2006)

Saccharides Type de glucides Types d’aliments

Monosaccharides Glucose Confiseries, miel, blé boissons sucrées
Fructose Gateaux, miel, fruits, boissons fruitées
Saccharose

Disaccharides Sucre de table, confiseries, chocolat, desserts fruités,

luocse + fructose . ] . s
(g ) boissons sucrées, céréales du petit-déjetiner...

Polysaccharides Farine, semoule, pains, biscottes, patisseries

Amidon (chaines de
glucose)

Source : Métabolisme des sucres par les bactéries lactiques dans : Bactéries lactiques, Vol. I, p 239-290 (Thompson
J., Gentry-Weeks C.R. (1994)

1.1.3 Mécanisme de la lésion carieuse
1.1.3.1 Théories pathogéniques
1.1.3.1.1 Théorie interne

Selon cette théorie eémise par plusieurs auteurs (Fores, Hund 1950, De Vries, Rheinwald,
Cservenvei) en 1956 : le processus carieux serait dd a des troubles de la pulpe et de la

dentine, tissus vivants. Cette théorie n’explique pas les caries des dents dépulpées®4

1.1.3.1.2 Théorie protéolytique de Gottlieb (1944-1947)

Cette théorie s’appuie sur le fait que les ferments protéolytiques des micro-organismes
attaqueraient tous d’abord les constituants organiques de I’email ce qui engendrera par la
suite la décalcification qui en serait secondaire.

Cette théorie explique tous simplement que la protéolyse facilite la pénétration de

I’acidel4
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1.1.3.1.3 Théorie de Schartz

La carie est une infection des dents, le germe progresse dans les plus fines ramifications
organiques. Les unes et les autres subissent une dégradation enzymatique et parmi les

produits de cette réaction sont les « chélateurs » 551

1.1.3.1.4 Théorie acidogénique

Cette théorie est la plus communément admise aujourd’hui, Miller a proposé cette théorie:
la carie va débuter par la décalcification de 1’émail puis de la dentine par des acides

d’origine bactériennel>6!

1.1.3.2 Le mécanisme de lésion carieuse

La carie implique I’interaction de bactéries capables de produire des acides, d’un substrat
métabolisable par ces bactéries et de facteurs liés a 1’hote, incluant la dent et son

environnement salivaire au cours du temps5”

Ces bactéries produisent des acides organiques faibles, sous-produits de la fermentation
des glucides, qui provoquent une chute locale du pH en dessous d’un seuil critique

entrainant la déminéralisation des tissus dentaires calcifies (Figure 6).

Peu de saccharose
ou de glucides
fermentescibles

Pouvoir
H tampon

(0} (8l

SN

T v

Source http://lwww.unsof.org/media/bacterio/html/cours-N11544-5.html décembre 2018

Figure 4 : Equilibre déminéralisation-reminéralisation en raison d’une
neutralisation de I’acide due au pouvoir tampon de la salive
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Si la perte du phosphate, du calcium et du carbonate se poursuit, le phénoméne de
cavitation s’installe. Au début de la 1ésion, le phénoméne est réversible, par

réincorporation de calcium, de phosphate et de fluorures!t- 121

Le fait que la Iésion carieuse ainsi déclenchée progresse, s’arréte ou régresse dépend de
la balance déminéralisation/reminéralisation. Chez un individu, ce processus bipolaire de
déminéralisation (destruction) et de reminéralisation (réparation) se produit au cours de
la journée et fait que la Iésion soit déclenchée, progresse, s’arréte ou régresse. L’évolution
dépend de I’agressivité du biofilm, de I’inversion du processus avec réparation si le

biofilm est inhibé, ou encore vers le statu quol*2] [40]. [58],

1.1.3.2.1 Déminéralisation

La déminéralisation est régie par le fait que les composés minéraux obéissent au principe
du produit de solubilité, le composé ayant la plus faible constante de dissociation (Valeur
de pK) contrdle la réaction. La Whitlockite (WH) et le phosphate dicalcique dihydraté
(DCPD) qui présentent des constantes de dissociation faible, se dissolvent
préférentiellement. La dissolution des autres phases en particulier I’hydroxyapatite est

toujours secondaire¥

La déminéralisation n’est pas seulement un processus univogue mais une cascade de

réactions de dissolution-précipitation-recristallisation.

Les phosphates de calcium sont métastables et une fois dissous engendrent de nouvelles
réactions. La couche absorbée aurait tendance a former une nouvelle couche de surface
moins perméable et moins soluble, favorisant le ralentissement et I’arrét de la dissolution.
Ainsi dés qu’une Iésion initiale apparait, elle tend de fagon intrinséque a la passivation et

a la réversibilité (121 [60]

1.1.3.2.2 Reminéralisation

Entre les périodes de haute activité métabolique conduisant a des productions acides, les
conditions du pH redeviennent favorables, tendant vers la neutralité. Les ions calcium et
phosphate provenant de la salive et de la plaque diffusent alors vers 1’émail au niveau
duquel ils peuvent participer a la reminéralisation. Les phosphates de calcium les moins
stables vont évoluer vers des compositions plus stables.
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La taille des cristaux en surface peut s’accroitre jusqu’a la normale, et dans la Iésion, le
phosphate dicalcique peut étre transformé en apatite, cela pouvant étre schématisé par la

réaction suivante :
6CaHPO4 + 4Ca?* + H20 _r—» Cal0(PO4)s (OH)2 + 8H+.

L’importance de la reminéralisation dépend de la neutralité des ions H+ par les tampons
carbonate et phosphate de la salive ayant diffusé vers 1’émail et du degré de
supersaturation des composants minéraux des solutions dans le biofilm et dans les pores

de 1’émail [12]. [40]. [60]

1.2. Maladie parodontale
1.2.1 Définition

Les maladies parodontales sont des pathologies infectieuses, multifactorielles®®. On
regroupe sous ce terme : les gingivopathies limitées aux tissus parodontaux superficiels
et les parodontolyses touchant les tissus parodontaux profonds , 1’évolution de la 1ésion
en absence de traitement aboutit a la perte spontanée de la dent, résultat de la destruction

des tissus de soutien des dents!®2],

1.2.2 Epidémiologie
1.2.2.1 Prévalence

Des études épidémiologiques ont montré que chez les enfants et adolescents la gingivite

est plus répandue que les formes de parodontites.

Des résultats apres plusieurs enquétes montrent que la prévalence varie entre 30-89% ,ce
taux dépend de la qualité d’hygi¢ne orale et la motivation des enfants ; par exemple
presque la moiti¢é d’un échantillon d’enfants afro-américains ageés entre 10 a 13 ans
présentent des indicateurs déterminants pour le diagnostic de la Parodontite (PA) suite a
un examen de réaction en chaine par polymérase (PCR), une étude menée a Porto Ricco,
révéle un taux de 80,41% des enfants avec gingivites avec une prédominance
masculinel®3l une autre enquéte chez 625 éléves agés entre 3 & 15 a Bamako, présente des
atteintes de parodontopathies de 1’ordre de 87,84% en 2018 .

1.2.2.2 Les Indices épidémiologiques d’évaluation du risque parodontal

Ils permettent d’évaluer la présence ou non de tartre et le degré d’inflammation gingivale.
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1.2.2.2.1 Les indices d’hygiéne : (mesure de dépdts dentaires)

- Indice d’hygiéne orale simplifiée : « OHIS : oral hygiéne index simplified »

L’indice de Green et Vermillion est calculé en additionnant les scores de tartre et de débris

mous et on les divisant par le nombre de surfaces dentaires examinées(64l,

Les indices de débris mous sont :

0 : Absence de débris ou de taches.

1 : Présence de débris mous couvrant jusqu’au tiers de la surface dentaire.

2 : Présence de débris mous couvrant entre le tiers et les deux tiers de la surface dentaire.

3 : Présence de debris mous couvrant plus des deux tiers de la surface dentaire.

Les indices de tartre sont :

0 : Absence de tartre.
1 : Tartre supra gingival ne couvrant pas plus du tiers de la surface dentaire.
2 : Tartre supra gingival couvrant entre le tiers et les deux tiers de la surface dentaire.

3: Tartre supra gingival couvrant plus des deux tiers de la surface dentaire ou bande

continue de tartre sous-gingival.

- Indice de plaque

Ce parametre de Silness et Loe permet d’évaluer la quantité des dépots mous (la plaque
et le tartre) présents sur la surface dentaire, d’apprécier aussi I’hygiéne bucco dentaire et

la qualité de 1’élimination de la plaque®4
Les indices sont :

0 : Absence de dépots prés de la gencive.

1 : Présence de plaque non visible a I’eil nu, seulement en passant la sonde sur la surface

de la dent.

2 : Accumulation d’une couche fine a modérée de plague, dans une poche parodontale,
sur les bords de la gencive et/ou sur la surface dentaire adjacente.
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3: Accumulation abondante de plaque sur les bords gingivaux et la surface dentaire
adjacente.

1.2.2.2.2 Les indices d’inflammation

- Indice gingival (l6e et Silness, 1967) « Gingival index »[Gl]

C’est un parametre semi-quantitatif, permet de mesurer la sévérité et la localisation des
gingivites(®4]. [65]

Les scores sont définis ainsi :

0 : Gencive saine, pas de signe d’inflammation clinique.
1 : Légere inflammation, absence de saignement au sondage, 1éger érythéme et cedéme.
2 . Inflammation modérée, avec érythéme, cedéme, et saignement au sondage.

3 : Inflammation sévére, avec érythéme, cedéme important, tendance a 1’ulcération et a

I’hémorragie spontanée.

1.2.3 Origine

L’aboutissement a la destruction parodontale avec ou sans poches requiert la réunion en
méme temps d’un certain nombre de conditions inspirées du modele de Sokransky qui
sont nécessaires, mais non suffisantes en elles-mémes afin d’engendrer des dommages

tissulaires. Quatre d’entre elles sont décrites dans la littérature (661

1.2.3.1 La présence de bactéries pathogénes

La flore buccale de I’hote abrite de nombreuses espéces bactériennes, certaines font partie
de la flore commensale compatible avec la santé parodontale du milieu buccal, et peuvent
par moment devenir virulents par 1’augmentation de leur nombre ou influencées par
d’autres especes,alors que d’autres, sont considérées d’emblée responsables de la perte
d’attache dans certaines parodontites : Aggregatibacter, Porphyromonas gingivalis,
Treponema  forsythus, Prevotella  intermedia, ,Campylobacter  rectus,
Peptostreptococcus micros et les Treponema denticola par leur capacité d’envahir les

tissus parodontaux profondst®7,
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1.2.3.2 L’absence de bactéries protectrices

La présence des bactéries en proportion suffisante est indispensable dans la maintien de
la santé parodontale, elles sont considérées comme antagonistes aux bactéries
saccharolytiques dont certaines espéces comme les Streptocoques s’opposent aux
Porphiromonas gingivalis, Aggregati bacter actinomycetemcomitans et les Spirochétes

au sein du biofilm bactérien(®8],

1.2.3.3 Environnement dentogingival adéquat

La différence de profil entre les bactéries aérobies et anaérobies, sous-entend qu’elles
nécessitent deux milieux spécifiques et adéquats compatibles avec leur croissance et

multiplication[®!,

Les variations de certains facteurs physiques comme le potentiel d’oxydation, la pression
osmotique et la température conditionnent a fortiori leurs habitats ; par conséquent,
I’accumulation de tartre et le saignement issu de I’inflammation est en faveur de la

croissance des souches virulentes(7!

1.2.3.4 Défaillance acquise ou innée de I’héte

Les polymorphonucléaires et les monocytes constituent les moyens de défenses de 1’hote
contre I’infection, en cas ou leur nombre ou fonctions sont altérés, ou au cours de certaines
maladies générales tel que : la neutropénie, les agranulocytoses, les aplasies médullaires,

I’envahissement des tissus parodontaux profonds est facilité par les agents agresseurst’,

De méme, un dysfonctionnement des monocytes peut étre constaté par une surproduction
d’interleukines (IL-1p) génétiquement chez certains individus, ou peut étre acquis par la

surconsommation de tabac [641

1.2.3.5 L’évaluation du risque parodontal

Selon I’ Académie Américaine de Parodontologie, I’évaluation du risque permet d’estimer
la probabilité¢ de survenue d’éveénements indésirables par des évaluations qualitatives et
quantitatives, le risque en parodontologie s’apprécie a travers la combinaison de plusieurs
parametres ; ceci permet I’identification précoce des personnes concernées et la mise en

ceuvre des moyens de prévention(2]
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1.2.3.5.1 Facteurs liés au patient
- Controle de plaque

Il représente 1’élément le plus déterminant du risque parodontal, 1’évaluation du risque
d’accumulation de la plaque bactérienne est trés significative car son rdle dans

I’étiopathogénie n’est plus a démontré.

Par ailleurs, le brossage biquotidien participe a la réduction de la charge microbienne, et

par conséquent le maintien de la santé parodontalef®l

- Age

Certaines atteintes parodontales sont étroitement liées a I'dge, comme le syndrome de
Papillon-Lefevre chez I'enfant, la parodontite juvénile localisée chez I'adolescent, la
parodontite a progression rapide chez le jeune adulte. Une corrélation étroite a été
remarquée entre le vieillissement et la prévalence des maladies parodontales. De plus, la
sévérité des maladies parodontales augmente avec I'age. Les séquelles des maladies
parodontales s'accumulent avec le temps et font de I'dge un facteur de risque important de

présence et de sévérité de ces maladies!’,

Les patients polymédiqués sont sujets a une réduction du flux salivaire, de plus I’hygiéne

est négligée chez ces sujets et participe a I’apparition de la maladie parodontalel”!

- Tabac

Aujourd’hui, la consommation du tabac est admise par de nombreux auteurs comme un

facteur de risque de survenue et de progression de la maladie parodontale.

Les effets du tabac sont dose-dépendante, le risque est de 2,5 a 6 fois plus fréquent chez

les fumeurs.

On constate une perte clinique plus importante de 1’attache épithéliale, de lyses osseuses,
et un risque accru de récessions gingivales chez les fumeurs, mais il est tout a fait sournois
car les manifestations cliniques sont moins marquées que chez les non-fumeurs ; une
réponse inflammatoire réduite, une hyposialie et un fluide gingival moins important lié¢ a

I’interaction avec la nicotine qui stimule la libération d’adrénalinel™! .
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- Diabéte

Les sujets diabétiques ont une plus grande prévalence de la maladie parodontale, le
mécanisme d’action de cette maladie chronique s’explique par trois théories : vasculaire,
immunologique et collagénique, le maintien de la santé parodontale est axé sur un

équilibre glycémique adéquat 751

1.2.3.5.2 Facteurs liés a la dent
- Position de la dent au niveau de I’arcade

Toute malposition, malocclusion ou encombrement dentaire influence 1’hygiene, en
conséquence la maturation de la plague bactérienne, source de perte d’attache et de lyse

osseusel62]

- Restaurations iatrogenes

Les reproductions de I’aspect anatomique des dents, le respect des limites cervicales, ainsi
que ’espace biologique, par les obturations et les restaurations prothétiques ; sont les

conditions clefs du maintien de I’intégrité de I’organe dentaire et son parodonte [62]

- Altération de la réponse de I’hote

La réponse de 1’hote est déterminante dans la gérance des infections microbiennes par
I’intervention de I’immunité non spécifique et spécifique. Fait important, la dégradation
de I’état général par certaines maladies comme : les leucémies, 1’agranulocytose, la
thrombocytopénie, les troubles leucocytaires, entraine une déficience de 1I’'immunité

favorisant la destruction parodontalel®l.

- Risque genétique

Parmi les principaux facteurs incriminés dans les maladies parodontales, le défaut de
chimiotactisme des polynucléaires neutrophiles et des macrophages est fréqguemment
évoqué. Des études de distribution de la parodontite juvénile localisee (PJU chez des
jumeaux et chez des fréres et sceurs ont confirmé son caracteére familial. L'étude sur 47
familles a mis en évidence un mode de transmission autosomique récessif ; Le méme

mode de transmission a été suggéré pour les parodontites prépubertairest®!
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- Stress

Le stress est la réponse psychosomatique d’un organisme devant la perception d’un défi
ou d’une menace, la composante agit sur le parodonte soit par voie systémique soit par
voie locale, en alternant ses défenses immunitaires, et en développant des parafonctions
compensatoires causant des préjudices directs sur le parodonte, c’est-a-dire que

I’adaptation individuelle au stress est plus impliquée dans la genése de la pathologiel®.

1.2.4 Mécanisme de lésion parodontale

Lors de maladies parodontales, I’équilibre est rompu : les bactéries parodontopathogenes
a prédominance Gram négatif (Porphyromonas gingivalis, Agregatibacter actino-
mycetemcomitans, Tanerella denticola, Bactéroide forsythus) vont se multiplier. Ces
bactéries se développent au sein du biofilmt771 [78],

L’accumulation de plaque va entrainer une gingivite qui, par stades successifs, se
transformera en parodontite et le nombre et la distribution des micro-organismes changent

et la réponse inflammatoire se déclenchel™ .

1.2.4.1 La réaction inflammatoire

Elle débute entre le 2°™ et le 4°™ jour qui suit ’agression bactérienne (en ’absence de
mesures d’hygiéne). La réaction inflammatoire se produit dans le tissu conjonctif situé
sous 1’épithélium de jonction. Une réaction vasculaire s’établit lorsque la gencive est
agressée par des bactéries. Les lymphocytes T (CD4+ et CD8+) viennent lutter contre les
bactéries avec le soutien des mastocytes et des macrophages qui produisent des cytokines
pro-inflammatoires (IL-1p), facteur de nécrose tumorale (TNF)), des métalloprotéinases
(MMPs), la Prostaglandine 2 (PGE2) et I’IL-8. Ceci augmente la production de fluide
gingival ainsi que la migration de polynucléaires neutrophiles (PNN) du tissu gingival

vers la cavité buccalel”] 801

L’Interleukine-1p (IL-1pB) est une cytokine issue du macrophage lorsqu’il a réagi avec
une bactérie. Elle induit une résorption osseuse et la secrétion de certaines protéases. Cette

cytokine augmente avec 1’inflammation gingivalel®!l.

Le Tumor Necrosis Factor-a (TNF-a) est lui produit par les lymphocytes activés et les
monocytes, retrouvé dans le fluide gingival et certains sites parodontaux, il s’agit d’un

puissant immunorégulateur pouvant stimuler les fibroblastes et la résorption osseusel®]
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1.2.4.2 La lésion débutante

Elle apparait entre le 7°™ et 14°™ jour, on constate majoritairement des lymphocytes T,
mais également un nombre important de neutrophiles, qui ont la particularité de disloquer
I’architecture cellulaire provoquant une altération de 1’épithélium de jonction gingivo-

dentairel™

1.2.4.3 La lésion établie

Les lymphocytes B et les plasmocytes prédominent, I’oedéme tissulaire favorise la
formation d’une flore bactérienne sous gingivale, le sillon gingivo-dentaire s’approfondit
en formant des poches. Cet état peut subsister pendant une période indéfinie, des mois

voire des années sans évoluer en parodontite, en fonction de I’hotel?”) (831 |

1.2.4.4 La parodontite

Toute perturbation des réactions de défense de 1’organisme peut modifier ou aggraver le
processus de cette maladie : de nombreuses pathologies générales, dont le diabéte,
peuvent réduire les capacités de défense de I’organisme et donc faire progresser une
maladie parodontale.ll y a des périodes de stagnation et d’exacerbation qui se succedent

soit lentement (parodontite chronique) soit rapidement (parodontite agressive)®l (841

2. Macrophage

En conséquence aux processus infectieux, causés par certains agents pathogenes
responsables des pathologies bucco-dentaires ; les macrophages, aussi connus en tant que
cellules leucocytaires professionnelles du systéme immunitaire inné, infiltrent
pratiqguement tous les tissus de 1’organisme humain et y excercent diverses activités
fonctionnelles suite a leur activation via certains stimuli microenvirennementaux. Ainsi,
en fonction des types de stimuli percus — molécules thérapeutiques et/ou épitopes
bactériens — les macrophages peuvent étre activés et polarisés selon deux états
fonctionnels différents : état pro-inflammatoire et anti-inflammatoire donnant alors des
macrophages classiques (M1) et alternatifs (M2), respectivement. Ceux-ci ont des profils
sécretoires cytokiniques spécifiques, des mécanismes métaboliques variés et des
fonctions immunitaires adaptées assurant 1’homéostasie tissulaire et la résolution de
I’inflammation de par leurs actions immuno-modulatrice et immuno-régulatrice

avéréesssl-88]
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2.1 Définition

Les macrophages sont les phagocytes professionnels, leur nom vient du grec «makros»
pour grand, et«phagein»pour manger!®! ; Ce sont des cellules de longue durée de vie,
provenant de monocytes dans le sang, qui ont été produits a partir de cellules souches
dans la moelle osseuse, elles expriment les cytokines pro inflammatoires et régulateurs et
elles reconnaissent les LT, qui internalise et dégrade les débris et les pathogenes
extracellulaires 1, ils peuvent embraser les micro-organismes, de protéines en utilisant
plusieurs mécanismes, tels que la phagocytose médiée par le complément, pinocytose et
I'endocytosel® I activation de ces cellules phagocytaires conduit & la production de
diverses molécules telles que 1'oxyde nitrique NO et les especes réactives de 1’oxygeéne
ROS, en réponse a la phagocytose , la production de ROS et les especes réactives de
I’azote RNS ; sont respectivement sous le contréle du nicotinamide-adénine-oxydase
dinucléotide phosphate NOX, et de la synthese inductible de 1’oxyde nitrique inductible
iNOS!® (Figure 5)

' Microgle {SNC)
' ' Cellules de Kupfer {foie)
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Source :(Abul K.A, Andrew H.L, 2009).

Figure 5: Stades de maturation des phagocytes mononucléaires.

2.2 Origine

Les monocytes qui pénetrent dans les tissus extravasculaires survivent dans les sites
pendant des périodes prolongées ; dans les tissus, ces monocytes se différencient en

cellules appelées les macrophages. Les monocytes sanguins et les macrophages tissulaires
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constituent deux stades de la méme lignée cellulaire, appelés des phagocytes
mononucléaires!® proviennent de précurseurs qui se trouvent dans la moelle osseuse.
Les monocytes circulants dans le sang deviennent des macrophages dans les tissus ; ils
peuvent étre activés par des microbes, et peuvent se différencier en formes spécialisées

qui résident dans différents tissus, parmi les produits secrétoires du Macrophage :

2.2.1 Métalloprotéinases

Les métalloprotéinases matricielles (MMPs) sont des endopeptidases de matrice
extracellulaire (MEC), dépendant du Zn sous forme activée, d'ou leur nom générique de
métalloprotéases, capables de dégrader la plupart des composants de la MEC[P1. [92]

Les métalloprotéinases seront abordées dans le sous chapitre 3 de la revue de littérature.
2.2.2 Cytokines

Les cytokines sont un groupe diversifié de glycoprotéines qui agissent en tant que
médiateurs intercellulaires, synthétisés par leur cellule d’origine sous I’influence de
divers stimulus, elle délivrent leurs messages en réagissant des récepteurs membranaires

spécifiques présents sur la surface cellulairel®

Une méme cytokine peut étre produite par différents types cellulaires et agir sur un
nombre important de cibles, elles peuvent améliorer ou supprimer la production d’autres

cytokines 94

2.2.2.1 Interleukine Beta -1

Cytokine pro-inflammatoire, produite par les cellules leucocytaires, endothéliales
fibroblastes, macrophages activeés, présente les mémes effets que les TNF , elle stimule
I’expression des molécules d’adhésion au niveau de I’endothélium , favorisant ainsi la
migration des leucocytes circulants vers le site enflammeé elle contribue a I’activation des

cellules T4,

2.2.2.2 Interleukine-6

C’est une cytokine pléiotrope d'abord décrite comme un facteur de croissance des cellules
T et B ; produite par les cellules T, les macrophages et les cellules endothéliales. C'est un
puissant inducteur d'inflammation locale et systémique ou il joue un réle clé dans la
réponse en phase aigué en activant les phagocytes, et favorise la migration des monocytes

sanguins vers les tissus et la production des protéines par les hépatocytes®#,
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2.2.2.3 Interleukine -10

Cytokine anti inflammatoire, régulatrice, produite par les lymphocytes T de type T Helper
(Th2) et les macrophages, elle inhibe la présentation de I’antigéne par les cellules
présentatrices d’antigéne (macrophages et monocytes) et ralentit la production des

différentes cytokines TNF-Alpha, IL-6, IL-1 bétal®4 [ |

2.2.2.4 TNF-Alpha

Cytokine pro-inflammatoire, produite par le macrophage activé, ou cellules dendritiques
en réponse a une agression microbienne en particulier en réponse au lipopolysaccharide
(LPS) des bactéries Gram négatif, il permet le recrutement des neutrophiles et ddes
macrophages vers le site 1ésionnel en stimulant la production des molécules d’adhésion
et des chimiokines ,son réle est intéressant en phase aigue inflammatoire , il active aussi
la production des facteurs de croissance , indispensable a la réparation des tissus

endommagés(®

2.3 Mécanisme d’activité du macrophage
2.3.1 Polarisation du macrophage

Les macrophages polarisants ; peuvent étre classés en deux groupes principaux :

2.3.1.1 Les macrophages classiqguement activés ou M1

Ils sécretent les cytokines pro-inflammatoires dont les stimuli d'activations prototypiques

gamma sont IFNY et le LPS, présentent ainsi des propriétés microbicides puissantes [°6!
[97]

2.3.1.2 Les macrophages alternativement actives ou M2

Les macrophages M2 sécrétent les cytokines anti-inflammatoires, qui sont subdivisés en
M2a apres exposition a I'lL-4 ou IL-13, et en M2b des complexes immuns, en
combinaison avec I'lL-1 béta ou LPS; et en M2c, aprés exposition a IL-10, le facteur de

croissance transformant B (TGF)[®l,

Au-dela de l'infection, les macrophages M2 polarisés, jouent un réle dans la résolution de
l'inflammation par les capacités d’endocytose ¢élevées, et la synthese de facteur trophique,
accompagnée par une réduction de sécrétion des cytokines pro-inflammatoires®®l .

(Polarisation du macrophage : Figure 6)
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Figure 6: Polarisation du macrophage

2.3.2 Activation du macrophage

L'activation des macrophages est reconnue comme un domaine clé de I'immunologie,
I'noméostasie tissulaire, pathogenese des maladies, et dans la résolution de
lI'inflammation. L’activation du macrophage est induite par les récepteurs TLR ou en
réponse a des facteurs de croissance tels que le CSF-1 et GM-CSF et des indices externes
comme les cytokines et les glucocorticoides, les microbes et autres modulateurs y compris
des dérivés de nucléotides®?. Elle est aussi induite par la phagocytose, ou autres entités

capables d’étre reconnues par les macrophagesi®l.
2.3.2.1 Modes d’activation du macrophage

Il y a quatre modes d’activation du macrophage : activation innée, activation humorale,

activation classique et activation alterne.
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1-Activation innée
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Cytokines pro-inflammatoires:
IL-1B8, TNF-a, IL-6
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2-Activation humorale

FcyR
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Phagocytose
(élément opsonisé)

L 4

Cytokines pro, anti-inflammatoires

1-Pré-activation

(B-glucan R)

3-Activation classique
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TLR

2-Stimulation microbienne

v

ROS++++, NO+++++,
Cytokines pro-inflammatoires: IL-
1B, TNF-q, IL-6
Immunité cellulaire
Activité anti-microbienne anti-
tumorale

4-Activation alterne

IL-13R

IL-4R

¥
CMH-II
Immunité humorale
Réponse allergique et anti-parasitaire
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Activité cytolytique

Source : B-glucan R, B-glucan receptor ; CHM-II, Complexe Major Histocompatibilité ; FcyR, Fragment cristallisable
receptor; IL-4R, Interleukine 4 receptor ; NO, Nitric oxide ; R complément, Récepteur de complément ; ROS, Reactives
oxygen species ; TLR, Toll like receptor ; TNF, Tumor necrosis factor. (Emre Y, 2007)

Figure 7: Les différents modes d’activation du macrophage

L’activation innée est une activation du macrophage suite a la reconnaissance du motif
moléculaire associé aux pathogénes (PAMP) par les Pattern recognition receptor (PRR).
L’activation humorale est la phagocytose facilitée par I’opsonisation.

L’activation classique est obtenue par stimulation a INF-y suivi d’une activation
microbienne (LPS) ; Alors que ’activation alterne est régulée par les cytokines de type
Th2, IL-4 et IL-13 2011,

2.3.2.2 Role du macrophage dans la resolution de la réponse inflammatoire et
infectieuse

Le stress oxydatif est un état physiologique de déséquilibre entre les concentrations des
espéces réactives de l'oxygeéne (ROS), notament le monoxyde d’azote, le péroxyde
d’hydrogeéne et les antioxydants. Cependant, une accumulation excessive du ROS

entrainera les lésions cellulaires, comme les dommages a I’acide désoxyribonucléique
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(ADN et aux protéines. Les ROS peuvent induire des modifications génomiques, aux
protéines aussi qui affectent I'noméostasie cellulaire et peuvent entrainer une
maladiel'%

Dans des conditions physiologiques normales la production de ROS cellulaire est
contrebalancée par I'action des enzymes antioxydantes cellulaires.et d'autres molécules

redox[103],

2.3.2.2.1 Monoxyde d’azote
- Définition du monoxyde d’azote

L’oxyde nitrique ou le monoxyde d’azote est radical libre relativement stable dans les
conditions physiologiques, ne réagit qu’avec 1’oxygeéne et ces dérivés, les métaux de
transitions et d’autres radicaux libres. I est synthétisé par toutes les cellules de

I’organisme notamment le macrophagel®4 .

Le monoxyde d’azote est produit par un enzyme : la NO synthase (NOS). Il existe trois
formes de NOS : la NOS endothéliale (eNOS), la NOS neurale (nNOS) et la NOS
inductible (iNOS). La eNOS et la nNOS sont constitutivement exprimées dans divers
types cellulaires tels que 1I’endothélium, les neurones mais aussi les macrophages, ils sont
activés en réponse au calcium. Alors que la iINOS inductible est indépendant du calcium,
elle est induite suite a des stimulations par divers médiateurs inflammatoires, notamment
les cytokines et les facteurs TNF. Ces enzymes produisent le NO a partir du L-
arginine04l,

Il a aussi un role dans I’'immunité par son effet anti-bactérien et par sa contribution dans

la réponse inflammatoirel%%]

- Voie de synthese du monoxyde d’azote par le macrophage

La production de NO par les phagocytes tels que les macrophages se produit lors burst
oxydatif, également connu comme burst respiratoire. La principale source de NO produit
au cours de I'oxydation est la forme inductible de I'oxyde nitrique (iINOS, NOS2). Cette

enzyme métabolise le L-arginine en utilisant I’oxygéne O2 en NO et citrulline®l,
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Source: iNOS, Inductible nitric oxide synthase ; NO, Nitric oxide ; TNF, Tumor necrosis factor.
(Adapté de Rath M. et al ; 2014)

Figure 8: La production du NO par le macrophage.

- Effets du monoxyde d’azote

Le NO est utile dans la phase initiale de la réponse immunitaire innée, il agit comme une
molécule pro-inflammatoire et peut agir comme un agent microbicide, ce qui empéche le
développement d'un certain nombre des micro-organismes, y compris les virus, les
bactéries, les champignons et les parasites. Les propriétés antimicrobiennes de NO
peuvent étre le résultat de plusieurs actions sur I'ADN, des protéines et des lipides. Outre
ces propriétés anti-microbiennes, il peut aussi induire 1’apoptose et 1’arrét du cycle
cellulaire. D'autre part, NO est également impliqué de maniére critique dans la régulation
d'un certain nombre de processus biologiques divers, y compris I'immunité innée et
défense de I'héte immunologique contre les agents pathogeénes envahisseurs et la

cicatrisation[8e!

- Roles physiologiques du monoxyde d’azote

Le monoxyde d’azote (NO) est un messager cellulaire impliqué dans divers phénomenes
physiologiques et pathologiques. Il joue entre autres un role dans le systéeme
cardiovasculaire et la relaxation de I'endothélium°”1;En ce qui concerne le systeme
nerveux central, le NO est un neuromédiateur qui agit par diffusion sur les neurones
environnants. Le NO est également une molécule trés importante dans la réponse

immunitaire grace a son action anti-microbienne et antitumoralel°,
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Lors d’une réponse inflammatoire, la NOS2 des macrophages stimulés par différentes
cytokines (INFy, IL1-B, TNF-a) fournit lentement et apres activation de facteurs
transcriptionnels (NF-kB), de grandes quantités de NO (ordre nanomolaire)!%8], capables
d’avoir une activité régulatrice paracrine sur les cellules voisines comme les cellules
tueuses (NK) par exemple ,ou une activité au sein méme de la cellule productrice'%!, Le

NO est de ce fait ,considéré comme un agent pro-inflammatoirel19°,
- Le role antimicrobien du monoxyde d’azote

Le NO est un radical fortement réactif, d’ou ses propriétés antimicrobiennes et anti-
tumorales. Le NO peut aussi bien endommager I’ADN qu’inhiber sa synthése.
En réagissant avec différentes enzymes ou protéines, il peut altérer le bon fonctionnement
des pathogenes mais également celui de la cellule. Ainsi, le revers de la médaille a son
action antimicrobienne et anti-tumorale est une dégradation du tissu et un

dysfonctionnement des organes en cas de production excessive ou incontroléelol,

2.3.2.2.2 Péroxyde d’hydrogéne

- Définition
Le péroxyde dhydrogene est un composé chimique de formule H202, il existe
naturellement chez les étres vivants comme sous-produit de la respiration cellulaire. Tous

les organismes aérobies possedent des enzymes, appelées peroxydases, qui catalysent la
dismutation du H202 en eau (H20) et oxygéne (O2).

- Réles du péroxyde d’hydrogéne

Le péroxyde d'hydrogene est généré en réponse a divers stimuli, y compris des cytokines

et les facteurs de croissancel!19

Bien que le peroxyde d'hydrogéne soit mieux connu pour son effet cytotoxique, il est
reconnu actuellement comme un régulateur important de la transduction du signal, il peut
également activer les voies de signalisation visant a stimuler la prolifération, la

différenciation, la migration, ou l'apoptose cellulaire*]

Toutefois, I'H202 est utilise comme substrat de la catalase peroxysomale afin de réaliser

des réactions de peroxydation d'autres substrats. Ces réactions sont importantes dans le
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processus de détoxification présent dans le foie et le rein. Seule une faible quantité d'H202

produite au niveau du peroxysome pourrait échapper a la catalasel*%,

Cependant, la principale source de ROS est la mitochondrie par I'intermédiaire de sa
chaine respiratoire. Elle produirait en effet 90% des ROS cellulaires'?
Le ROS mitochondrial joue un réle dans divers processus cellulaire y compris, la
différenciation, l'autophagie, I'adaptation métabolique, et [l'activation des cellules

immunitairest131

2.3.2.2.3. Superoxyde dismutase
- Définition de la superoxyde dismutase

La superoxyde dismutase( SOD) est une enzyme dégradant la superoxyde en dioxygéne
et peroxyde d’hydrogéne ,cette composante essentielle du mécanisme d’élimination des

radicaux libres est présente chez plusieurs espéces aérobies*4

- Role de la superoxyde dismutase

Dans des conditions de stress et avec accumulation accrue des molécules ROS, le systeme
de défense peut étre incapable d’éliminer les activités antioxydantes, a cet égard, il va
faire appel a la premiére ligne se trouvant dans la cellule : la superoxyde dismutase,

libérée par la mitochondrielt*5!

Les SOD sont classés en quatre groupes en fonction de leur dépendance : au fer (Fe) ,
manganese ( Mn) ou le cuivre et zinc ( Cu, Zn) ou le nickel (Ni) qui se trouvent dans
différents compartiments de la cellulel**6]

Cette enzyme est indispensable a de nombreux processus biochimiques, notamment la
signalisation intracellulaire, la défense contre les micro-organismes et la fonction
cellulaire. En revanche, une élimination importante des ROS, en particulier en
superoxydase a forte dose, entraine un stress oxydatif impliqué dans d’autres maladies.
Les ROS représentent également un composant du systéme immunitaire inneé et signalent

également la chimiotaxie des cellules inflammatoires dans les sites d'inflammationt7):
[118]
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2.3.2.2.4 Activité de I’arginase
- Définition de I’arginase

L’arginase est une enzyme qui convertit I’arginine en urée et ornithine. Elle existe sous
deux iso-formes distinctes :Arginase | est exprimé presque exclusivement dans le foie, ou
elle sert d'enzyme essentielle du cycle de l'urée et Arginase Il , est une arginase
mitochondriale qui se trouve dans plusieurs tissus extra-hépatiques et cellules notamment

le macrophage [1191

- Réaction de I’arginase dans le macrophage

Lors d’une réponse immunitaire a médiation humorale, les lymphocytes B secrétent 1L-4
qui stimule 1’enzyme arginase ; Cette enzyme métabolise la conversion de L-arginine en
ornithine et urée, ’ornithine entre dans la synthése de proline et de polyamine qui

interviennent dans la prolifération cellulaire et la réparation des tissus[¢l.(\Voir figure 9).

Macrophage IL-4
M2

Prolifération cellulaire
Reéparation tissulaire

Source : (Adapté de Meera Rath M., et al ; 2014).
Figure 9: Réaction de I’arginase au sein du macrophage.
- Balance arginase / iNOS
Le macrophage joue un role majeur dans le systéme immunitaire, a la fois en tant qu’une

cellule effectrice et antimicrobienne et comme cellule immuno-régulatrice.

Il induit, supprime ou module les réponses immunitaires adaptatives. Ces aspects sont
fondamentalement entrainés par le phénotype du métabolisme de I’arginine, trés répandu

dans une réponse immunitaire en coursl,
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L’arginase et la nitric oxide synthase métabolise L-arginine dans deux voies différentes.
Entre ces deux voies métaboliques, il y a des interactions d’inhibition croisées. Dans les
macrophages M1, I'expression de iNOS est contr6lée par la disponibilité de I'arginine
parce qu’au cours de la synthese de NO il y a la production du NOHA qui inhibe les deux
iso-formes de I’arginase. Tandis que, dans les macrophages M2, 1’expression de iNOS et
la production de NO est limitée par la déplétion arginine suite a sa conversion par arginase
induit par |L-4106],

2.3.2.2.5 Activité de la Catalase
- Définition

La catalase est une enzyme antioxydante omniprésente qui dégrade le peroxyde
d'hydrogene en eau et en oxygéne ,plusieurs agents pathogénes produisent de la catalase
afin de se défendre contre les attaques du peroxyde d'hydrogeéne, c’est une arme
couramment utilisée par le systeme immunitaire de I'héte, il a été en effet démontré qu'un
agent pathogéne mutant déficient en catalase était plus susceptible qu’un virus au stress
oxydatif , induit par le peroxyde d'hydrogene et les attaques de cellules immunitaires

(impliguant du peroxyde d'hydrogene).

Il est donc utile de mesurer 1’activité de la catalase des des agents microbiens afin de
comprendre les mécanismes générés par leur pouvoir pathogene y compris leur résistance

au stress oxydatiflt20l

- Réles de la catalase

La catalase a deux activités enzymatiques 1’élimination de I’excés de 1’H202, en fonction
de sa concentration ;Si la concentration de H202 est élevée, la catalase agit de maniere
catalytique, c'est-a-dire élimine H202 en formant H20 et O2 (réaction catalatique) ;
Cependant, & une faible concentration en H20: et en présence d'un donneur d'hydrogéne
approprié, par exemple I'éthanol, le méthanol, le phenol, etc... ;La catalase agit de
maniére peroxydée en éliminant H202 mais en oxydant son substrat ( réaction

peroxydasique)2H],

2.3.2.2.6 Les activités métaboliques du macrophage
- Le Calcium

Le macrophage utilise le calcium dans la traduction du signal apoptotiquel*??,
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Les ions calcium (Ca?") sont des seconds messagers importants qui modulent de
nombreuses fonctions cellulaires et augmentent la phagocytose des macrophages et

réduire I'infection bactérienne chronique.

Des recherches récentes ont démontré que le Ca?* pouvait contribuer a la modulation de
I'expression des genes dans le macrophage. En utilisant des macrophages dérivés de
monocytes (MDM) de patients atteints de maladie, ont montré que le Ca?* extracellulaire
pourrait augmenter la phagocytose et la sécrétion de cytokines associées aux sous-unités

de I'IlL-8, du TNF-o. et des protéines inflammatoires des macrophages[*??l,

- Le Glucose

Le macrophage est comme toute cellule immunitaire, a besoin des facteurs de croissances
et des éléments nutritifs comme le glucose, qu’elle 1'utilise pour leur activation et

prolifération(241

- Le Cholestérol

Le cholestérol ( CHOL )est un constituant lipidique constant des membranes cellulaires

des animaux, ou il s'associe aux phospholipides et aux protéines(*?1

L’accumulation de cholestérol dans les macrophages et d’autres cellules immunitaires,
favorise les réponses inflammatoires(*?6], y compris ’augmentation de la signalisation
du récepteur de type Toll (TLR), I’activation de I’inflammasome et la production de

monocytes et de neutrophiles dans I’organisme[?7],

3. Métalloprotéinases

3.1 Définition

Les métalloprotéinases matricielles (MMPs) sont des endopeptidases de matrice
extracellulaire (MEC), dépendant du Zn sous forme activée , d'ou leur nom générique de
métalloprotéases.,capables de dégrader la plupart des composants de la MECI®. [92]
Leur activation est responsable de l'induction de chémiotactisme et de migration
cellulaire, d'apoptose et d'inflammation. Les MMPs jouent un role fondamental au cours
de I'embryogenése, du remodelage des tissus normaux, des mécanismes de cicatrisation

et de lI'angiogenése. Cependant , une sur expression de plusieurs MMPs est impliquee

dans I’invasion tumoralel!?®] et les processus physiologiques et pathologiques. Un

36


https://www.universalis.fr/encyclopedie/proteines/

Chapitre | Revue de la littérature

désequilibre entre la concentration des MMPs et leur inhibiteurs provoquent des

perturbations tissulaires(*3! [1291

3.1.1 Structure

Les MMPs ont une structure composee de trois domaines en commun (Figurel0Q) : Le
prédomaine, qui sert a leur transport intracellulaire vers le milieu extra cellulaire, le
prodomaine qui maintient la MMP sous forme inactive par une séquence peptidique,
comprenant un résidu cystéine qui interagit comme quatriéme ligand de I'ion Zn, et le
domaine catalytique proprement dit*3%2 |es structures en domaine de tous les

métalloprotéinases sont rapportées dans la Figure 10.

Collagenases
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Type membranaire N . C
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Séquence signaie N e====Fropeptide——or]  otsiytique

Zn binding
Domaine
LINKER A —— & Tar O C
Hemopexine —

Scmaine . .
membkrane ) Domaine |0 ]| Fibroectine %Q

ancheor cytosolique

Source : M. Maciejczyk, et coll The Significance of Matrix Metalloproteinases in Oral Diseases », Adv
Clin Exp Med, vol. 25, n° 2, 2016. p 384

Figure 10 : Organisation des domaines des différents types de MMPs
3.2 Origine

La famille des MMP est répartie en deux groupes, en fonction de leur localisation
cellulaire (secrétée ou liée a la membrane), ou en six groupes classés en fonction de leurs
caractéristiques : spécificité du substrat('3]

On compte actuellement 24 MMP réparties en 6 sous-familles, la premiére sous-famille
comprend les 4 collagénases interstitielles, la seconde les 2 gélatinases, la troisieme les
3 stromélysines, la quatrieme les 2 matrilysines, la cinquieme les 6 MMP de type
membranaire et la sixieme les 7 MMP qui forment un groupe hétérogénel®?: 131( voir

tableau Il ci-dessous).
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Tableau 111 ; Classification of MMPs.

METALLOPROTEINASES

MMP-1 (collagenase-1, collagénase interstitielle)
MMP-8 (collagenase-2, collagénase neutrophile)

Collagénases

MMP-13 (collagenase-3)

MMP-2 (gélatinase A, 72-kDa gélatinase
MMP-9 (gélatinase B, 92-kDa gélatinase
MMP-3 (stromelysin-1)

MMP-10 (stromelysin-2)

MMP-11 (stromelysin-3)

MMP-12 (métalloelastase)

o MMP-7 (matrilysin, PUMP-1)
Matrilysins MMP-26 (matrilysin-2)

MMP-14 (MT1-MMP)
MMP-15 (MT2-MMP)
MMP-16 (MT3-MMP)
MMP-17 (MT4-MMP)
MMP-24 (MT5-MMP)
MMP-25 (MT6-MMP)
MMP-18

MMP-19

MMP-20 (enamelysin)
Autres MMPs MMP-21

MMP-23

MMP-27

MMP-28 (epilysin)

Gélatinases

Stromelysines

MT-MMPs (Membrane type

Source : (Maciejczyk et al. 2016b). p 385
3.1.2.1 Métalloprotéinases-13 (Collagéenases-3)

Les collagénases interstitielles forment un second groupe de MMP qui interviennent dans
la degradation du collagéne fibrillaire, incluant les collagenes de type I, I, 1l et VII. Le
clivage protéolytique du collagéne fibrillaire par ces enzymes entraine la formation de
collagéne dénaturé (gélatine) qui peut ensuite étre dégradé par les gélatinases. La MMP-
13 (collagénase-3) est caractérisee par un spectre enzymatique plus large et est
essentiellement exprimée dans des zones nécessitant un remaniement rapide de la matrice
extracellulaire telles que le tissu osseux feetal en développement ou les sites

d’inflammation chroniquel*32): [133]

3.1.2.2 Métalloprotéinase-9 (GélatinasesB)

Les gélatinases (MMP-9) forment la quatriéme classe de MMP dont [D’activité
protéolytique est dirigée contre le collagene interstitiel dénaturé (gélatine) et les

collagénes de type IV et V de la membrane basale. Une caractéristique structurelle de ces
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geélatinases est la présence, au sein du domaine catalytique, de trois séquences peptidiques
répétitives analogues aux motifs de la fibronectine de type Il. Ces dernieres permettent la
liaison a la gélatine. L expression de la MMP-9 (gélatinase-B) est faible ou absente dans

les tissus normaux et limitée aux monocytes et aux macrophages(*31 .

3.3 Mécanisme d’action des métalloprotéinases dans les infections dentaires

Ces enzymes protéolytiques ont été identifiées a plusieurs niveaux tissulaires, en effet,
les odontoblastes, outre que ses composants constitutifs secretent des MMP, la gélatinase
A (MMP-2), la gélatinase B (MMP-9), la collagénase 2 (MMP-8), la collagénase-3
(MMP-13), I’énamélysine (MMP-20) et la métalloprotéinase matricielle de type
membranaire. 1 (MT1-MMP)[*% leurs réles essentiels sont : la formation physiologicue
de la dentine secondaire et la minéralisation des dents, dégradation de la matrice lors de

Iésions dentaires, dans la dentinogéneése tertiaire et le réle dans I'inflammation de la pulpe
[43], [44]

Ces MMPs sont localisés dans la dentinel2] [1351. [136] ' majs préférentiellement au niveau

de la zone de prédentine et la jonction émail- dentine., appelées « MMP endogénes >3-
[138]

De méme , il peut s’agir des MMP dérivées des fluides buccaux : de la salive , du fluide
gingival créviculaire, on retrouve des MMP salivaires de type collagénases ( MMP-1,
MMP-8) des gélatinases ( MMP-2, MMP-9)[12]

De plus , il a été prouvé que les MMPs sont secrétées par des bactéries, dans plusieurs
conditions pathologiques , notamment celles responsables de la lésion carieuse et la

maladie parodontale [12): [138], [139].

Ce pool enzymatique, se trouve en phase latente et nécessite une activation pour la
dégradation de la matrice tissulaire dans des conditions pathologiques ; nous citons par la
suite les différents réles des MMPs dans les différents processus pathologiques dentaires.

3.3.1 Rdle dans le processus carieux

La déminéralisation est provoquée par des acides bactériens, les protéases piégées dans
la masse dentinaire et celles produites par les bactéries. Ils sembleraient étre responsables

de la dégradation de la matrice collagénique, trés sensible au milieu acide et incapable de
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résister a la chute de pH au dessous 4,3. De plus, les protéines phosphorylées libérées par
les acides bactériens, lors de la formation du collagéne interagissent avec les MMPs au

sein de la lésion carieuse, en activant ainsi le processus de dégradation3H

La présence accrue de MMPs ,le long de la jonction dentine-émail, peut contribuer a
1I’évolution des lésions carieuses le long de cette jonction, au fur et a mesure de son
évolution vers dentine, il a été constaté que l'activité des MMPs diminuait avec I'age dans

les lésions carieuses actives et chroniques 4 1311

3.3.2 Role dans I’inflammation pulpaire

La progression des lésions carieuses entraine une inflammation de la pulpe, provoquant
ainsi une agrégation de cellules inflammatoires qui, a leur tour, liberent des cytokines
inflammatoires. Les MMPs ont un double role dans la pathogenése de I’inflammation,
stimulant ainsi les fonctions immunitaires protectrices innées et / ou adaptatives, ainsi que

la destruction des tissusl41l [131], [137]

Dans la réaction pulpaire, des composés bactériens et des facteurs inflammatoires peuvent
stimuler la dégranulation et la sécrétion de neutrophiles par les
monocytes/macrophages. La libération d'IL-13 et de TNF-o est capable d'induire la
MMP-1, la MMP-2 ,MMP-13 dans les cellules pulpaires [*4 .

La stimulation par les bactéries augmente la production de MMP-2 et les toxines des
bactéries anaérobies provoquent 1’excrétion des cellules pulpaires par la MMP-1 et la
MMP-22. Des taux significativement plus élevés de MMP-1, -2 et -3 ont été trouvés dans

les pulpites aigués par rapport au tissu pulpaire normal [#41: (1341 [141]

Les bactéries et leurs produits de sécrétion agissent dans l'inflammation pulpaire en
régulant positivement la production de cytokines, en augmentant I'expression des MMP-

9 et en stimulant directement les cellules pour produire des MMPs[142)

3.3.3 Role dans I’inflammation parodontale

Au stade de I’inflammation parodontale, les fibroblastes, les macrophages et les PMN
vont libérer des enzymes, médiateurs de la résorption osseuse : les MMPs, notamment
des collagénases et des gélatinases, impliquées dans la dégradation de la matrice

extracellulaire au cours de processus physiologiques et pathologiques.
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Ces enzymes jouent un rble clé dans la dégradation de différentes molécules
extracellulaires comme le collagene et 1’¢lastine, mais elles peuvent aussi activer des
cytokines et des chémokines modulant ainsi la réponse de I’hote. Elles sont considérées
aujourd’hui comme des médiateurs clés de la destruction parodontale, impliquées dans la

destruction des tissus parodontaux™43l,

Les LPS d’Actinobacillus Actinomycétemcomitans induisent la sécrétion de MMP-1, 9 et,
a moins grande échelle, de MMP-3, 7, 8 et 13 par les macrophages, plus spécifiqguement
la MMP-3 , qui dégrade les composants des membranes basales mais elle active aussi
MMP-1, 8 et 9. La MMP-9 est une gélatinase capable de digérer le collagéne de type V,
composant majeur des membranes basales, a son tour , la MMP-13 est une collagénase

pouvant activer MMP-9[144]. [145]:

D’autre part, des taux deux fois plus élevés de MMP-9 dans le fluide gingival ont été
rapportés sur des patients présentant des pertes d’attache progressives!146l,

Des auteurs ont montré que les MMP-9 pouvaient recruter des ostéoclastes puis induire
leur différenciation et donc la résorption osseuse. La MMP-13 sécrétée par les cellules
ostéoblastiques proches des ostéoclastes dans les sites de résorption osseuse, par les
fibroblastes gingivaux, les macrophages et les plasmocytes, appelée aussi collagénase et
toujours observée a un taux éleve dans les tissus gingivaux et le fluide gingival des sujets

atteints de maladie parodontale. Dans des sites actifs de parodontite agressive.

Les auteurs concluent que les MMP-13 représentent un marqueur de la progression de la
maladie et de la perte osseuse, pouvant aussi activer les MMP-9 en cascadel*43]

4. L’Astaxanthine

4.1 Définition

L'astaxanthine est un cétocaroténoide qui appartient au groupe des caroténoides appelés
xanthophylles (AST), 3,3’-dihydroxy-b, b-carotene-4,40-dionel*441451 || possede une
structure étendue avec deux extrémités polaires avec des cycles ionones moléculaires qui
lui permettent de posséder une capacité de neutralisation des radicaux libres, une zone
non polaire au milieu, qui se compose d'une série de doubles liaisons carbone-carbone

dite "conjuguée”. La possession de 13 doubles liaisons conjuguées polyinsaturéees, donne

a ’AST ses propriétés chimiques uniques, sa structure moléculaire et son absorption de
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la lumiere caractéristique. L'hydroxyle en position 3,3'B et les fractions de céto sur chaque
cycle d'ionone rendent la molécule AST plus polaire et améliore considérablement sa

fonction membranaire (Figure. 11)11461

Source : S. Fakhri et coll, F Astaxanthin: A mechanistic review on its biological activities and health
benefits, Pharmacol. Res., vol. 136, p.3, ao(t 2018

Figure 11: Structure chimique de ’AST

4.2 Origine

C’est un pigment végétal accessoire d'origine marinel!®! |isolé pour la premigre fois en
1938 a partir du homard par Kuhn et al , de couleur rouge-orange commun a de nombreux
crustacés tels que les salmonidés, les crevettes et les écrevisses, qui représentent aussi

d’autres sources de la molécule [1471 [249]-

Ce métabolite est naturellement synthétisé par des plantes, quelques champignons
(Chlorococcum sp, Chlorella zofingiensis), une bactérie marine (Agrobacterium
aurantiacum), des levures (spécialement dans la levure Xanthophyllomyces
dendrorhous), des microalgues mais /’Haematococcus pluvialis semble étre la source la
plus prometteuse pour sa production biologique industrielle ; elle accumule de tres fortes
concentrations d'AST dans des conditions stressantes telles que la salinité élevee, la
carence en azote, les temperatures élevées et la lumiére ; de ce fait, elle est utilisée en

produits pharmaceutiques, cosmétiques et aquacultures 1471 (1481, [151],

L’AST se présente sous trois formes (libre, monoester et diester) et elle est
commercialisée sous forme d'oléorésine obtenuel®? par plusieurs méthodes d’extraction
assistées par micro-ondes et des méthodes enzymatiques (148l [153] : ¢’est un composé
lipophile qui peut étre dissous dans les solvants et les huiles. L'astaxanthine provenant de
I’Haematococcus est extraite par différents traitements : a partir de l'acide

chlorhydriquel54}-1156]
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Dans d’autres études, les huiles végétales telles que 1’huile de soja, mais, olive et pépins
de raisin ont été exploitées pour extraire I'astaxanthine de Haematococcus. Le rendement
en astaxanthine d'Haematococcus était de 80% a 90% en utilisant lors de I'extraction

I'éthanol et de I'huile de tournesol comme co-solvant [248]. [154], [156], [157]

L'astaxanthine dérivée d'Haematococcus était stable a 70-90°C dans les huiles de

ricebran, de gingembre et de palme, pendant neuf semaines (1581 ,

La stabilité de l'astaxanthine de Phaffia rhodozyma était élevée a pH 4,0 et a une
température inférieure 159, La stabilité au stockage de l'astaxanthine a été améliorée a
4°C et 25 °C dans un mélange complexe d'hydroxyproply-p-cyclodextrine et d'eaul6o .

4.3 Mode d’action
4.3.1 Effets antioxydants

Le stress oxydatif peut étre induit par un déséquilibre entre cellules de défense
antioxydante et la charge en oxydant résultant d’un apport alimentaire inadéquat ou de
I’inflammation ou de I’infection, pouvant endommager le fonctionnement mitochondrial
impliquant des perturbations métaboliques remarquables ( maintien de 1’état Redox

cellulaire , régulation , apoptose)®!

L'exces de molécules oxydantes peut réagir avec les protéines, les lipides et I'ADN, pour
provoquer I'oxydation des protéines et des lipides et endommager I'ADN, et peut étre
inhibé par les antioxydants endogénes et exogenes tels que les caroténoides, qui libérent
I'oxygéne en piégeant les radicaux, l'astaxanthine avait une activité antioxydante plus
élevée que divers caroténoides [*61. Les enzymes antioxydantes telles que la catalase,
supéroxyde dismutase, péroxydase étaient élevées dans le plasma et le foie de rats aprés

avoir une supplémentation d'astaxanthine [1°],

Plusieurs travaux ont montré le pouvoir antioxydant de 1I’astaxanthine 103} [149], [152], [155],
[160}-{163] Syr la base de sa forte activité antioxydante, les effets bénéfiques de I’AST en
supplémentation ont été évalué pour un grand nombre de probléme de santé, problémes
cutanés, neurologiques et semble avoir un réle protecteur contre la détérioration par le

piégeage des radicaux libres (1471 [164]
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4.3.2 Effets anti inflammatoires

L'inflammation est une séquence de réponses immunitaires complexes, qui se produit en
tant que mécanisme de défense de I’hote ou en réaction a un traumatisme afin d’initier le
processus de réparation tissulaire. Cependant, excessive ou incontrélée I'inflammation est
néfaste & I'ndte et peut engendrer des dommages cellulaires et tissulaires*®l, I’ AST est
un puissant anti-oxydant qui prévient l'apparition de l'inflammation par plusieurs
mécanismes!49L1661 - A cet effet, les effets anti-inflammatoires de I'AST jouent un réle
important dans la prévention de la progression des troubles du systéme nerveux central,
en bloguant le NF-kB-dépendant de la voie de signalisation; ils empéchent également
I'expression du gene des médiateurs inflammatoires tels que I'interleukine-1péta (IL-1pB),
I'lL-6) et le facteur de nécrose tumorale o (TNF-o) 149, L°AST présente également des
propriétés anti-inflammatoires en inhibant I'enzyme cyclooxygénase-1 (COX-1) et I'acide

nitrique oxyde (NO) dans les cellules microgliales stimulées par des lipopolysaccharides
[167], [168] -

4.3.3 Effets anti tumoraux

Les oxydants contribuent au vieillissement et au développement des maladies
dégénératives comme le cancer et l'athérosclérosel®4?1[15011155L[169]  glors que les
antioxydants diminuent la mutagénese et la cancérogénése en inhibant les effets oxydatifs
au niveau des cellules. La communication intercellulaire se fait par I'intermédiaire des
jonctions entre les interstices et fait defaut dans les tumeurs humaines. Les caroténoides

ont amélioré la communication entre les cellulest*49) [170]

L'astaxanthine a montré une activité antitumorale significative par inhibition de la
croissance des fibrosarcomes, des cellules cancéreuses du sein et de la prostate, du colon
en inhibant la fonction de la 5-a-réductase et des fibroblastes embryonnaires*50: [171] [172]

en arrétant la progression du cycle cellulaire#°} [170]. [173], [174]

4.3.4 Activité anti-apoptotique de I'AST

L'apoptose est un programme de mort cellulaire bien orchestré pour I'noméostasie des
tissus normaux et pour I'élimination des cellules endommagées, anciennes ou infectées,
régulée par deux voies: lavoie intrinséque répond a des dommages a I'ADN, et
la voie extrinséque activée par des signaux de mort induits, une infection activant le

systtme immunitaire. Cependant, ce programme est souvent perturbé dans les

44



Chapitre | Revue de la littérature

hémopathies malignes conduisant a I'accumulation de cellules malignes®™”™! ou au
dysfonctionnement de multiples organes dans des maladies neuro-dégénératives.
Diverses options thérapeutiques existent pour le contrdle de I’apoptosel*® 1761 | 'AST
peut exercer un réle soit anti-apoptotique, soit pro-apoptotique et ce, en fonction de I'état
pathologique.

4.3.5 Activité immunomodulatrice de PAST

L'AST présente des effets immunomodulateurs en améliorant la production d'anticorps et
la réduction de la réponse immunitaire humorale aprés une supplémentation alimentaire
d’ASTI7 |1 a été démontré que la molécule augmente I'activité immunomodulatrice de
I'organisme par la production d'INF-y et d'TL-2 48} 1551 " Dautres études in vitro ont
montré que I'AST pourrait augmenter le taux de production d'anticorps, des lymphocytes
T auxiliaires, d'immunoglobulines M (IgM), 1gG et IgA 1461751761 En réponse au stress,
I'AST prévient les altérations des fonctions immunologiques en augmentant la réponse
immunitaire par l'intermédiaire des cellules tueuses naturelles (NK) et des lymphocytes

T, en aussi réduisant le taux de la protéine c-réactive (CRP) [145.146.174,176-178]

Les différents roles de I’astaxanthine sont résumés dans la Figure 12.
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Source : S. H. Kim et H. Kim, « Inhibitory Effect of Astaxanthin on Oxidative Stress-Induced Mitochondrial
Dysfunction-A Mini-Review », Nutrients, vol. 10, n° 9, 2018 p 5.

Figure 12: Le mécanisme propose par lequel I'astaxanthine inhibe le
dysfonctionnement mitochondrial induit par le stress oxydatif et le développement
et la progression des maladies.
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5. Problématique

La maladie carieuse est définie comme étant un processus pathologique localis¢, d’origine
externe, apparaissant apres 1’€ruption dentaire, qui s’accompagne par une atteinte de 1’émail,
suivi d’un ramollissement de la masse dentinaire, composée essentiellement de collagéne

type | et 11 et des pro-enzymes tel que les MMPs dans un état latent.

La lésion est due a 1’action combinée de plusieurs facteurs a savoir le biofilm bactérien, le
terrain de prédisposition et 1’acidité élevée qui cause 1’activation des MMPS existants dans
la dentine, ou dans la salive en plus de sa production par les macrophages pro-
inflammatoires. Fait important, le role des bactéries dans la stimulation du systeme
Immunitaire, aussi bien inné qu’adaptatif, est bien élucidé et a fait I’objet de recherches trés
intenses.

Par ailleurs le systeme immunitaire lutte contre la lIésion carieuse, d’une part par les barriéres
de défense de I’immunité innée telles que la salive et les tissus durs de la dent et d’autre part,
par le déclenchement d’un profil inflammatoire par les macrophages M1 classiquement
activés et par conséquence par la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires.

De plus, la maladie parodontale résulte d’un déséquilibre entre 1’hote et le systéme bactérien,
libérant une série d’enzymes collagénases et protéases, suite a la dégradation du collagéne
et déclenche une cascade de réactions inflammatoires, en stimulant les productions des
cytokines.

En effet, ces enzymes présentes aussi bien dans la maladie carieuse et parodontale, se
trouvent sous forme de précurseurs inactifs et requierent une activation pour dégrader les

composants matriciels exposés.

Plusieurs travaux utilisant des produits naturels ou synthétiques ont été suggérés pour inhiber
le mécanisme d’activation des MMPs notament ’aloe vera, la chlorhexidine, I’ indométacine,
les extraits de grains de raisins ainsi que I’astaxanthine. Cette molécule thérapeutique a
d’ailleurs été longtemps reconnue pour ses propriétés immunomodulatrices notamment dans

le cas des récepteurs activés par les proliférateurs des péroxysomes 1821 ,

Dans cette optique, nous avons réalisé des essais thérapeutiques ex vivo sur des macrophages
humains provenant de sujets atteints d’infections carieuses et parodontales comparés aux

sujets sains. Ceci afin d’étudier I’effet immuno-modulateur possible de I’astaxanthine sur la
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production des MMP-9 et 13 par les macrophages induits par les produits inflammatoires

qui font suite au processus infectieux dentaire.

Par la suite, nous avons étudié la prévalence des deux maladies chez des enfants ayant une

denture permanente compléte agés entre 12 a 15 ans.
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Matériels et méthodes

Chapitre 2 : MATERIELS ET METHODES

1.

Type de I’étude

Il s’agit d’une étude Hybride englobant :

2.

Un essai thérapeutique in vitro de I’astaxanthine sur I’inhibition de 1’action des
métalloprotéinases impliquées dans la carie dentaire et la maladie parodontale.
Une enquéte observationnelle transversale descriptive a visée analytique des enfants agés

entre 12 ans a 15 ans de 1’année scolaire 2015- 2016.

Objectifs

2.1 Principal

Evaluer le pouvoir inhibiteur de 1’astaxanthine sur la sécrétion des MMP-9 et MMP-13 par

le macrophage humain, chez les enfants ayant une maladie carieuse et une maladie

parodontale.

2.2 Secondaires

Décrire le profil épidémiologique des maladies bucco-dentaires chez les enfants ages
entre 12 ans et 15 ans et calcul de la prévalence des deux maladies (I’étude portera sur
les dents permanentes).

Etudier I’effet de 1’astaxanthine sur les activités fonctionnelles et métaboliques du
macrophage, le burst oxydatif, la production des cytokines pro- et anti-inflammatoires

ainsi que I’activité de I’arginase et la NO syntase.
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3. Conception de I’étude

Etude hybride :
Essai thérapeutique phase 2/ Epidémiologique

[ Essai thérapeutique Etude épidémiologique ]

Echantillons de I’étude :
Ecoles: n=25
Classes, n =17
Eléves (12-15) ans : 515

\ 4

[ Prélevement du sang périphérique ] \L
l Etude de facteurs de risque
Examen clinique
[ Isolation des monocytes J Prélévement salivaire

l

[ Stimulation des Macrophages J

[ Culture cellulaire ]
[ Surnageants Lysats cellulaires ]
Profil cytokine Métalloprotéinase Burst oxydatif Parametres
13et 9 NO métaboliques
IL-1, IL-10, Arginase / iINOS Calcium
IL-6, TNFa SOD Glucose

Cholestérol
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4. Définition de la maladie
4.1 Maladie carieuse

Cliniquement, la maladie carieuse se définie par la présence d’une cavitation visible a 1’ceil
nue intéressant les structures amélo dentinaires et qui volumétriquement occupe au minimum
le tiers moyen jusqu’au tiers superieur dentinaire.

Elle peut étre diagnostiquée au moyen d’un miroir et une sonde sous un éclairage suffisant.

4.2 Maladie parodontale

La maladie parodontale se manifeste cliniquement par une augmentation de volume de la
gencive, elle se diagnostique au moyen d’une sonde graduée ; sera considérée comme poche,

toute infractuosité, égale ou sup a 2mm.

5. Population de I’étude
5.1 Critéres d’inclusion

La présente étude a été menée sur les enfants agés de 12 a 15 ans, scolarisés au niveau des
¢tablissements d’enseignement moyen et secondaire de la commune de Tlemcen durant
I’année 2015-2016. Cette tranche d’age a été choisie en raison de la présence de toutes les

dents définitives, nous permettant ainsi le calcul de I’indice CAO.

5.2 Critéres de non inclusion

Tous les enfants de moins de 12 ans et plus de 15 ans, ceux atteints de troubles de
métabolisme et désordres physiologiques tels que le diabéte, le cancer, le syndrome sec, les
cardiopathies, 1’épilepsie, I’insuffisance rénale, le thumatisme articulaire aigu, ceux sous
traitement antibiotique et anti inflammatoire, la chimiothérapie, la radiothérapie, les
antihistamiques ou les psychotropes n’ont pas été recrutés en plus de ceux portants les

appareillages orthodontiques fixes.

6. Déroulement de I’étude
6.1 Etude descriptive

I1 s’agit d’une enquéte observationnelle transversale a visée analytique, en milieu scolaire

allant de la période d’octobre 2015 jusqu’au mois d’avril 2016.
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6.1.1 Cadre de la population

La wilaya de Tlemcen se situe a I’extrémité nord-ouest du pays et occupe I'Oranie
occidentale, elle s’étend du littoral au Nord a la steppe au Sud. Elle est délimitée : au Nord,
par la Méditerranée ; a I'Ouest, par le royaume du Maroc ; au Sud, par la wilaya de Naama

et a I'Est, par les wilayas de Sidi-Bel-Abbés et Ain Témouchent.

La population de la wilaya est estimée a 1 059 004 habitants, pour une densité de 113
habitants /km?, (Direction des actions sanitaires spécifiques. Programme national de santé
bucco-dentaire en milieu scolaire. Tlemcen, Décembre 2016) concentrée essentiellement au
Nord. Dans sa partie Sud, la densité de population compte un ratio de 9 habitants /km2, soit

un taux de 33% du total d'habitants de toute la wilaya.

L’établissement public de santé de proximité de Tlemcen situé au chef-lieu de Wilaya
englobe quatre dairas avec une population de 439736 habitants répartis sur une superficie de

1 124,84 Km2 et 10 communes avec 07 Unités de Dépistage et de Suivi.

Le total des habitants ayant la tranche d’age entre 12 a 15 ans est de 91788 enfants répartis
dans les quatre communes (Direction des actions sanitaires spécifiques. Programme national

de santé bucco-dentaire en milieu scolaire. Tlemcen, Décembre 2016).

6.1.2 Taille d’échantillon

La taille est calculée en prenant une prévalence de 68%, a partir d’une étude prise comme
réference menée a la commune d’Arzew!®¥ en milieu scolaire chez des adolescents agés de
12 a 15 ans, pour une précision de 0,02, avec un risque o= 5%, ce qui nous donne un nombre
de sujets suffisant et nécessaires de 439.

En prévision des "abandons et perdus de vue", Nous avons opté pour un échantillon de 515

enfants.

6.1.3 Déroulement de I’étude

Apreés avoir obtenu les autorisations de la direction de la santé et de 1’éducation nationale
(voir annexe A), un contact a été réalisé avec la direction de la prévention de 1’établissement
public de santé et proximité de Tlemcen pour obtenir la liste des Unités de Dépistage et de
Suivi et les écoles rattachés a ces derniers.
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Un tirage au sort stratifié a été effectué en fonction des niveaux des classes des éleves. Apres
un calcul de la fraction d’échantillonnage pour chaque niveau scolaire, le nombre d’éléves
par strate était comme suit : 95 éléves en premier cycle secondaire soit I’équivalent de trois
classes, 120 éléves en 1% année moyenne (04 classes) ,130 éléves en 2°™ année moyenne
(04 classes), 65 éléves en 3°™ année moyenne (02 classes), 105 éléves 4°™ année moyenne

(04 classes).

Toutes les classes par niveau ont été introduites dans le Logiciel Excel Microsoft, les trois
premiéres classes figurant dans la liste aprés utilisation de la fonction ALEA ont éeté
sélectionnées dans I’échantillon, ensuite I’identification des éléves a été faite au niveau des

UDS en fonction du programme établi par ces derniers.

Un consentement éclairé a été distribué aux éléves appartenant aux classes tirées au sort par
le coordinateur de la santé scolaire avant le programme de leur visite médicale (voir annexe
B).

6.1.4 Recrutement des patients

Cing cent quinze (515) jeunes patients éligibles ont été recrutés au sein des Unités de
Dépistage et de Suivi de ’EPSP de Tlemcen, une équipe de trois étudiants a participé dans
cette étude pour la collecte des données a partir d’un questionnaire détaillé (voir annexe C).

Ce questionnaire comprend :

- Une partie de renseignements socio démographiques, (le niveau socio économique a été
évalué selon I’indice de position socioéconomique (IPSE). (Voir annexe D).

- Des antécédents médico dentaires.

- Un examen des parametres physico chimiques de la salive : pH, débit et viscosité.

- Une histoire de la maladie carieuse avec 1’appréciation de 1’indice CAO, les

renseignements sur les mesures d’hygiéne et la fréquence de brossage.

Les participants se sont présentés de 8h-11h du matin, avec un formulaire de consentement
éclairé signé par leur tuteur, tous les enfants ont été¢ informé d’un jeline d’au moins d’une
heure ; il a été recommandé de ne rien manger, ni boire ni macher ou méme de se brosser les
dents pendant une heure au minimum avant la consultation (18311841

L’examen dentaire a été effectué¢ au moyen d’un plateau de consultation contenant un miroir
et une sonde de Rheins N° 17 pour vérifier la présence de la Iésion carieuse, appréciée

cliniquement par une présence d’une cavité qui "accroche™ au passage de la sonde.
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L’état dentaire a été évalué par I’indice CAO de Palmer et Klein pour la denture
permanentel?l, C’est la somme de trois paramétres(C+A+O) par rapport au nombre de sujets
examinés.

- C: Concerne le nombre de toutes les dents cariées.

- A Concerne le nombre de toutes les dents absentes ou extraites,

- O : Concerne le nombre de toutes les dents restaurées a 1’amalgame ou au composite.

L’échelle de comparaison de 1’Indice CAO était classée en cinq niveaux B4

- Niveau trés bas : 0< Indice CAO< 1,1.

- Niveau bas 1,2< Indice CAO< 2,6.

- Niveau moyen 2,7< Indice CAO< 4,4.
- Niveau élevé 4,5< Indice CAO< 6,5.

- Niveau trés élevé Indice CAO> 6,5.

Les habitudes alimentaires telles que le grignotage ont été évaluées par les mentions

« jamais » « parfois » et « souvent » ainsi que la prise des sucreries entre les repas.

L’évaluation de I’hygiéne buccodentaire a ét¢ faite par un indice clinique OHIS de Green et
Vermillon 1851 [186] - calculé en additionnant les scores de tartre et débris mous, divisé par le
nombre de surfaces examinées, le résultat obtenu traduit trois niveaux d’hygiéne : Bonne
(0-1) - Moyenne (2-5) - Mauvaise (6-8) - Ainsi que par la fréquence de brossage.

L’¢évaluation de la maladie parodontale a été réalisée par un parameétre semi quantitatif

L’indice gingival Gl de Loe et Silness 1967 18] nous a permis de mesurer la sévérité et la

localisation des gingivites, les scores sont ainsi définis :

- Score 0 : gencive saine, et absence de signe d’inflammation,
- Score 1 : 1égere inflammation léger érythéme et cedéme,
- Score 2 : inflammation modérée avec érythéme et saignement au sondage,

- Score 4 : inflammation séveére avec érythéme et cedéme important.
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L’examen des parameétres salivaires a ¢té fait par une évaluation visuelle de la viscosité de
la salive non stimulée au repos et a défini deux variables, une salive visqueuse et une autre

non visqueusel*? .

Des prélevements salivaires ont été récupérés apres un jetine d’au moins d’une heure, la
salive a été récoltée toutes les trente (30) secondes apres une stimulation par une mastication
d’un bloc de 0,75 g de paraffine (sigma- Aldrich, Allemagne) pendant 05 minutes puis

récupérée dans un gobelet gradué (Figure 13)183. [184],

Figure 13: Recueil de la salive

(Iconographie personnelle. | Ben yelles, UDS Cherif Moulay Idriss, Tlemcen, Octobre 2015)

Les échantillons salivaires sont ainsi mis dans des tubes Eppendoff® gradués pour la lecture
du débit (Eppendorf®, Hamburg, Germany), stériles et codifiés et immédiatement conservés
a 4 °C puis acheminés dans les 20 minutes vers le laboratoire de recherche de Biologie
Moléculaire Appliquée et d’Immunologie (BIOMOLIM) pour la mesure du pH a 1’aide
d’une micro électrode sensitive (InLab®423 Metteler, Toledo, OH, USA).

La lecture de la valeur du pH s’affiche sur 1’écran[*?- 1841 (Figure 14).
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Figure 14: Mesure du pH de I’ensemble des échantillons

(Iconographie personnelle 1 .Ben yelles, Laboratoire BIOMOLIM, Univ Tlemcen. Oct. 2015).

Tous les échantillons ont été congelés a une température - 80°C, jusqu’au moment du dosage
des protéines salivaires par la méthode de Gornell, (Gornell, 1949) utilisant le réactif de
Biuret, a I’aide du kit commercial (Fischer Scientific, USA). (Figure 15).

La lecture des densités optiques a été réalisée a 450 nm sur des microplaques ELISA a I’aide
du lecteur Biochrom ANTHOS 2020 (Cambridge, UK) (Figure 16).
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Figure 15: Dosage protéinique par la méthode de Gornell

(Iconographie personnelle. | .Ben yelles, Laboratoire BIOMOLIM.Univ Tlemcen. Oct. 2015)
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Figure 16: Lecture des densités optiques avec le lecteur ELISA Biochrom Anthos2020
(Cambridge, UK).

(Iconographie personnelle. | .Ben yelles, Laboratoire BIOMOLIM, Univ Tlemcen, Oct. 2015)

6.2 Etude expérimentale
6.2.1 Aspect éthique

Aprés avoir obtenu un consentement éclairé des parents des enfants donneurs selon les régles
d’Helsinki (Annexe 2).
Cette étude a été approuvée par la commission de validation des theses en sciences médicales

et le conseil scientifique de la faculté de médecine de 1’université de Tlemcen.

6.2.2 Recrutement des malades

Notre étude expérimentale en ex vivo a porté sur 1’étude de six (06) millions de cellules
monocytaires issues de donneurs, tirés au sort a partir du masque de saisie codifiant les 515
patients composant notre échantillon initial et présentant des maladies carieuses et
parodontales.

Dans un méme temps, six (6) millions de cellules seront isolées a partir de patients sains
(série témoins) ne présentant donc aucune Iésion dentaire et/ou parodontale, tirés au sort par

¢chantillonnage élémentaire a 1’aide logiciel spécialisé « Epi info 6 ».
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Ces sujets choisis, matchés par rapport au sexe et a 1’age, ont fourni des échantillons sanguins
destinés a I’extraction et la différenciation des macrophages pour la culture cellulaire ex-

Vivo.

6.2.3 Prélevements sanguins

Le prélévement sanguin a été réalis€ la matinée, au niveau du laboratoire d’analyses
médicales sur des jeunes patients et leurs témoins matchés répondant au consentement
éclairé. Un test d’hémoglobine gliquée a ¢été effectué sur les donneurs afin d’écarter tout
risque de diabéte (annexe Analyses des patients). Le sang a été récolté dans les conditions
optimales d’aseptie, conditionné dans des tubes sous-vide a EDTA (BD Vacutainer, Belliver
Industrial Estate, UK), puis directement acheminé au Laboratoire de Recherche de Biologie
Moléculaire Appliquée et Immunologie dans les meilleures conditions de transport et de
réfrigération!*®! (Figure 17).

Figure 17 : Récolte de sang périphérique.

(Iconographie personnelle. | .Ben yelles, Laboratoire BIOMOLIM. Univ Tlemcen. Mai 2017)

6.2.4 Isolation des macrophages a partir des monocytes et culture cellulaire
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6.2.4.1 Extraction des PBMCs (Peripheral Blood Mononuclearcells)

A partir du sang prélevé (Figure 18), les cellules mononuclées du sang périphérique
(PBMCs) ont été extraites par méthode de séparation de gradients de densité, le sang dilué a
été dépose sur un volume égal Histopaque®-1077 (Sigma Aldrich Co, St. Louis, Etats Unis),
en centrifugeant pendant 30mn a 400 t. (Figure 18).

Figure 18: Dilution du sang par le PBS
(Iconographie personnelle. I Ben yelles, Laboratoire BIOMOLIM. Univ Tlemcen. Mai 2017)

Figure 19: Récupération de I’anneau avec les PBMC (Peripheral Blood Mono
nuclearcells)

(Iconographie personnelle. | Ben yelles, Laboratoire BIOMOLIM. Univ Tlemcen. Mai 2017)

L’anneau cellulaire résultant correspond aux PBMCs séparés ; Celles-ci sont ensuite

récupérées a partir de 1’interface Histopaque/plasma, soumises a deux lavages (Figure.20)
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par la solution PBS (Phosphate-Buffered Saline) puis transférées dans des microplaques
stériles et additionnées de milieu de culture cellulaire RPMI1640 complet Sigma Aldrich
Co., St. Louis, USA). Cette étape est suivie d’une culture cellulaire correspondant a

I’isolation des monocytes a partir des PBMCs extraits[187}- [188] |

Figure 20: Lavage des cellules

(Iconographie personnelle. |1 Ben yelles, Laboratoire BIOMOLIM. Univ Tlemcen. Mai 2017)

6.2.4.2 lsolation des monocytes a partir des PBMCs

Les monocytes ont été isolés a partir des PBMCs vivantes précédemment récoltées, puis
cultivés ex-vivo dans le milieu de culture RPMI1640 complet, contenant : 2 mmol/L de L-
glutamine, 10 % de SVF déecomplémenté a 56°C /30 min avec agitation toutes les 10min, 50
ug/mL de gentamycine, Pénicilline 50 U/mL, Streptomycine 50 pg/mL et de GMCSF
0.1pg/mL pour stimuler les cellules.

Dans les conditions optimales de culture cellulaires : a 5 % de COz et a 37°C de température.
Apres deux heures d’incubation dans 1’étuve spécialisée, les cellules non adhérentes ont été
rejetées et les monocytes adhérants a la surface des microplaques ont été récupérés a

nouveau.

6.2.4.3 Test d’exclusion au Bleu Trypan

Le bleu trypan étant un colorant soluble dans I'eau, il est utilisé principalement pour le

comptage sous microscope des cellules vivantes récoltées. Ce colorant, s'infiltre dans les
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membranes plasmiques endommagees des cellules mortes les faisant apparaitre en bleu
fonceé, permettant ainsi la distinction des cellules viables et des non viables.

Afin de procéder au comptage, ce test a été réalisé sur un échantillon de monocytes récupéres
aprées leur mise en suspension dans 1 mL de RPMI 1640, et déposé sur les cellules de
Malassez, puis au niveau du microscope optique a grossissement 40 X
(Optika) ; Un volume V/V de la suspension cellulaire est additionné a la solution de bleu
trypan(TBET,trypanblue exclusion test) (Richardson and Fedoroff, 1997)[8% ( Figure 21).

i
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Figure 21: Mise en suspension cellulaire dans la cellule Malasez

(Iconographie personnelle. I Ben yelles, Laboratoire BIOMOLIM, Univ Tlemcen. Mai 2017)

6.2.4.4 Différenciation des macrophages a partir de monocytes

Aprés leur comptage (Figure 22), la concentration des monocytes en suspension dans RPMI

1640 a été ajustée a 2 x 106 cellules/mL selon la formule suivante :

C=n*104~*f
C : concentration des cellules

n : nombre des cellules dans 10 rectangles

f : facteur de dilution
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Figure 22 : Vue microscopique des cellules pour comptage

(Iconographie personnelle. I Ben yelles, Laboratoire BIOMOLIM, Univ Tlemcen. Mai 2017)

Ces cellules sont distribuées dans des plaques de cultures a 24 puits a raison de 2 x 106
celluless/mL puis mises en culture dans les mémes conditions de culture décrites
précédemment pendant 48 heures(1871 [188]

On ajoute 1 pg/ mL dans chaque puits de solution préparée LPS pour activer les
macrophages plus GMCSF (0.1mg/mL) et RPMI complet et on incube pendant 02 heures

dans une température ambiante (Figure 23).

»

Figure 23 : Activation des macrophages par le LPS et GMCSF
(Iconographie personnelle. I Ben yelles, Laboratoire BIOMOLIM, Univ Tlemcen. Mai 2017)
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6.4.3 Traitement des macrophages par ’astaxanthine

6.4.3.1 Activation des macrophages par lipopolysaccharides (LPS) et traitement a
I’ Astaxanthine

Afin d’activer les macrophages, on ajoute 1pg /mL de lipopolysaccharides (LPS )pendant
24h 1901

Les macrophages en cours de différenciation a partir des monocytes ont été traités avec des
concentrations graduelles d’astaxanthine, apres 3 heures de culture cellulaire. L. astaxanthine
rajoutée est précédemment diluée dans un solvant polaire organique approprié, le
diméthylsulfoxyde DMSO (Figure 24). Une solution mere a été incorporée dans un milieu
de culture afin d’obtenir les quatre concentrations suivantes : 0,1,10,50 LM puis réincubée a
37°C durant 48 heures 19 [192]

A noter que les macrophages cultivés en ex-vivo, dans cette étude ont été répartis en cing

groupes :
LPS+ /AST-: Mg contrdle stimulé avec LPS et non traité avec 1’astaxanthine.
LPS+ /1 uM AST+ : Mo stimulé avec LPS et traité avec 1 uM d’astaxanthine.

LPS+ /10 uM AST+ : Mg stimulé avec LPS et trait¢ avec 10 pM d’astaxanthine.

LPS+ /50 uM AST+ : Mg stimulé avec LPS et traité avec 50 uM d’astaxanthine.

Figure 24: Supplémentation de I’astaxanthine sur les macrophages adhérents

(Iconographie personnelle. I Ben yelles, Laboratoire BIOMOLIM, Univ Tlemcen. Juin 2017)
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6.4.3.2 Lyse des macrophages et récupération de surnageants et de lysats cellulaires

Apres 48 heures d’incubation, les surnageants des cultures cellulaires sont récupérés et
aliquotés dans des tubes stériles, pour une utilisation directe ou aprés une courte conservation
a température de -20°C pendant 15 a 21 jours. Parallelement, les lysats cellulaires des
macrophages précédemment traités sont récupérés apres traitement de lyse au Triton X 100
a 0,1 % durant 30 min, puis arrét de la réaction par la solution Tris-HCI et MnCI2 aux doses

respectives 25 mM, 10mM87]. [193], [194]

Les surnageants récupérés servent pour le dosage des métalloprotéinases et les différentes
cytokines par méthode de dosage d'immunoabsorption par enzyme liée (ELISA) afin
d’établir le profil inflammatoire et I’activité des macrophages au cours du processus carieux
comparé aux sujets sains. Les lysats des macrophages sont, cependant destinés a étudier les

parametres métaboliques, ceux des activités fonctionnelles et du burst oxydatif.

Figure 25: Stockage des puits de surnageants et de lysats cellulaires pour le dosage

(Iconographie personnelle. I Ben yelles, Laboratoire BIOMOLIM, Univ Tlemcen. Juin 2017)
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6.4.4. Evaluation des taux de protéines totales

Le dosage des protéines totales a été realisé suivant la méthode spectrophotométrique dite
de Gornall™*1, Pour cela, les lysats cellulaires des macrophages ont été traités par le réactif
A de Biuret, composé de (Hydroxyde de sodium 0,4 mol/L + tartrate de sodium 90mmol/L)
et Réactif B : composé de (Hydroxyde de sodium 0,4 mol/L + tartrate de sodium 90 mmol/L
+ acétate de cuivre (I1) 21 mmol/L + iodure de potassium 60 mmol/L), contenus dans le Kit
commercial utilisé (Protéines Totales, Biuret, Biosystems S.A. Costa Brava, Barcelona,
Spain) (Figure 26).

Figure 26: Dosage des proteéines totales

(Iconographie personnelle. | Ben yelles, Laboratoire BIOMOLIM, Univ Tlemcen. Juin 2017)

L’ absorbance a été, ensuite, mesurée a 450 nm sur des microplaques de culture cellulaire a
I’aide du lecteur ELISA spécialisé (BiochromsAnthos 2020, Cambridge, UK) (Figure 27).
L’ensemble des dosages effectués était réalisé en quadriplicates, et les concentrations finales
ont été exprimées en mg/mL, a partir de la courbe standard précédemment réalisée. La limite

de détection du kit de dosage des protéines totales était de 0,800 g/L.
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Figure 27: Lecture de I’absorbance par le lecteur ELISA
(BiochromsAnthos 2020, Cambridge, UK

(Iconographie personnelle. | Ben yelles, Laboratoire BIOMOLIM, Univ Tlemcen. Juin 2017)

6.4.5 Evaluation du burst oxydatif ou burst respiratoire chez les macrophages

6.4.5.1 Dosage du monoxyde d’azote (NOx) par la méthode de Griess

Le dosage du monoxyde d’azote (NOx) a été effectué sur 50pl surnageants de culture
cellulaire, déprotéinisés par une solution saline de TCA, puis additionnés a 50ul Vanadium
Il chloride & 8mg /ML qui permet la réduction des nitrates en nitrites selon la réaction

suivante :

NOg Nitrate Reductase> N02

Nitrate Nitrite

L’absorbance a ¢été mesurée ensuite a 520 nm par le lecteur de microplaques
(BiochromAnthos 2020, Cambridge, Royaume-Uni), et les concentrations de NOx

sontdéterminées a partir d’une courbe d’étalonnage établie a 1’aide du nitrate sodique
NaNO3 271,
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Cette étape est suivie par I’ajout en second temps de 25ul réactif de Griess qui absorbe le

NO:z en formant une coloration diazoique rose, incubé pendant 30mn & 37°C (Figure 28) (6]
[194]

Figure 28: Dosage du monoxyde d’azote

(Iconographie personnelle. I Ben yelles, Laboratoire BIOMOLIM, Univ Tlemcen Juin 2017)

6.4.5.2 Evaluation de la production du peroxyde d’hydrogéne (H205)

Les concentrations du péroxyde d’hydrogéne produit par les macrophages en culture,
préalablement traités par ’AST ainsi que les contrdles non traités, ont été évaluées sur les
lysats cellulaires par un dosage colorimétrique (8!,

Le processus de dosage a été réalisé suivant les instructions fournies par le fabricant du kit
commercial utilisé (Hydrogen Péroxide ColorimetricAssay, Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA) (Figure 29).

Les densités optiques ont été lues a 520 nm par le lecteur ELISA des microplaques
(BiochromAnthos 2020, Cambridge, Royaume-Uni). Tous les essais réalisés ont été
reproduits en quadriplicates, et les valeurs finales des concentrations du H202 ont été
exprimées en Micromolaire, a partir de la courbe standard réalisée par des dilutions
successives de nos échantillons de cultures et des standards fournis dans le kit. La sensibilité

du test H202 utilisé était inférieure a 51,3 ng / mL.
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Figure 29: Dosage du péroxyde d’hydrogéne

(Iconographie personnelle. I Ben yelles, Laboratoire BIOMOLIM, Univ Tlemcen. Juin 2017)

6.4.5.3 Activité de la superoxyde dismutase

Le dosage de I’enzyme superoxyde dismutase (SOD) a €té évalué sur les lysats des
macrophages en culture, traités ou non traités avec AST, ainsi que leurs controles par

méthode colorimétrique.

Les lysats cellulaires des macrophages cultivés dans les microplaques de 96 puits, ont été
additionnés a la solution de travail [WST / solution tampon, 1/19 mL, v/v] et soumis a
agitation puis complémentés a une solution de travail enzymatique [ solution enzymatique
/ tampon de dilution , 15ul /2,5mL, v/v] ( Figure 30); la préparation a été mixée et incubée
pendant 20min a 37°C .

L’absorbance a été mesurée a 450 nm a I’aide du lecteur de microplaques ELISA (Biochrom
Anthos 2020, Cambridge, Royaume-Uni). L’activité de I’enzyme SOD a été calculée selon

I’équation suivante :

73



Matériels et méthodes

L’activité du SOD (Taux d’inhibition %) = {[(DO du Blanc 1-DO Blanc 3)- (lysat du M¢ —
DO blanc 2)] / (Blancl — Blanc 3)} x 100.

Les valeurs sont exprimées en pourcentage (%) d’inhibition.

A
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Figure 30: Dosage de I’activité superoxyde dismutase

(Iconographie personnelle. I Ben yelles, Laboratoire BIOMOLIM, Univ Tlemcen. Sept. 2017)

6.4.6 Evaluation de ’activité de la catalase

L’activité enzymatique de la catalase a été mesurée par I’analyse des taux de décomposition
du peroxyde d’hydrogeéne, par spectrophotométrie sur les lysats cellulaires des macrophages
en culture traités ou non par I’AST. Le dosage de I’activité de la catalase a été procédé selon
les indications du fabricant du kit commercial utilisé, (Figure 31) (Catalase assay kit, Sigma
Aldrich, St louis, MO, USA). La variation de I’absorbance a été lue sur par lecteur de
microplaques ELISA, (BiochromAnthos 2020, Cambridge, Royaume-Uni) a 520 nm par
rapport au blanc. Les résultats finaux de I’activité de la catalase sont exprimés en nM /min/

mL, par rapport aux concentrations du H202 décomposé en fonction du temps, et selon la
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courbe standard réalisé par succession des dilutions de H202. La limite de détection du kit

étant de 0.575 mmole/minute:194

Figure 31: Dosage du P’activité de la catalase

(Iconographie personnelle. I Ben yelles, Laboratoire BIOMOLIM, Univ Tlemcen. Juin 2017)

6.4.7. Evaluation des parametres métaboliques chez les macrophages
6.4.7.1 Evaluation des taux du calcium intra et extra- cellulaire libre

Les niveaux des ions calcium libres intracellulaires et extracellulaires, ont été déterminés
biochimiquement sur des lysats et des surnageants de macrophages en culture par méthode

spectrophotométrique, comme décrit précédemment 1871 [188]

Les taux en ions calcium libres ont été mesurés par le lecteur ELISA (BiochromAnthos 2020,
Cambridge, Royaume-Uni) a une longueur d’onde de 492 nm contre un blanc, en utilisant
un kit commercial spécialisé (Calcium Arsenazo I11, ColorometricSpinreact, SA,/S.A.U Ctrz
.Santa Coloma, Espagne) (Figure 32). Les niveaux de calcium ont été exprimés en
mg/dL/temps de protéines (6],
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Figure 32: Dosage du calcium intra et extra cellulaire

(Iconographie personnelle. I Ben yelles, Laboratoire BIOMOLIM, Univ Tlemcen. Juin 2017)

6.4.7.2 Evaluation des taux de glucose intra et extra -cellulaire

Les taux de glucose intra et extra cellulaire ont été mesurés sur les lysats cellulaires, ainsi
que sur les surnageants des macrophages en culture, par méthode spectrophotométrique a
I’aide du kit commercial de dosage du glucose (Glucose-LQ, GOD-POD ; Liquide,
Spinreact, SA,/S.A.U Ctrz, Spain), selon les instructions fournies par le fabricant (Figure
33).

Figure 33: Dosage du glucose intra et extra cellulaire

(Iconographie personnelle. I Ben yelles, Laboratoire BIOMOLIM, Univ Tlemcen. Juin 2017)
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L’absorbance a ¢été mesurée par le lecteur des microplaques ELISA a 492 nm
(BiochromAnthos 2020, Cambridge, Royaume-Uni) contre le blanc. Les concentrations du
glucose ont été calculées selon la formule suivante : Echantillon/ étalon x 100
(concétalon)=g /dL de glucose , et les résultats du dosage ont été exprimés en nanomoles par

milligramme de protéines. La limite de détection du kit de dosage étant de 0,033mg/dL.

6.4.7.3 Dosage du cholestérol

La concentration du cholestérol a été mesurée par méthode spectrophotométrique, sur les

lysats cellulaires de macrophages ,traités ou non avec 1’astaxanthine (1871 ,

Un volume de 2 L de lysat cellulaire a été additionné a 200 L du réactif du kit Cholestérol
oxydase / peroxydase (BioSystems S.A. Costa Brava, Barcelone, Espagne), 1’incubation

réalisée a 10mn a une température ambiante 37°C (Figure 34).

Les valeurs ont été exprimées par unité de la concentration (g /1) soit mmol/L, la limite de
détection était de 4,2 mg/dL soit 0,109 mmol/L, et la lecture des densités optiques a été
réalisée a I’aide du lecteur ELISA. (BiochromAnthos 2020, Cambridge, Royaume-Uni), a
492 um par rapport au blanc.

Figure 34: Dosage du cholestérol

(Iconographie personnelle. I Ben yelles, Laboratoire BIOMOLIM, Univ Tlemcen. Juin 2017)
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6.4.8 Marqueurs pro et anti-inflammatoires de la polarisation des macrophages M1/M2
6.4.8.1 Marqueur de polarisation du macrophage vers le profil proinflammatoire M1

6.4.8.1.1 Dosage immunoenzymatique (ELISA) de la production de cytokines : I’IL-
1B, 'IL-6, TNF-a.

Les niveaux de concentration des différentes interleukines supposées produites par les
macrophages, soient I’IL-1p, I’'IL-6, le TNF-a ont été déterminés a partir des milieux de
culture cellulaire au cours du traitement graduel a I’AST. Ces cytokines ont été quantifiées
par la méthode ELISA, a I’aide des kits commerciaux respectifs, selon les instructions du
fabricant : BD OptEIATM set Human IL-1p ; catalogue # 557 953 ; BD OptEIATM set
Human IL-6 ; catalogue # 555220 ; BD OptEIATM set Human TNF-a ; catalogue # ( San
Diego, CA, USA) ( Figure 35) .

Les surnageants de cultures cellulaires ont été incubés avec des volumes de (v /v) pL
d’anticorps anti-cytokines primaires appropriés a 37 °C pendant 2h30 min sous agitation
continue, puis soumis trois lavages consécutifs. Les densités optiques ont été mesurees a 450
nm avec le lecteur de microplaques ELISA (BiochromAnthos 2020, Cambridge, Royaume-
Uni). Les limites de détection des kits de dosages étaient les suivants:
10 pg/mLpour I’IL-1p, I’'1L-6,2pg pour le TNF-a.

Figure 35: Dosage des interleukines : I’'IL-1p, ’IL-6, TNF-a

(Iconographie personnelle. | Ben yelles, Laboratoire BIOMOLIM, Univ Tlemcen. Mars 2018)

6.4.8.1.2 Evaluation de I’activité Inductible oxyde nitrique synthase (iNOS)
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Les niveaux d’expression de ’activité iNOS a été décrite précédemment , en calculant les

concentrations du NO obtenus par milligramme de protéines par 30 min.[1%4!

6.4.8.2 Marqueur de polarisation du macrophage vers le profil antiinflammatoire M2
6.4.8.2.1 Dosage immunoenzymatique (ELISA) de la production de cytokines: I’'IL-10

Les niveaux de concentration de I’interleukine IL-10 été déterminés a partir des milieux de
culture cellulaire en supplémentation graduelle a I’AST. Ces cytokines ont été quantifiées
par la méthode ELISA, en suivant les instructions mentionnées sur kit commercial BD
OptEIATM set Human IL-10 ; catalogue # 555157 (Figure 36).

Les surnageants de cultures cellulaires ont été incubés avec des volumes de 2 pL d’anticorps
anti-cytokines primaires appropriés a 37 °C pendant 2h30 min sous agitation continue, puis
soumis trois lavages consécutifs. Les densités optiques ont été mesurées a 450 nm avec le
lecteur de microplaques ELISA (BiochromAnthos 2020, Cambridge, Royaume-Uni). La
limite de détection du kit de dosage d’IL-10 était de >10pg/mL

Figure 36: Dosage de I’interleukine 10

(Iconographie personnelle. | Ben yelles, Laboratoire BIOMOLIM,Univ Tlemcen. Mars 2018)
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6.4.8.2.2 Evaluation des activités enzymatiques de ’arginase et de ’iNOS

Les lysats cellulaires récupérés apres culture des macrophages ont été utilisés pour
I’estimation de 1’activité enzymatique de 1’arginase, par méthode spectrophotométrique
basée sur la détermination de la production de 1’urée aprés 1’addition de la L-Arginine
comme décrit ci-aprés(®®l Aussi, l'expression enzymatique de l'activité d’iNOS a été
déterminée a partir des concentrations de NO déja mesurées en fonction des concentrations
calculées des protéines totales par 30 min L’activité de 1’arginase a été mesurée par le kit
commercial (UREA/BUN-COLOR, BioSystems, S.A. Costa Brava 30, Barcelona,
Spain) (Figure 37); en premier, un volume égal d’une solution d’arginine a 0,5 M est
additionné au lysat des macrophages afin d’amorcer une réaction d’hydrolyse, le mixe est
ensuite incubé a 37 °C pendant une heure ; puis la réaction enzymatique est stoppée par
’ajout de 400 puL de solution acide. Enfin, la lecture de 1’intensité de la coloration a été lue
a 600 nm par le lecteur de microplagues ELISA | et la concentration de ’urée générée a été

déterminée selon les formules suivantes :

Concentration de 1’Urée (mg/L) = Absorbance (échantillon) / Absorbance (étalon) X
50mg/L.

L’activité de I’arginase a ¢été calculée selon la formule qui suit: Activité d’arginase =
[Concentration de I’urée en mol/L / 60 / concentration des protéines totales en mg/L] X 106.
L’activité¢ de 1’arginase a été exprimée en mU urée/mg (mol/60min/mg protéines) de

protéines/et celle de iNOS en (nmol /mg /30min).

Figure 37: Dosage de ’activité arginase

(Iconographie personnelle. | Ben yelles, Laboratoire BIOMOLIM, Univ Tlemcen. Avril 2018)
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6.4.9 Dosage immunoenzymatique (ELISA) de la production des MMP-9 et 13

Les quantités relatives des endopeptides MMP-9 et MMP-13 libérées par les macrophages
traités a ’AST comparés aux controles non traités, ont été estimées sur les macrophages
vivants et adhérents a la surface des microplaques en utilisant des kits ELISA respectifs
(Human MMP-9 Elisa kit, Human MMP-13 ELISA Kit LAB0364, Sigma Aldrich Co. St
Louis, Etats Unis) (Figure 38).

Les surnageants de cultures cellulaires ont été incubés avec des volumes de 100pL
d’anticorps anti-cytokines primaires appropriés a 37 °C pendant 2h30 min sous agitation
continue, puis soumis quatre lavages consecutifs, ensuite incubés pendant 0lheure avec
100ul d’anticorps secondaires, puis lavés quatre fois a nouveau , 100 pl de I’enzyme HRP a
été rajoutée , puis quatre lavages ont été assurés , puis le substrat de I’enzyme TMB a été
ajouté et incubé pendant 30 min puis stoppé la réaction de 1’enzyme 50ul de solution stop a
été incorporée.

Les densités optiques ont été mesurées a 450 nm avec le lecteur de microplaques ELISA
(BiochromAnthos 2020, Cambridge, Royaume-Uni). Les limites de détection des kits de
dosages étaient les suivants : 10pg/ mlpour le MMP-9, 10pg/mL pour le MMP-13.

Figure 38: Dosage des Métalloprotéinases 9 et 13

(Iconographie personnelle. | Ben yelles, Laboratoire BIOMOLIM, Univ Tlemcen. Avril 2018)
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7. Analyse statistique

Pour la partie experimentale

Les analyses statistiques ont été réalisées avec I’application du logiciel « Graph Pad Prism
version 7.04 (San Diego, CA, USA) en utilisant les tests de Tucson, de comparaison non
paramétrique et les ANOVA, respectivement pour la recherche des différences entre les
différents groupes et entre deux groupes.

Les données ont été présentées sous forme de valeurs + erreur standard de la moyenne.

Les différences % sont considérées significatives pour p < 0,05 (*), tres significatif pour p <
0,001 (**) et hautement significatif pour un p <0,0001(***).

Pour la partie étude épiémiologique

Les données seront recueillies sur des fiches uniformisées établies a partir d’un

questionnaire.

Les valeurs obtenues a partir des données et ou support d’information seront codées soit
selon un mode binaire (Oui /Non, présence ou absence) soit selon une progression

géométrique pour les réponses multiples.

L’analyse des données sera réalisée pour ses parties descriptives et comparatives a 1’aide du

logiciel SPSS (Graduate Pack for Windows, version 21).

Un tri a plat va permettre de corriger les données incohérentes et de compléter les données

manquantes.
Analyse des données de la population et application des tests statistiques :

L’analyse descriptive des données est basée sur la transformation des variables : par
regroupement en utilisant soit le codage, soit des transformations conditionnelles pour la

mise en tableau et ’analyse.

L’analyse descriptive des variables se fait par le calcul des fréquences, des caractéristiques

de tendance centrale ou de dispersion : la moyenne (m), 1’écart type (o) ainsi que la
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détermination des intervalles de confiance (1C95%) autour de la moyenne, pour le risque

a= 0,05 pour les variables quantitatives.

La détermination des fréquences et des intervalles de confiance pour les variables

qualitatives.
Analyse univariée

Elle est utilisée pour la recherche de I’association entre deux variables indépendantes, ou
encore entre une variable dépendante (a expliquer qui est la maladie carieuse et la maldie
parodontale) et d’autres variables indépendantes (explicatives) tel que 1’hygiene orale,

nombre de brossage ect...

Les tests utilisés seront : le test X2 d’indépendance ou d’homogénéité, avec la détermination

des seuils de signification.

Le test de STUDENT pour deux échantillons indépendants sera utilisé pour la comparaison

des variables continues.

Des tableaux croisés 2 x 2 a double contingence seront établis pour le calcul des Odds Ratio
(OR) comme facteur d’association épidémiologique et 1’établissement des intervalles de
confiance autour du risque : pour un OR égal a 1 compris dans I’intervalle faisant exclure le
facteur étudie comme facteur de risque puisque le risque étant considéré comme non

significatif.
Analyse multivariée

Les variables liées a la maladie, pour un seuil de signification de 20%, en analyse uni variée

seront introduites dans le modeéle final.
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Chapitre 3 : RESULTATS ET ANALYSES

Partie expérimentale

Des macrophages provenant de donneurs sains et de patients atteints de carie et de
parodontite ont été mis en culture a différentes concentrations d'astaxanthine et les niveaux

de cytokines ont été mesurés dans des surnageants a I'aide d'une méthode de dosage immuno-

enzymatique.

1. Effet de I’astaxanthine sur le burst respiratoire au niveau du
macrophage

1.1 Effet de ’astaxanthine sur le monoxyte d’azote libéré par le Mo
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Figure 39: Effet de I’astaxanthine sur la production du monoxyte d’azote

Les résultats de la figure 39, montrent que I'activité antioxydante du macrophage provenant
de la culture des malades et témoins, €valué par ’activité NO, est diminuée de fagon

considérable chez les patients comparés aux témoins a différentes doses. p<0,0001

Le traitement a [’astaxanthine se traduit par une régulation de D’activité respiratoire

significative chez les deux cultures du macrophage. p<0,0001.
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1.2. Effet de ’astaxanthine sur la production du péeroxyde d’hydrogéne
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Figure 40: Effet de I’astaxanthine sur le peroxyde d’hydrogéne

La figure 40 montre qu’il n’y a aucune différence significative entre patients et les témoins
pour ’activité du H202 quelque que soient les doses graduelles (p=0,77).
Le niveau de production H202 montre une différence Iégérement significative entre patients

et témoins (p=0,04), quelque soit la dose administrée.

1.3 Effet de ’astaxanthine sur I’activité de superoxyde dismutase
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Figure 41: Effet de I’astaxanthine sur la production du SOD par le macrophage

Dans la figure 41, le niveau de la production de I’activité SOD, dans les deux cultures
patientes et contréles ne montre aucune différence significative (p=0,08), ainsi qu’a
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différentes doses administrés d’astaxanthine (p=0,14). La production a légérement diminué

jusqu’a la dose 10, pour augmenter a la dose 50 contrairement aux cultures des controles.

2. Effet de ’astaxanthine sur P’activité de la catalase
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Figure 42: Effet de I’astaxanthine sur I’activité de catalase

Dans la figure 42, aucune différence statistiquement significative n’a été notée dans le niveau
de production de la catalase entre patients et témoins (p= 0,0743), ainsi qu’entre les

différentes concentrations de 1’astaxanthine (p>0,9999).

3. Evaluation des parameétres métaboliques chez le macrophage

3.1. Effet de ’astaxanthine sur le calcium

3.1.1 Effet de ’astaxanthine sur le calcium intracellulaire
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Figure 43: Effet de I’astaxanthine sur la production du calcium intra cellulaire

Dans la figure 43 ; on note une différence trés significative entre les deux cultures du
macrophage provenant des celluleu témoins comparé aux patients (p<0,0001) et aussi entre

les différentes concentrations (p<0,0001).

En outre, le traitement induit une nette augmentation du niveau de production du calcium

dans les cultures cellulaires des patients comparé aux témoins p<0,0001.

3.1.2 Effet de I’astaxanthine sur le calcium extra cellulaire
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Figure 44: Effet de I’astaxanthine sur le calcium extra cellulaire

On note chez le contréle une légere augmentation de la production du calcium a la dose 1,
qui reste constante jusqu’ a la dose 50, chez le patient, on assiste a une 1égére augmentation

a la dose 1, puis devient variable pour les autres doses (Voir figure 44).
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On note une différence hautement significative entre les deux cultures du macrophage des
patients et témoins (p<0,0001) et a des différentes concentrations (p< 0,0001).
3.2 Effet de I’astaxanthine sur le taux de glucose

3.2.1 Effet de I’astaxanthine sur le glucose intracellulaire
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Figure 45: Effet de I’astaxanthine sur le glucose intra cellulaire

La figure 45, montre une diminution du niveau de production du glucose intracellulaire dans
les deux cultures, avec une différence entre patients et témoins (p<0,0001) et entre les doses

tres significative (p<0,0001) .

3.2.2 Effet de ’astaxanthine sur le glucose extracellulaire
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Figure 46: Effet de ’astaxanthine sur le glucose extracellulaire
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Sur la figure 46, on remarque une diminution du niveau de production du glucose
extracellulaire chez les contréles ; cette diminution est par contre tres importante chez les

patients entre la dose 1 et 50 comparativement aux controles.

On note une différence trés significative du niveau de production du glucose intracellulaire
entre les différentes concentrations de 1’astaxanthine (p<0,0001) ainsi qu’au niveau de la

production entre les deux cultures (p<0,0001)

3.3 Effet de I’astaxanthine sur le taux de cholestérol
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Figure 47: Effet de I’astaxanthine sur la production du Cholestérol
par le macrophage

Comme indiqué dans la figure 47, le taux du cholestérol liberé par le macrophage des deux

cultures des cellules provenant des malades et temoins est hautement significatif (p<0 0006).

4. Evaluation des marqueurs pro et anti-inflammatoires de la
polarisation M1 /M2

4.1 Polarisation du macrophage vers le profil pro-inflammatoire M1

4.1.1 Production des cytokines
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4.1.1.1 Effet de I’astaxanthine sur les IL-1p
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Figure 48: Effet de ’astaxanthine sur la production des IL-1p

Les niveaux de production des IL-1p augmentent de la dose 0 a 10 puis diminuent légérement
chez les témoins et reste presque stable chez les patients (voir figure 48) Avec une différence
hautement significative dans le taux de production d’IL-1 béta, chez patients et témoins, en

présence de plusieurs doses graduelles de I’astaxanthine, p= 0,0067, p<0,00009.

4.1.1.2 Effet de I’astaxanthine sur les IL-6
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Figure 49: Effet de I’astaxanthine sur la production des IL6

Comme I’indique la figure 49, dans les deux cultures de macrophages provenant de donneurs
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sains et de patients atteints de carie et de parodontite, les taux d'IL-6 étaient significativement

plus faibles en I'absence d'astaxanthine que dans les cultures en présence d'astaxanthine.

La comparaison du taux d’interleukine-6 a différentes concentrations a montré une
augmentation linéaire hautement significative entre les patients et les contréles (p<0,0001)

jusqu’a la dose 10 ou elle diminue chez les controles et persiste chez les patients.

Les variations entre les doses et les variations entre le taux IL-6 de la méme dose sont trés
significative p= 0,008, p= 0,0001.

4.1.1.3 Effet de ’astaxanthine sur le TNF-a
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Figure 50: Effet de I’astaxanthine sur le taux de TNF-Alpha

La figure 50 montre que la production des TNF-a est presque constante quelque soit la dose

supplémentée.

Dans les deux cultures des macrophages Le taux des TNF-Alpha est nettement significatif

en présence des différentes concentrations de 1’astaxanthine (p< 0,0001).
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4.1.2 Evaluation de Dactivité enzymatique de iNOS
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Figure 51: Dosage de ’activité INOS

On note dans les deux cultures de macrophage provenant des donneurs sains et de patients

atteints de carie une activité NOS absente chez le groupe patients par rapport aux témoins.

Une activité qui diminue de la dose 0 a la dose 10, puis augmente a la dose 50 chez le groupe
témoins (voir figure 51).

La comparaison des deux cultures, montre une différence significative entre les groupes

p=0,002 et tres significative a différentes concentrations p<0,0001.

5. Evaluation de la polarisation du macrophage vers le profil anti
inflammatoire M2

5.1 Effet de ’astaxanthine sur la production de I’interleukine IL-10

Le taux de production d’IL-10 diminue de la dose O a la dose 10, puis reste stable chez les

patients et variable chez les témoins mais sans aucune différence significative p=0,04

La différence n’est considérée significative qu’au niveau de la dose 10 ou elle diminue chez

les témoins et reste plus au moins stable chez les patients p=0,04.
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Figure 52: Effet de I’astaxanthine sur I’interleukine 10

Comme illustré dans la figure 52 : les niveaux de production des IL-10 augmentent a la dose

1 puis diminue légerement chez les patients et varie chez les témoins.

Avec une différence hautement significative dans le taux de production d’IL-10 chez patients

et témoins, en présence de plusieurs doses graduelles de 1’astaxanthine p=0,0009, p= 0,04.

5.2 Effet de I’astaxanthine sur I’activité de I’arginase
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Figure 53: Effet de I’astaxanthine sur I’activité de ’arginase
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Dans la figure 53, nous observons que le niveau d’activité de I’arginase diminue dans les

cultures des cellules provenant des malades et des témoins.

De plus, le traitement a I’astaxanthine a entrainé une différence trés significative chez les
deux échantillons malades et témoins (p< 0,0001) et entre les différentes doses, surtout au

niveau de la dose 1 chez les patients, (p<0,0001).

6. Production des métalloprotéinases

6.1 Effet de I’astaxanthine sur la production des métalloprotéinases 9
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Figure 54: Effet de I’astaxanthine sur la libération des MMP-9 par les macrophages

Au niveau de la figure 54, nous remarquons que le taux des endopeptides libérés par les
macrophages est presque constant entre les doses 10 et 50, ou on assiste a une diminution

consideérable, chez les patients. Par contre chez les témoins, elle reste presque constante

jusgu'a la dose 50(p<0,0001).

95



Résultats et Analyses

6.2 Effet de I’astaxanthine sur la libération des métalloprotéinases 13
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Figure 55: Effet de I’astaxanthine sur la libération des MMP13 par les macrophages

Le taux des métalloprotéinases 13 libérés par le macrophage cultivé a partir des cellules

provenant du patient et témoins varient d’une dose a une autre (figure 55).

Quand il augmente chez le témoin, il diminue chez le patient et vice versa. (p<0,0025)

2. Partie épidémiologique

2.1 Description de I’échantillon
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515 enfants éligibles

Effectif filles = 262
Effectif garcon= 253
Age moyen= 13,41 ans+0,93[12-15]
Prévalence maladie carieuse = 73,9%
Prévalence maladie parodontale = 68,9%

- Prévalence maladie carieuse= 71,1% - Prévalence maladie carieuse= 76,7%
- Prévalence maladie parodontale = 67, ,8% - Prévalence maladie parodontale = 70%

405 éleves de classe moyenne 110 Eléves de classe secondaire
- Sexe ratio = 0,95 - Sexe ratio = 1,14
- Age moyen= 13,3 ans+ 0,93 [12- 15] - Age moyen =14,53 ans +0,50 [14 -15]

Prévalence de la maladie carieuse Prévalence de la maladie parodontale
* Classe d’age 12 ans : 69% * Classe d’age 12 ans : 61%
* Classe d’age 13 ans : 76% * Classe d’age 13 ans : 61%
* Classe d’age 14 ans : 81% * Classe d’age 14 ans : 72%
* Classe d’age 15 ans : 80% * Classe d’age 15 ans : 83%

Figure 56: Description de I’échantillon enquété

Cing cent quinze enfants éligibles a 1’étude dont quatre cent cing de classe moyenne, et 110
de classe secondaire, avec sexe ratio 0,95 et de 1,14 respectivement pour les deux niveaux,
la moyenne d’age est de 13,3 +- 0,93 allant de 12 & 15 ans, pour le niveau scolaire moyen
est de 14,53+ - 0,50 allant de 14 a 15 ans pour le niveau secondaire.

La maladie carieuse est retrouvée chez 73,9% des éléves dont 53% de sexe féminin et 47%
masculin.

La prévalence de la Iésion carieuse est de 69%, 76%, 81% et 80 % chez les classes d’age
respectives 12, 13, 14 et 15 ans. La répartition de la maladie carieuse par niveau scolaire est
de 50 %, 69%, 72%, 80%, 77% respectivement pour le niveau 1€, 2ieme 3ieme gt ieme gpnée
moyenne et premiere année secondaire. Par contre, la fréquence de la maladie parodontale

est 68,9% dont 47% de sexe féminin, 53% de sexe masculin ( Figure 56).
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2. Répartition des parameétres socio-démographiques

2.1 Répartition de la population selon I’age

45,0 W12 ans

m13ans
® 14 ans

220 23,0 m15ans

9,0

12 ans 13 ans 14 ans 15 ans

Figure 57: Répartition de la population selon I’age

La moyenne d’age de la population étudiée est de 13,3 ans £0,93 allant de 12 a 15ans (Figure
57).

2.2 Répartition des deux maladies selon le sexe

79,10%

74,20% 73,80%

61,60%

B Feminin

= Masculin

Maladie carieuse présente Maladie parodontale présente

Figure 58: Répartition des deux maladies selon le sexe

Nous constatons que la maladie carieuse est présente a une fréquence presque égale chez les

filles et les garcons, respectivement 79,10%, 74,20%. Par contre, dans la maladie
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parodontale, on note une prédominance chez le sexe masculin 76,80% VS 61,60%5
(Figure58).

2.3 Répartition des affections bucco-dentaires selon la zone

100% -

90% - 87,50%

80% - 75%

70% -

60% -

50% - M Rurale
40% - H Urbaine
30% -

20% -

10% -

0% - .

Maladie carieuse présente Maladie parodontale présente

Figure 59: Répartition des affections bucco dentaires selon les zones
(urbaines et rurales)

La maladie carieuse est présente a une méme fréquence dans les deux zones : urbaine et
rurale, par contre la maladie pardontale est prédominante dans la zone rurale :87,50%
VS 66,60 (Figure 59.) .

2.4 Répartition des deux maladies selon le niveau socio-économique

87,50% B Maladie carieuse présente
77,90% 1 Maladie parodontale présente
70,30% 70,60%
63,10%
I I 52’40%
Bas Moyen Haut

Figure 60: Statut socio-économique de la population
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Nous remarquons que pour la répartition des deux maladies, plus le niveau socio-

économique diminue plus la fréquence des deux maladies augmente. (\Voir la figure 60).

3. Répartition des paramétres de ’hygiene orale
3.1 Fréquence des maladies selon le nombre de brossage

Selon les résultats obtenus, les enfants qui ne se brossent jamais les dents présentent un taux
le plus élevé de la maladie carieuse 84,60% et la maladie parodontale (90,10%)
contrairement a ceux qui se brossent trois fois par jour ; ces deux fréquences sont nettement

diminuées (Figure 61).

100,00% -

90,10%
90,00% 1 84,60%

79,60%

80,00% -
73,50%

71,90%
o -
70,00% 64,20%

60,00% -
52,50%

50,00% -
43,40%
40,00% -
30,00% -
20,00% -

10,00% -

0,00% -

Pas de brossage Une fois/j Deux fois/j Trois fois/j

B Maladie carieuse présente = Maladie parodontale présente

Figure 61: Fréquence des maladies selon le nombre de brossage
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3.2 Répartition de la qualité de ’hygiéne orale chez les deux maladies

W Maladie carieuse présente

100% ™ Maladie parodontale présente
93,00% 94,60%
81,80%
74,90%
68,50%
57,10%
15,50%
Mediocre Mauvaise Moyenne Bonne

Figure 62: Répartition de qualité de I’hygiéne orale chez les deux maladies

On observe que la maladie parodontale diminue presque de 6 fois chez les enfants présentant

une bonne hygiéne orale par rapport a ceux ayant une hygiéne orale médiocre.

En présence d’une hygiéne mauvaise et médiocre, la maladie parodontale et la maladie

carieuse sont a une fréquence égale (Figure 62).

4. Etude des habitudes alimentaires

4.1 Répartition de la fréquence du grignotage dans la population d’étude

50,0

38,0
11,0
Jamais Parfois Souvent

Figure 63: Répartition de la fréquence du grignotage selon la population
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50% Cinquante de la population sont connus par une fréquence de grignotage trés importante
(voir figure 63).

4.2 Répartition de la fréquence de I’alimentation sucrée dans la population d’étude

52,0

H Non

W Oui

Non Oui

Figure 64: Répartition de la fréquence de I’alimentation sucrée dans la population

47% des enfants interrogés ont un régime alimentaire sucré (Figure 64).

5. Etude des parameétres salivaires
5.1 Répartition du pH en fonction de la présence de la maladie carieuse et parodontale

100 ~
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0

90,9 914

Maladie carieuse Maladie carieuse Maladie parodontale  Maladie parodontale
présente absente présente absente

m65-75 m>75

Figure 65: Répartition du pH en fonction de la présence
de la maladie carieuse et parodontale
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On note que le pH salivaire neutre est prédominant dans les deux maladies, Ou presque la

totalité de la population d’étude présente un pH compris entre 6,5 et 7,5 (Figure 65).

5.2 Répartition de la viscosité en fonction de la présence la maladie carieuse et
parodontale

80 -

70 - 67 65,7
60 -

50 -

40 -

20 | 26,4 28,9

20 -

10 -

0 - ;

Maladie carieuse présente Maladie parodentale présente
B Non visqueuse M Visqueuse

Figure 66: Répartition de la viscosité salivaire en fonction de la présence des deux
maladies

Plus que la moitié de la population ayant la maladie présente une salive visqueuse (Fig66).

5.3 Répartition du débit salivaire en fonction de la présence de la maladie carieuse et
la maladie parodontale

80,0 ~
68,8 69,4

70,0 -

60,0 -

50,0 -

40,0 -

30,0 - 29,0 28,3

20,0 -

10,0 A

0,0 - T

Maladie carieuse présente Maladie parodontale présente

B <5ml m>ou=5ml

Figure 67: Répartition du débit salivaire sur toute la population
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28,2 % de la population présente un debit salivaire <5 mL VS 69,7% présentant un débit

salivaire > 5SmL (Figure 67).

5.4 Répartition de I’Indice de plaque de la population d’étude

38,4 H Absence de
plaque

 Présence de
plague non
visible

= Accumulation
d'une couche
fine a modérée

10,5

B Accumulation
abondante de
plaque

Absence de plaque Présence de plaque non  Accumulation d'une Accumulation abondante
visible couche fine a modérée de plaque

Figure 68 : Répartition de I’indice de plaque de la population d’étude

La répartition de I’indice d’hygiéne PI montre que 38,4% de la population présente une
plaque non visible, suivi d’un indice de (30%) d’une fine couche modérée de plaque puis
21,2% de plaque abondante, et seulement 10,5% de la population présente un indice 0 de
plaque absente (Figure 68).

5.5 Répartition de I’Indice CAO Moyen selon des classes d’age et sexe

Le CAO global retrouvé dans la population est défini moyen selon les travaux de Bessaid et
coll 2015[4,

Le calcul du CAO en fonction de la tranche d’4ge a montré qu’il est moyen pour la tranche

d’age de 13 ans et élevé pour la tranche d’age de 12, 14, 15 ans.
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En fonction du sexe le CAO moyen est identique pour les deux sexes (Tableau 1V).

Tableau IV : Répartition du CAO moyen selon les classes d’Age et sexe

Classe d’Age Effectif CAO Moyen
12 ans 115 4,66
13 ans 119 3,87
14 ans 234 4,52
15 ans 47 5,08
Sexe
Féminin 263 4.46
Masculin 252 4,05
CAO global = 4,45

6. Etude de facteurs de risques
6.1 Analyse uni variée

La maladie carieuse et parodontale sont des affections tres complexes, plusieurs facteurs
interviennent dans 1’apparition de ces maladies. La sélection des facteurs pertinents devient
de ce fait difficile car certains facteurs de confusion (facteurs liés a la fois aux véritables

facteurs de risque et a la maladie) peuvent masquer 1’effet du véritable facteur de risque.

La synthése de plusieurs résultats des différentes études épidémiologiques a permis de

répertorier les principaux facteurs de risque en quatre catégories :

Facteurs liés au statut socio-démographique.

Facteurs liés aux paramétres de 1’hygiéne orale.

Facteurs liés aux habitudes alimentaires.

Facteurs liés aux facteurs salivaires.
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6.1.1 Caractéristiques socio démographiques

L’étude de I’association entre les parametres socio démographiques et la maladie carieuse,
ne montre aucune différence de risque pour les deux variables : sexe et la zone d’habitat, par
contre le niveau socio-économique élevé, représente un facteur protecteur, le risque de
développer une Iésion carieuse est diminué de presque 4,5 fois fois chez les personnes ayant
un niveau socio-économique éleve [OR 0,22= (IC 95% ; 0,08-0,54) ; p=0,001],

L’étude de I’association entre les paramétres socio démographiques et la maladie
parodontale, montre que les garcons ont un risque de développer une maladie parodontale
presque deux fois plus élevé que chez les filles [OR1, 78(1,22-2,61) ; p=0,003]

Les enfants demeurant le milieu urbain ont un risque diminué de 5 fois par rapport aux
enfants qui habitent la région rurale [OR=0,19(0,04-0,84) ; p=0,02].

Le niveau socio-économique élevé constitue un facteur protecteur de la maladie parodontale
(p=0,005) (Tableau V).
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Tableau V : Analyse uni variée des facteurs socio démographiques liés a la maladie carieuse

et parodontale chez les enfants scolarisés agés de 12a 15 ans durant ’année 2015-2016.

Maladie Maladie
présente n (%)  absente, n (%0)
Maladie carieuse 395 120 OR (1C95%) pa pb
Sexe
Feéminin 209(52,9) 54(45,8) 1
Masculin 188(47,4) 64(54,2) 0,79(0,50-1,16) 021
Zone d’habitat
Rural 18(4 ,5) 6 (5,1) 1 0,92
Urbain 379(95,5) 110 (94,9) 0,95(0,34-2,62)
Niveau
socio-économique
Faible 56 (14,1) 8 (6,8) 1 0,001
Moyen 287 (72,3) 80 (67,8) 0,45 (0,20-1,04) 0,06
Elevé 54 (13,6) 30 (25,4) 0,22(0,08-0,54) 0,001
Maladie parodontale 348 167 OR (1C95%) pa pb
Sexe
Féminin 163(46,6) 100(60,6) 1 0,003
Masculin 187(53,4) 65(39,4) 1,78(1,22-2,61)
Zone d’habitat
Rural 21(6 ,0) 3(1,8) 1 0,02
Urbain 329(94,0) 162 (98,2) 0,19(0,04-0,84)
Niveau socioéconomique
Faible 45 (12,5) 19(11,5) 1
Moyen 260 (74,3) 107(64,8) 0,99 (0,55-1,80) 0.99 0,005
Elevé 45 (12,9) 39(23,6) 0,45 (0,22-0,90) 0,02

OR :0dds Ratio, 1C95% : intervalle de confiance; pa : seuil de signification des modalités de la variable ; pb : seuil de
signification de la variable (test de Wald)
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6.1.2 Caractéristiques liées a I’hygié¢ne orale

Tableau VI: Analyse uni variée des paramétres de I’hygiéne orale liés a la maladie carieuse et
parodontale chez les enfants scolarisés 4gés de 12a 15 ans durant I’année 2015-2016.

Maladie présente, Maladie absente,

n (%) n(%)
Maladie carieuse 395 120 OR (1C95%) pa pb
Nombre de brossage
0 77 (19,4) 14 (11,9) 1
1 184 (46,3) 46 (39,0) 0,67 (0,34-1,32) 0,25 0,01
2 100 (25,2) 39(33,1) 0,44 (0,21-0,88) 0,02
3 35(8,8) 18 (15,3) 0,31 (0,14-0,72) 0,006
Qualité de I’hygiéne Orale
Meédiocre 18 (4,5) 4(3,4) 1
Mauvaise 12& (30,5) 8(6,8) 3,28 (1,02-10,5) 0,04
Moyenne 209 (52,6) 70 (59,3) 12,5 (5,1-30,7) 0,000 0,000
Bonne 49 (12,3) 35(29,7) 2,20 (1,32-3,69) 0,002
Maladie Parodontale 348 167 OR (1C95%) pa pb
Nombre de brossage
0 82 (23,4) 9 (5,5) 1
1 170 (48 ,6) 60 (36,4) 0,27 (0,12-0,60) 0,001
2 73(20,9) 66 (40,0) 0,11 (0,04-0,24) 0,000 0,000
3 24 (6,9) 29 (17,6) 0,07 (0,03-0,19) 0,000
Qualité de I’hygiéne Orale
Médiocre 22 (6,3) 56 (3,9) 1 0,99
Mauvaise 123 (35,1) 88 (53,3) 85743512 ,9 (0,000) 0,000 0,000
Moyenne 191 (54,6) 70 (42,4) 129,5 (44,29-378,6) 0,002
Bonne 14 (4,0) 11,65 (6,11-22,19)

OR :0dds Ratio, 1C95% : intervalle de confiance ; pa: seuil de signification des modalités de la variable ; pb: seuil de
signification de la variable (test de Wald)

Pour I’association des facteurs de 1’hygiéne orale avec la maladie carieuse : les enfants qui
se brossent plus de trois fois par jour les dents, ont un risque diminué de 14 fois par rapport
a ceux qui ne se brossent jamais [OR=0,07(0,03-0,19) ; p=0,000].

Nous remarquons que le risque de cariosusceptibilité diminue quand le nombre de brossage
augmente, il diminue de presque 60%, quand le nombre de brossage est de deux fois par

jour, idem quand la fréquence est supérieure ou égale a trois par jour.

Nous constatons que le risque de développer une Iésion carieuse diminue par rapport a la

mention « médiocre ». Le risque existe quel que soit la qualité de 1’hygiéne orale le risque
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diminue quand I’hygiéne orale est bonne par rapport aux enfants qui ont une hygiene

médiocre (p=0,000) (voir le tableau VI).

Pour I’association avec la maladie parodontale : quand la fréquence de brossage augmente,

le risque d’avoir la maladie parodontale diminue (p=0,000).

L’ ¢tude de I’association de la maladie parodontale et les paramétres de I’hygene orale, a
montré que quelque soit, le degré de cette derniere, le risque existe, mais il diminue quand

la qualité de I’hygiéne bucco dentaire est bonne.

6.1.3 Caractéristiques liées aux habitudes alimentaires

Tableau VII: Analyse uni variée des habitudes alimentaires liés a la maladie carieuse chez les
enfants scolarisés agés de 12 a 15 ans durant I’année 2015-2016.

Maladie présente, Maladie absente,

n (%) n (%)
Maladie carieuse 395 120 OR (1C95%) pa pb
Grignotage
Jamais 150 (37,8) 47 (39,8) 1
Parfois 36 (9,1) 22(18,6) 0,54(0,29-0,95) 0,03 0,008
Souvent 211(53,1) 47(41,5) 1,42(0,90-2,11) 0,12
Alimentation sucrée
Oui 190(47,9) 56(47,5) 1
Non 207 (52,1) 61(51,7) 0,96(0,63-1,46) 0,87

OR : Odds Ratio, 1C95% : intervalle de confiance ; pa: seuil de signification des modalités de la variable ; pb : seuil de
signification de la variable (test de Wald).

L’étude de I’association de la maladie carieuse avec les habitudes alimentaires a montré que
le risque de cariosuceptibilité augmente quand la fréquence de grignotage augmente (Tableau
VII).

6.1.4 Caractéristiques liées aux facteurs salivaires

L’¢tude de I’association des paramétres salivaires avec la maladie carieuse et parodontale
n’a montré aucune relation statistiquement significative, hormis la viscosité : les enfants
ayant une salive non visqueuse ont un risque de deux fois plus de développer une maladie
carieuse par rapport a ceux ayant une salive visqueuse [OR=1,90(1,22-2,94) ; p=0,04]. (Voir
tableau VIII).
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Tableau VIII: Analyse uni variée des facteurs salivaires liés a la maladie carieuse chez les
enfants scolarisés 4gés de 12 a 15 ans durant I’année 2015-2016.

Maladie Maladie
présente, absente,
n (%) n(%o)

Maladie carieuse 395 120 OR (1C95%) pa
pH
6,5-7,5 361(90,9) 102 (86,4) 1 0,06
>7,5 26 (6,5) 14 (11,9) 0,52(0,26- 1,04))
Débit
<5mL  115(29,0) 30(25,4) 1
>SmL  243(68,8) 86(72,9) 0,82(0,51-1,32) 0,43
Viscosité
Oui 266(67,0) 64 (54,2) 1
Non 105(26,4) 48(40,7) 1,90(1,22-2,94) 0,04
Maladie Parodontale 348 167 OR (1C95%) pa
pH
6,5-7,5 320 (91,4) 143(86,7) 1
>7,5 23 (6,6) 17(10,3) 0,60(0,31-1,16) 0,13
Débit
<5mL 99 (28,3) 46(27,9) 1
>SmL  243(69,4) 116(70,3) 0,97(0,64-1,47) 0,89
Viscosité
Oui 230(65,7) 100(60,6) 1
Non 101 (28,9) 52(31,5) 1,18 (0,78-1,78) 0,41

6.2. Analyse multivariée

Aprés avoir effectué une régression logistique pour sélectionner les variables
potentiellement associées avec 1’apparition de la maladie carieuse et la maladie parodontale,
toutes les variables pour lesquelles un lien significatif inférieur ou égal a 20% (p < 20), ont

été mis en évidence lors de 1’analyse uni variée sont retenues dans ce modéle.

Le modeéle multi varié concerne les variables suivantes: le niveau socioéconomique,
grignotage, hygiéne buco dentaire, fréquence de brossage, I’indice de plaque, le pH, viscosité
(Tableau V, VI, VII, VI de I’analyse uni variée),
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Le résultat de cette analyse ne met en évidence sur I’ensemble des facteurs étudiés que deux

facteurs associés qui constituent un risque de cario susceptibilité a savoir la salive visqueuse

et I’hygiéne orale médiocre, par contre pour la maladie parodontale, seule I’hygiéne bucco-

dentaire médiocre constitue un facteur important dans la génese des parodontopathies.

(Tableau IX et Tableau X).

Tableau IX: Etude des facteurs associes avec la maladie carieuse :
Variables sélectionnées par la régression logistique ascendante pas-a-pas,
Analyse multivariée

Modalités p OR ajusté* 1C95% pa
Niveau socio-économique
Faible
0,07 0,43 1
Mé’?g”é 0,009 0,25 0,17-1,09 0.02
0,09-0,71
Hygiene buccodentaire
Bonne 1
Moyenne 0,10 2,79 0,81-9,57 0.000
Mauvaise 0,000 10,52 4,23-26,15 ’
Meédiocre 0,02 1,95 1,10- 3,44
Viscosité Non 1
0,005
Oui 198 1,23-3,18

OR : Odds Ratio, 1C95% : intervalle de confiance ; p : seuil de signification des modalités de la variable ; pa: seuil de

signification de la variable (test de Wald)

Tableau X: Résultats de I’analyse multivariée : Etude de I’association des facteurs de risque de la
maladie parodontale chez les enfants scolarisés agées de 12 a 15 ans au niveau des écoles rattachés a
I’EPSP de Tlemcen durant ’année 2015-2016

Modalités P OR ajusté* 1C95% pa
M'i‘;,r;rr‘]f]e 0,10 67957500,27 0 300_
Hygiéne buccodentaire Mauvaise 8888 111196486 40,02-356,56 0,000
Médiocre ' ! 5,62- 21,86

OR : Odds Ratio, 1C95% : intervalle de confiance ; p : seuil de signification des modalités de la variable ; pa : seuil de
signification de la variable (test de Wald)
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Chapitre 4 : DISCUSSION

Notre travail est scindé en deux parties, il s’agit bien d’une étude hybride, comportant en
premiere partie, sur un essai thérapeutique dans des conditions ex vivo, visant a bloquer le
mécanisme des enzymes responsables des deux lésions suscitées et une deuxieme partie
portant sur une étude de prévalence et des facteurs de risque de la maladie carieuse et

parodontale chez les enfants scolarisés agés de 12 a 15 ans.

Comme déja reconnu par la littérature scientifique, le macrophage est une cellule hautement
productrice et sécrétrice de différents types de MMPs, dont les MMP-13 et MMP-9
principalement mis en évidence dans le présent travail. Il a été prouvé que les bactéries
peuvent étre a 1’origine de la présence de ces molécules dans le milieu buccal qui une fois
activées par des conditions d’acidité, dénaturent le collagéne et peuvent étre source des

Iésions destructrices 121 [138]

C’est ainsi que I’infection par divers agents microbiens conduit a la migration des monocytes
aux foyers infectieux et inflammatoires pour contrecarrer le développement de 1’invasion
microbienne ; tout en suscitant la différenciation de ces cellules monocytaires en
macrophages dont I’activation fait suite a leur contact avec le milieu pathologique en
impliquant leur polarisation et une variation dichotomique en profils M1 pro-inflammatoires
ou M2 anti-inflammatires modulés par ces macrophages!!®l.Le macrophage est ainsi,
considéré comme une cellule immunitaire par excellence qui controle efficacement les
infections et 1’élimination des cellules mortes afin de favoriser la réparation cellulaire et la
cicatrisation tissulaire ; Ces cellules participent donc a tous les phénomenes pathologiques

inflammatoires.

Plusieurs molécules ont été proposées pour réduire 1’effet inflammatoire , généré par les
métalloprotéinases libérées suite a une infection orale, citons en exemple I’astaxanthine
reconnue dans la littérature pour ses effets anti-inflammatoires [*62 ainsi que pour son effet
immomodulateur 41, En effet la molécule « astaxanthine » a été proposée dans notre étude,
afin de démontrer son effet sur une potentielle activation des macrophages a des
concentrations différentes ainsi que son action vis-a-vis de ’aspect sécrétoire qualitatif et
guantitatif en métalloprotéinases, responsables des deux lésions inflammatoires déja

abordées.
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Effet de I’astaxanthine sur les métalloprotéinases MMP-9 et MMP-13 :

Les métalloprotéinases matricielles (MMPs), constituent une famille de 23 endopeptidases
dépendantes du zinc qui interviennent dans la dégradation de pratiquement toutes les
molécules de la MEC, y compris le collagénelt341[1351[13811197] " E|les sont classées en
collagénases, gélatinases, stromélysine, matrilysines, MMP de type membranaire et autres
[198] ' Ces endopeptides contribuent au développement des processus pathologiques telles que
la maladie parodontale, les caries dentaires, I'inflammation de la pulpe dentaire et Iésions

périapicales!34,

De plus en plus de preuves indiquent que les MMPs sont identifiées dans la dentine 1381 [199]
le fluide gingivall%l |a salive 44 ou encore secretées par des bactéries ou des macrophages
en cas d’infection et pourraient étre responsables de la dégradation de la matrice organique

collagénique.

La MMP-13 est une collagénase 3 qui peut dégrader les composants de la MEC ainsi que
divers substrats tels que le collagéne et la fibronectine. L’expression collagénase a été
démontrée dans la pulpe dentaire?? et les odontoblastes2°! ainsi que dans le fluide gingival

et & été aussi incriminée dans la progression de la maladie parodontalel22],

Un travail récent a détecté la présence de MMP-13 dans la pulpe des dents saines et cariées.
Une étude parallele a aussi démontré que le polymorphisme MMP-13 (rs2252070) était
associé a des caries dentairesi?l une étude paralléle et plus récente, signale que les
variations génétiques de la MMP-13 pourraient contribuer a I’augmentation des risques de

susceptibilité a la carie (204,

Par contre, dans d’autres études la MMP-9 gélatinase, a été identifiée a plusieurs niveaux
dentinaires en fonction de I’étendu de la Iésion carieusel?%], des études génétiques récentes
ont montré qu'un certain nombre de génes sont associés a la susceptibilité de la lésion
carieuse, la majorité des génes sont associés a une inflammation, a une susceptibilité accrue
aux infections et a la formation de matrice dentinaire. La prévalence de 6 polymorphismes
mononucléotidiques dont le géne MMP-9, ont été identifiés chez 102 enfants atteints de
caries [2061,

D’autre part, a a ’aide d’une analyse immunohistochimique, des chercheurs ont prouvé
I’importance de la MMP-9 dans la progression de la Iésion parodontale aprés degradation de

la matrice cellulaire (2021 [207],
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Cependant, ces deux enzymes sont aussi secrétées par le macrophage?®! ou la bactérie [13°]
suite a un processus infectieux, ou une série d’épisodes inflammatoires. Par contre, dans la
réaction pulpaire, des composés bactériens et des facteurs inflammatoires peuvent stimuler
la production de cytokines en augmentant 1’expression des métalloprotéinases , en particulier
les MMP-13, et MMP-9 [#41 [134]. 142 ' de méme il a été prouvé que I’expression des MMP-

13 et MMP-9 a été largement augmentée par les cytokines lors des lésions parodontales (209

Ces enzymes impliquées dans la dégradation de diverses protéines de la matrice
extracellulaire et jouant un rdle pathologique dans divers troubles inflammatoires, ont
longtemps été considérées comme une cible thérapeutique attrayante ; De ce fait, des
chercheurs ont mené une série d'études récentes sur d’éventuels inhibiteurs de protéases,
comme le thé ou notament la MMP-9, responsables des maladies cardiaques ou

neurologiques!?10)

D’autres ont suggeré que la curcumine inhibe I’invasion des cellules du cancer du c6lon ainsi
que I’inhibition ultérieure de la MMP-9[211],

Il a été prouvé que I’action combinée de la curcumine et la doxycycline entrainait une
inhibition de I' activité MMP-9 dans les cas de parodontites [212] |

Certaines recherches affirment qu’une supplémentation en extrait de pépins de raisins
pourrait améliorer la qualité de vie des patients atteints de fibrose pulmonaire en inhibant
I'expression de MMP-9 12131

Un autre étude in vitro a démontré, pour la premiere fois, que la chlorehexidine (CHX) a
des concentrations de 0,04 % ou plus a complétement inhibé I’action des gélatinases libérées
lors du processus carieux et qui pourraient également étre activées par le mordancage a
I’acide orthophosphorique 2141 .

Des études antérieures ont également prouvé 1’effet anti inflammatoire de I’ astaxanthine [162
[166]. [178] * des résultats ont montré que I'AST pouvait aussi moduler la MMP-9 dans le cas

des lésions vasculaires cérébrales [215],

Les résultats de notre étude nous ont permis de démontrer 1’effet de 1’astaxanthine sur les
MMP-9 et MMP-13 libérées dans les deux processus inflammatoires, nous avons obtenu une
différence hautement significative pour les deux endopeptides, ceci prouve que 1’action de

I’astaxanthine a fortement inhibé les métalloprotéinases responsables des deux Iésions.

Nos résulats concordent avec 1’étude de Cheng, qui a également réduit 1’expression des

MMP-13 en bloquant la dégradation du collagéne!t92],
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Cependant, la difficulté réside dans le manque d'études similaires sur 1’effet des drogues sur
les métalloptotéinases impliquées dans les affections orales telles que les parodontites ou les
maladies carieuses, ce qui nous permettrait d’établir une comparaison logique de nos
résultats. Il serait en outre trés intéressant de déterminer, a l'aide d'une étude mécanistique,

d’autres endopeptides libérés lors de la Iésion orale inflammatoire.

Apres etude des résultats obtenus, nous montrons ainsi dans ce travail, que 1’astaxanthine est
capable de diminuer le taux des protéases a partir de la dose 10 chez les patients atteints de

maladie carieuse et parodontale.

Effet de ’astaxanthine sur les cytokines pro-inflammatoires et anti-inflammatoires

Les macrophages sont principalement une source majeure de nombreuses cytokines
impliguées dans la réponse immunitaire, I'inflammation et de nombreux autres processus
homéostatiques. Lors de la stimulation par des micro-organismes, des produits microbiens
ou des facteurs endogénes, y compris des cytokines, les macrophages peuvent synthétiser et
libérer un grand nombre de cytokines (par exemple, IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, TNF
alpha, IFN alpha, IFN gamma...etc).

Certaines cytokines peuvent réguler la production d’autres cytokines par les macrophages,
et ce, en passant par I’activation de ces derniers soit vers un profil classique soit alternatif.
Comme par exemple les IL-3, GM-CSF, IFN gamma qui provoquerait la sécrétion de
cytokines pro-inflammatoires ou bien les cytokines IL-4, IL-10, IL-13, TGF béta, qui
engendrent la libération de cytokines anti-inflammatoires. De plus, ces cytokines peuvent
moduler la plupart des fonctions des macrophages. Il est a noter que les macrophages

peuvent étre leur propre source de cytokines régulatricesf?:l,

Néanmoins, dans le cas des caries dentaires et I'inflammation parodontale qui représentent
des infections orales majeures causées par une infection bactérienne, des études antérieures
ont rapporté une augmentation de I’expression de diverses cytokines dans les odontoblastes
atteints de caries, et dans le tissu parodontal enflammél2t71, Ainsi, les cytokines ont pour rdle
de générer des réponses immunitaires de 1’hdte et de les maintenir contre les agents
microbiens responsables de diverses infections. Les cellules vivantes de I'hGte secrétent ces
molécules sous forme de signaux pour recruter des cellules du systeme immunitaire
(chimiokines), provoquer une inflammation (cytokines pro-inflammatoires) ou controler les

réponses inflammatoires (cytokines anti-inflammatoires). Les réseaux de cytokines mis au
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point facilitent I’éradication des microbes envahisseurs, mais maintiennent un équilibre entre
le pro- et I’anti-inflammation, créant ainsi un environnement favorable a la réparation
tissulairel®. De ce fait, les cytokines n'agissent pas isolément mais plutot en synergie, tandis

que certaines cytokines sont antagonistes avec d'autres, créant ainsi un équilibre.

Il est reconnu que la réponse fonctionnelle des odontoblastes face & la carie constitue une
barriere supplémentaire a la propagation de I’infection en formant une dentine réparatrice.
Récemment, d’autres études ont montré que les odontoblastes peuvent également induire des
réponses inflammatoires de la carie chez I’hote directement par la production de peptides
antimicrobiens et de cytokines et indirectement par l’activation de cellules immunes
migratricest?'l 11 a été conclu aussi que I’interleukine Béta-1 est reconnue comme marqueur

pro-inflammatoire dans les cas de Iésions dentaires carieuses 219 et parodontalesf?29 ,

De méme, I’IL-6 représente différents effets biologiques et agit comme médiateur majeur
dans la réponse de 1’héte, elle augmente le niveau de la protéine C-réactive (CRP) en phase
aigle et provoque aussi une dérégulation des molécules d’adhésion, ce qui augmente la
perméabilité vasculaire et I’oedéme inflammatoire[?2®], Des taux importants de I’interleukine
6 ont été observés dans le cas des lésions carieuses et parodontales 2211 12221 ce taux peut étre
en rapport avec 1’étendu et l'intensité de I’inflammation instaurée suite a I’infection

contractéel?231

Parallelement, la cytokine TNF-alpha, qui réagit en premier plan comme déclencheur des
réactions inflammatoires du systéme immunitaire, joue un réle dans la production et
I’activation des cytokines, des molécules d’adhésion et la régulation de la prolifération des
cellules immunitairest??4l, Les données actuelles ont révélé un taux significatif de la TNF-a

dans les formes des caries profondes [22%] et les lésions parodontales226]

Contrairement aux autres cytokines citées ci-haut, la cytokine IL-10 est une molécule anti-
inflammatoire, responsable de I’inhibition de 1’action des cytokines pro inflammatoires IL-
1B, IL- 6, et le TNFo!??’l, La production de I’IL-10 augmente pendant le processus
inflammatoire et joue un réle immuno-modulateur avec des taux qui ont été démontrés

importants dans les Iésions carieuses et parodontales!??l,

En revanche, il a été prouvé que la supplémentation en AST provoque des effets anti-
inflammatoires dans les macrophages chez des souris stimulées par un lipopolysaccharide

(LPS) en inhibant de maniére significative les niveaux d’ARNm des cytokines pro-
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inflammatoires, y compris l'interleukine-6 (IL-6), le facteur de nécrose tumorale a (TNF-a)
et I'lL-1B. En revanche, cette méme supplémentation a élevé les niveaux d'ARNm de
cytokines anti-inflammatoires dont celui de 1L-10 dans des cellules stimulées par des LPS,
toujours sur le modéle murin 2281 D’autres travaux ont montré la diminution des taux de

cytokines IL-6 et IL-10 dans le cas d’infection par Helicobacter pilori [16¢],

Nos résultats nous laissent constater une augmentation des cytokines pro-inflammatoires
(IL-1pB et IL-6) chez les macrophages des patients et des témoins traités a I’AST, avec une
variance pour le TNF-a, molécule pro-inflammatoire, qui n’a augmenté de taux qu’a partir
de la dose de 10 uM et uniquement chez les patients contrairement aux témoins. En revanche,
les taux des cytokines anti-inflammatoires IL-10 ont clairement diminué chez les patients et
témoins lors des différentes doses de traitement a I’AST.

Ces données qui se résument par une augmentation des taux de cytokines pro-
inflammatoires et une baisse des anti-inflammatoires, nous permettraient de conclure que le
traitement a I’AST pourrait inciter les macrophages a s’activer classiquement en profil M1
classique plutdt que vers le M2 alternatif.

Ceci est bien entendu opposé aux études abordées ci-dessus, néanmoins, notre étude repose
sur un modéle humain et non murin.

Cependant nous n’avons pas trouvés nombre de travaux similaires sur les infections

dentaires qui permettraient de la référer et/ou de la comparer.

Effet de ’astaxanthine sur la balance Arginase- INOs

Le processus carieux et la lésion parodontale provoquent une série de réactions suite a
différents stimuli bactériens ; il en résulte une réponse inflammatoire qui vise a inactiver ou
détruire les organismes envahissants, éliminer les irritants et préparer le terrain pour une
réparation tissulairel229l,

La réponse inflammatoire consiste en une réponse immunologique. Les principaux processus
de l'inflammation sont les suivants : augmentation de la perméabilité vasculaire ainsi que la
libération de facteurs d’activation plaquettaire, de peptides, tels que les interleukine-1, la
bradykinine ; et les amines etc. .. [230]

L'oxyde nitrique (NO) peut jouer un réle régulateur dans le processus inflammatoire et en
particulier dans la régulation des propriétés pro-inflammatoires de I'endothélium(23l | i
s’agit d’un gaz impliqué dans un grand nombre de processus biologiques, principalement

comme médiateur de I’inflammation!?32, L'oxyde nitrique (NO) est généré enzymatiquement
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par des synthases (NOS) qui oxydent la L-arginine en L-citrulline 233: nNOS (neuronal;
NOS1), iNOS (inductible; NOS2) et eNOS (endothélial; NOS3) , la forme iNOS est
indépendante du calcium , exprimée dans certains types de cellules aprés stimulation par la
Lipopolysaccharide d'Escherichia coli (LPS) et/ou différentes molécules comme l'interféron
(IFNY), linterleukine-1 (IL-1) ou le facteur de nécrose tumorale (TNFa). Dans les
macrophages, les monocytes, I'induction d'iNOS et la présence de L-arginine sont suffisants
pour déclencher la production de NO. L'induction d'iNOS peut étre aussi déclenchée par des
cytokines inflammatoires telles que I’IFN-y, le TNF-a ou par I'activation précoce de certains
facteurs transcriptionnels nucléaires dont le facteur nucléaire (NF-kB). Il a été aussi admis
que les glucocorticoides et certaines cytokines, telles que IL-10 inhibent l'induction
diNOSIZ3 | 'expression de iNOS, en particulier, est impliquée dans de nombreuses

affections inflammatoires et néoplasiques 2321 .

Des études similaires , ont démontré que le monoxyde d'azote (NO) en quantité importante
issu de iINOS, peut inhiber I'expression de nombreuses cytokines dans les lymphocytes, les
éosinophiles, les monocytes et des cytokines ; essentielles au développement du processus

inflammatoire comme I'expression IL-1p ou TNF-a, ainsi que I'expression de I'IL-6, IFN-y
[231]

De plus, L'arginase est une métalloenzyme de manganése qui assure la conversion de la L-
arginine en L-ornithine et de l'urée. On la trouve dans les bactéries, les levures, les plantes,
localisée dans les mitochondries(?®4. Les deux isoformes d'arginase ont des mécanismes
similaires, 1’'une est cytoplasmique et principalement exprimée dans le foie, 1’autre
principalement mitochondriale et hautement exprimée dans les reins!®l. L’activité de
I’arginase a deux objectifs majeurs: premiérement, débarrasser le corps de I’ammoniac par
synthese d’urée, et deuxiemement, produire 1’ornithine, précurseur des polyamines , qui sont
nécessaires a la prolifération cellulaire.et les prolines produites par I'ornithine et nécessaires

a la production de collagéne [23],

Une activité accrue de l'arginase et la diminution des taux de L-arginine qui en résulte
peuvent également altérer la fonction immunitaire et permettre la propagation de
I’inflammation en limitant I'apport de L-arginine nécessaire a la formation de niveaux
cytotoxiques de NO par iNOS. Une activité accrue de l'arginase peut également limiter

I'expression de iNOS en réduisant la L-arginine nécessaire a la traduction de iNOS[?®], Ainsi,
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I'activation de iNOS ou I'arginase (ou les deux) reflete le type de réponse inflammatoire dans

un processus pathologique spécifiquel27,

De nombreuses études de recherche se sont concentrées sur le r6le de l'arginase dans la
modification de la production des niveaux de NO, car I'arginase et le NOS utilisent tous deux
la L-arginine comme substrat commun. Une arginase trop active pourrait entrainer une
carence en L-arginine disponible pour le NOS. Cela peut provoquer un d’équilibre de la
NOS, une diminution de la production de NO, et augmentation de la production d’oxydants,
superoxyde et peroxynitrite conduisant a un dysfonctionnement. En conséquence, de
nombreuses études ont établi une corrélation entre le dysfonctionnement de I'endothélium
vasculaire et l'augmentation des niveaux d'activité et d'expression de l'arginase[23511238],
L'arginase joue egalement un réle important dans la réduction de la production de NO par
iNOSIZ7 Par conséquent, une augmentation de l'activité de l'arginase et / ou de la
diminution des niveaux de production de NO pourrait étre utilisée comme un bon marqueur
de l'efficacité des anti-inflammatoires ou pour vérifier le rdle des molécules bioactives

soupgonnées avoir un effet anti-inflammatoire ou immuno-modulateur 12871,

En revanche, suite a la perception des signaux de danger, en cas d’infection générée par des
bactéries buccales, deux principaux types de macrophages sont reconnus :

* Les macrophages classiques (M1), produisant de I'oxyde nitrique et du NO.

* Les macrophages M2, ou l'activité de l'arginase est principalement exprimée ;
L'ornithine, le produit de I’arginase, fait intéressant, exprime un niveau élevé d'arginase
mitochondriale (234, 1] a été admis aussi que 1I’AST exerce une fonction anti oxydative et anti
inflammatoire qui réduit de maniére significative la charge bactérienne en renforgant ainsi

la réponse immunitairet48],

Nous avons observé dans notre étude, que le traitement par I’AST a des doses graduelles au
niveau des macrophages de patients atteints a la fois de la maladie carieuse et de maladie
parodontale comparés aux sujets sains ou témoins, entrainait une diminution significative
des activités enzymatiques de iNOS jusqu’a la dose 10 uM puis une augmentation ultérieure.
Pareillement, une diminution de 1’activité de I’arginase a été remarquée avec des doses
inférieures a 10 uM, jusqu'a augmentation significative entre 10 et 50 (LM). En méme temps,
nous avons remargué une augmentation du rapport Arginase/iNOS relatif au RATIO M2/M1
chez les macrophages de patients par rapport a ceux de sujets sains traités respectivement a
I’AST au niveau de toutes les doses étudiées. Etant donné que les macrophages (M2)
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alternativement activés sont caractéris€s par une faible activité de I’'iNOS et de production
de NO, ainsi que par une forte activité de I’arginase et celle du Ratio M2/M1.

Les M1 eux, se caractérisent par leur forte activité de I’'iNOS et faible activité de I’arginase,
nous concluons principalement une dominance de polarisation vers le profil
antiinflammatoire M2 chez les macrophages traités a I’AST issus de patients contrairement
aux macrophages issus de témoins. Par ailleurs, le traitement des macrophages par les doses
1, 10 et 50 mM chez les patients a suscité une diminution du RATIO M2/M1 par rapport aux
macrophages non traités (0 M) et contrairement, une légére élévation du méme RATIO
chez les témoins par rapport a la dose 0 pM.

De 1a nous arrivons aussi a proposer un effet de dose a I’AST, lui faisant varier son action
sur les activités des macrophages tantdt vers un profil anti-inflammatoire, tant6t vers son

versus pro-inflammatoire.

Nous ne pouvons toutefois comparer nos résultats par mangue de données bibliographiques
exploitables. En outre, les résultats contradictoires peuvent refléter en partie les différences

dans le type de maladie étudiée et le type de cellules utilisées.

Effet de I’astaxanthine sur le burst oxydatif au niveau du macrophage

Les agents pathogenes représentent les principaux acteurs impliqués dans les lésions
parodontales et carieuses??!; Citons parmi eux les espéces les plus incriminées, & savoir
Porphyromonas gingivalis et le Streptocoques mutans“el [2391 ceux-ci activent la réponse
immunitaire innée par le biais de la composante moléculaire de la paroi cellulaire
bactérienne, le lipopolysaccharide (LPS)24°l. En effet, aprés cette invasion bactérienne, il
résulte un stress oxydatif consistant en une augmentation des taux de cellules phagocytaires
dont le macrophage, qui secrétent des espéces réactives a I’oxygene (ROS) et a 1’azote
(RNS), produisant ainsi les radicaux libres comme le O2 ,H202 et le NOO- et NOX,

respectivement [102],

Pour lutter contre I’infection, le NADPH qui est un cofacteur d'oxydoréduction, est utilise
par le complexe enzymatique cytosoliqgue NAPDH oxydase afin de synthétiser de grandes
biomolécules dont la NADP+, le proton H+ ou encore la superoxyde (Oz—) qui s’associe
avec d’autres molécules pour produire des radicaux libres ; ainsi les cellules immunitaires
utilisent le NADPH pour réduire le radical libre O2— et H20: afin de dégrader la bactérie en

cause 411, L'astaxanthine (AST) est un caroténoide nutritionnel qui est déja connu pour ses

120


https://fr.wikipedia.org/wiki/Cofacteur_(biochimie)

Discussion

propriétés antioxydantes remarquables (621, Cette étude vise a évaluer si le traitement des
macrophages a 1I’AST en ex-vivo pourrait limiter la production des oxydants et donc les effets
auto-oxydants qui y résultent, ceci est révélé en évaluant les taux du péroxyde d’hygrogéne
et du NO produits par le macrophage traité avec différentes concentrations d’AST chez des
patients atteints de maladies carieuses et parodontales, comparés a ceux non traités dits
contrdles. L’étude vise aussi tester 1’activation des cellules phagocytaires macrophages et
leur changement phénotypique relatif a leurs activités fonctionnelles. Ainsi, nous avons
remarque une diminution considérable de la production du NO chez les patients traités par
I’AST, qui pourrait s’expliquer par le pouvoir de I’AST 4 réduire I’inflammation{’*, NO
augmente de maniére significative a la dose de 50 uM ceci se traduit par I’augmentation de
I’activité de I’enzyme inductible NO synthase NOS2 qui stimule les macrophages a secréter

les NO actives et tend vers un profil M2.

Par contre ,une légére augmentation du taux de péroxyde d’hydrogéne H202 chez les patients
atteints des deux maladies qui pourraient s’expliquer par le pouvoir de I’AST a stimuler le

macrophage a inhiber son expression relativement qui tend vers 1’anti-inflammation.

Des études récentes ont montré que 1’astaxanthine a des doses précises pouvait augmenter

’activité respiratoire chez un modele animal, infecté par la bactérie Gram négatif Aeromonas

hydrophila (2421

D'autre part, d’autres travaux ont montré que des taux réduits du NO et de péroxyde
d’hydrogeéne pourraient étre le résultat d'une diminution des taux intracellulaires de
molécules de signalisation redox!?*, telles que H202. En revanche 1’effet de I’astaxanthine
a été clairement démontré antérieurement sur la régulation des oxydants et la réduction des

ROS produit lors d’un processus tumoral au niveau de la prostate 1711 .

Contrairement aux résultats observés dans 1’étude de Meng 174, ou le niveau du SOD a été
diminué sous I’effet de ' AST contre les dommages oxydatifs induits par les radicaux libres ;
Au cours de notre étude,nous avons remarqué une activité enzymatique élevee de la
superoxyde dismutase chez les sujets sains traités a différentes doses d’astaxanthine par
rapport aux patients, mais toutefois la différence n’était pas significative.

La superoxyde dismutase constitue un systéme de défense de premiére intention lors de

I’accumulation du ROS responsable de la prolifération cellulaire et les mutations génétiques
[115], [171]
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D'autres études seront nécessaires pour établir le point de compensation de dose d’AST a
minimiser les dommages engendrés par 1’oxydation et a induire d’efficaces fonctions
immunitaires a médiation redox, telles que la prolifération, l'adhésion et l'explosion

oxydative.

Effet de I’astaxanthine sur ’activité de la catalase

La catalase, est une enzyme anti-oxydante connue. Sa surexpression dans les mitochondries
aide a protéger les cellules contre les 1ésions dues a I’effet des especes réactives a I’oxygene
ROS ; Et aussi, elle permet de contrer la toxicité des cytokines pro-inflammatoires.
Cependant, le déficit en catalase induit des Iésions tissulaires provoquées par des agents pro-
oxydants, et augmente les ROS mitochondriales 1. La catalase a deux activités
enzymatiques en fonction de la concentration en H202. Ainsi, a une concentration élevée,
elle agit de maniere catalytique, en éliminant H202 pour former H20 et Oz (réaction
catalytique) ; D’autre part, a une faible concentration en H202 et en présence d’un donneur
d’hydrogene, par exemple I’éthanol, le méthanol, le phénol et d’autres, la catalase agit de
maniére peroxydée en éliminant H202 mais en oxydant son substrat (réaction peroxydase),

tout en formant du HoO [121]. [245]

Les données actuelles indiquent que la catalase est un régulateur clé de I’inflammation et du
phénotype des macrophages. L'inactivation de la catalase, amplifie le stress oxydatif et
accélére l'infiltration de macrophages dans les tissus. Fait intéressant, le déficit en catalase a
également pour effet d’améliorer l'activation classique des macrophages (M1) et donc

I'inflammation, ainsi que I'activation alternative (M2) de ces derniers [°7],

Les antioxydants, en particulier les caroténoides, jouent un réle important dans la régulation
du processus oxydatif, de par leurs puissants effets antioxydants. Ces derniéres années, les
intéréts de l'astaxanthine (AST ; 3,3'-dihydroxy-p-f'-caroténe-4,4'-dione) se sont multipliés.
L'AST est un type de caroténoide, dont I'activité anti-oxydante est 100 fois supérieure a celle
de la vitamine E. Il a été prouvé qu’une supplémentation d'AST diminue les activités de la
superoxyde dismutase (SOD), et celle de la catalase (CAT) dans les lignées de cellules

traitées avec du Cu?* dans le cas de lésions de la prostate 172,

Dans la présente étude, le traitement des macrophages par I’AST a partir de la dose de 10
MM a diminué I’activité de la catalase ; Ce qui se définit par le fait que I’AST a induit une

réaction catalytique de la dismutation du péroxyde d’hydrogéne en eau et en dioxygéne. En
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méme temps, cette baisse de ’enzyme catalase provoquerait 1’augmentation du pouvoir
oxydoréductase, favorisant ainsi 1’activation du macrophage plutét vers un profil anti-

inflammatoire que pro-inflammatoire.

Effet de ’astaxanthine sur ’activité métabolique des macrophages (Ca?>" GLU, CHOL)

La signalisation cellulaire par I’intermédiaire du calcium (Ca?") est d’une importance
primordiale pour le systéme immunitaire. Des augmentations de concentrations en Ca?* dans
la cellule immunitaire contrélent des fonctions complexes, telles que fonction métabolique,
la prolifération et la différenciation cellulaires, la sécrétion de cytokines et d'anticorps ainsi
que le contr6le de la cytotoxicité. Parallelement, elle sert aussi de signal initiateur pour les
macrophages quant & la modulation de I'inflammation[87] et sa polarisation vers le profil pro-
inflammatoire M1[1%!- En revanche, la modification de la régulation du Ca?* dans les Mgs

conduit & divers syndromes auto-immuns voir inflammatoires [2461,

D’autre part, il a été rapporté que le stress oxydatif provoque un afflux de Ca?* dans le
cytoplasme a partir de I'environnement extracellulaire et du réticulum endoplasmique ou
sarcoplasmique, par conséquent, l'augmentation de la concentration de Ca?* dans le
cytoplasme provoque une accumulation du calcium dans les mitochondries et les noyaux des
mitochondries, qui sont les principales sources d’ATP. Cet afflux perturbe son métabolisme

physiologique normal, conduisant ainsi & la mort cellulaire ou apoptose [2471 .

Les mitochondries jouent un réle important dans ces processus car elles sont la principale
source d'ATP. L’absorption du Ca?* dans la mitochondrie est responsable de I’augmentation
du deficit énergétique mais aussi du maintien de la capacité antioxydante dans un état réduit

afin d'éviter une émission excessive des espéces réactives a 1’oxygéne (ERS ou ROS) [248):

Il a été récemment constaté dans la littérature, que I’AST inhibait de maniére significative
la mort cellulaire induite par apoptose, stimulée par la surcharge en calcium dans le

cytoplasme, en maintenant 1’équilibre rédox et en inhibant ’afflux de calcium [2491

Dans nos résultats obtenus, nous avons remarqué que la quantité de calcium, soit intra ou
extra cellulaire mesurée dans nos cultures de macrophages supplémentés a I’AST a été
significativement augmentée ceci est suivi par une diminution du taux du NO produit,ceci
pourrait montrer que I’AST a pu empécher les modifications oxydatives, le résultat concorde

avec plusieurs études précédentes [1781 [179]. [250]
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Le recueil de nos résultats, montrent une augmentation accrue du taux de calcium chez les
patients atteints de maladie carieuse et parodontale et traités par 1’astaxanthine ; Ce fait
pertinent se traduit par des situations immunopathologiques qui peuvent étre expliquées par
I’afflux de calcium intracellulaire induit entre autre par ’IFNy dont résulte I’activation des
macrophages en un phénotype pro-inflammatoire M1 fonctionnel avec expression génique
de molécules inflammatoires(*%I,

L’un des principaux roles du Ca?* ainsi que son origine régulent les fonctions immunitaires

innées impliquant le phénotype d'activation du macrophage M1[100,

D’autre part, P’activation phénotypique des Mes dépend aussi de la compostion de
I’environnement dans lequel ils résident. il est bien reconnu que leur composition est un

facteur déterminant dans son métabolisme et sa plasticité fonctionnelle (251

Par ailleurs, il est bien reconnu que la production d’ ATP est nécessaire a la fonction des Mo,
a la fois dans des conditions homéostatiques et sous stress[?5],

Le glucose est la principale source de la production d'’ATP par deux voies directement liees,
la voie dite cycle tricarboxylique mitochondrial également appelée cycle de Krebs qui est
directement liée a la glycolyse, fait intéressant, la polarisation des macrophages vers un
phénotype M1 avec LPS s'accompagne d'une augmentation de I'absorption de glucose, un

cycle de Krebs interrompu et d'une conversion accélérée en lactate (252 [253],

D’autre part, d’autres études ont montré que le traitement par I’AST, pourrait constituer un
nouveau traitement potentiel de I'inflammation en modifiant des parametres métaboliques

comme le glucose!54

Nos résultats concernant la supplémentation en AST pour les patients atteints des Iésions
carieuses et parodontales, ont montré une diminution significative du taux de glucose intra
et extra cellulaire a la dose 1, qui pourrait s’expliquer par la consommation du glucose par
le macrophage afin de changer de profil M1 ;Néanmoins, a notre connaissance, il n’y a pas

de travaux similaires qui nous permettent de s’y référer et d’établir des comparaisons.

Cependant pour le taux de cholestérol, les M@s en tant que cellules immunitaires
interagissent avec un certain nombre de facteurs intrinséques et extrinséques qui influent
leur prolifération ainsi que leur différenciation ; Cependant, le phénotype dépend du micro

environnement dans lequel il réside 277111251,
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Lorsque la cellule accumule I’ester de cholestérol, le taux de cholestérol contenu dans les
microdomaines devient mal régulé, ce déséquilibre provoque une activation prolongée des
voies de signalisation des cellules immunitaires, ce role est assuré par les radeaux lipidiques
des microdomaines dynamiques plasmiques 24, d’autre part ,le CHOL entraine une

polarisation vers un profil anti inflammatoire et la biosynthése de lipides?7’1 .

En revanche, il a été clairement admis dans une étude que la supplémentation en astaxanthine
pourrait modifier la voie du transport du cholestérol et I’accumulation de celle-ci en dans les

macrophages et inhiber en méme temps ’activité de ’athérosclérose 2781 .

Dans la présente étude, nous avons remarqué une augmentation tres intéressante du taux de
CHOL (p<0,0001) qui se traduit par la modulation phénotypique en profil M1 de notre
macrophage. Des principes similaires ont été impliqués dans d'autres contextes dans lesquels
I'hypercholestérolémie est associée a D’activation de I’inflammasonel*®], nos résultats
inciteraient les auteurs a d’autres futures investigations pour vérifier ce résultat avec d’autres

maladies dentaires.

L’étude épidémiologique menée auprés de 515 éléves agés de 12 a 15 ans de classe de cours
moyens et secondaires, identifiés dans des UDS de la région de Tlemcen a réveélé les
principaux résultats suivants : classe moyenne 13,3 +0,93 ans, sexe ratio 0,95 a 1,14, un
taux de maladie carieuse de 73,9% , une fréguence de la maladie parodontale de 68,9%, les
principaux facteurs de risque démontrés liés a la maladie carieuse sont la salive visqueuse et
I’hygiéne orale médiocre, et ceux liés a la maladie parodontale sont I’hygiéne bucco dentaire

; Ces résultats montrent un aspect négatif de 1’état buccodentaire de cette population.

Pour 1’étude transversale analytique, nous avons effectué un tirage au sort stratifié pour le
recrutement des patients, éliminant ainsi le biais de séléction, également nous avons un taux
de refus de 0% ; Le diagnostic des affections dentaires étudiées a été fait a la base d’une

exploration clinique minitieuse, un biais d’information est alors éliminé.

L’analyse des facteurs de risque a été faite par analyse stratifiée éliminant ainsi les biais de

confusion.

Par ailleurs, dans I’expérimentation, nous avons utilisé des techniques standards avec une
specificité et sensibilité (Sp-Se-0,001) (méthode ELISA), en plus de toutes les

manipulations ont été faites par un seul manipulateur, éliminant ainsi un biais d’information.
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Le recours a cette enquéte transversale a permis de recruter un nombre important d’individus
dans un laps de temps déterminé, par ailleurs, elle présente de nombreuses limites
notamment le biais de prévarication et 1’analyse du pouvoir tampon qui n’a pas pu étre
réalisée car la méthode de lecture au laboratoire s’avére compliquée et requiert une certaine

spécificité dans le savoir faire et un laps de temps assez long.

Les prévalences de la Iésion carieuse et parodontale sont respectivement 73,9% et 68,9%.
Des bilans antérieurs datant de 2001 effectués par le Ministéere de la santé et de la population
en Algérie, concluent que la maladie carieuse est la pathologie la plus fréquente en milieu
scolaire, un chiffre de 40% a été enregistré et semble étre sous-évalué vue le manque de

conditions optimales de dépistage.

De méme les statistiques annoncées par la direction de la santé publique au cours d’un
séminaire d’information et de formation tenu le 24/04/2005 a Tlemcen, estime une

prévalence de 54,9% en milieu scolaire.

Vu le manque de données épidémiologiques actuelles fiables au niveau de la région de
Tlemcen, nos résultats ont été comparés a des études menées au niveau d’autres villes
avoisinantes. L’étude de 1’épidémiologie des affections bucco-dentaires revue par Bassaid
en 2013, indique que la maladie carieuse et parodondale semblent étre fréquentes au niveau
des deux sexes avec une prédominance masculine avec un taux de 68% d’enfants qui
présentaient une dent permanente cariee et une fréquence de 35% de I’inflammation
gingivale, chez les éléves appartenant a des classes socio économiques basses et démeurant

la zone urbaine.

L’étude menée a Ain Temouchent qui a défini une prévalence de 76,1% , la comparaison a
été faite avec d’autres pays africains telle que 1’étude de Chala menée en 2012 au Maroc et
qui a estimé une prévalence de la maladie carieuse de 86%[°, une étude similaire a retrouvé
un taux de 47,29% chez des adolescents en Indel??], une autre enquéte identique transversale
menée par Morena en 2015071 estime une fréquence de 69,5% avec une distribution a part
égale de la maladie carieuse entre les deux sexe, une prévalence de 68,4% a été notée au

niveau de la région amazonienne 1%l

Les éleves de notre échantillon, quelque soit leur sexe, ayant un niveau socioeconomique
bas et habitant la région rurale ont un risque plus élevé de développer les deux maladies avec

une prédominence masculine au niveau de la maladie parodontale.
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Ces résultats peuvent s’expliquer par le manque de moyens financiers pour assurer le
maintien de I’hygiéne orale a long terme de plus, le colt élevé de la prise en charge et ’accés
aux soins constitue un frein voire une barriére pesante, responsable de la répartition non
homogéne des deux maladies, il se trouve aussi que les filles soient plus motivées que les
garcons, puisqu’elles accordent plus d’attention a leurs soins esthétiques a cet age que les
garcons.

L hypothése peut également étre entendue par les différences socioculturelles fondées sur le
fait que les parents soient moins instruits dans cette région et moins sensibilisés sur les
mesures et pratiques de prévention orale.

A noter que les ressources médicales sont moins disponibles dans les régions rurales,partout
dans le monde, des études viennent corroborer la relation entre les Iésions carieuses de

I’enfant et la classe sociale a laquelle il appartient.

Le comportement alimentaire des enfants a été analysé dans plusieurs études, dans une
enquéte menée en 2017 au Brésil, 686 enfants ont été examinés, il a été conclu que la
prévalence de la carie dentaire chez cette population est signativement associée a la présence
de la plaque, a une fréquence de brossage trés faible et a une forte fréquence du grignotage

chez les enfants en précolairell,

Dans une autre étude en Chine, sur 4815 enfants enquétés qui se brossent deux fois a
plusieurs fois par jour, consommant également des collations entre repas et des boissons
sucrés présentaient une prévalence importante ( 44 %) avec un indice CAO treés bas (1,14 )
[200] - dans notre enquéte, les enfants qui se brossent plus de trois fois par jour et ayant une
alimentation sucrée et une fréquence importante de grignotage sont plus susceptibles de
développer une maladie carieuse et parodontale, ce qui concordent avec les résultats

précédents .

Ces resultats peuvent étre en rapport avec I’absence du programme de sensibilisation sur la

maladie carieuse, destiné aux éléves du niveau scolaire moyen et secondaire.

Cependant, les aliments ciblés sont représentés par des produits sucrés selon plusieurs
études.
Les aliments sont definis comme cariogene si ceux-ci participent de fagon directe ou

indirecte a I’apparition de la maladie carieuse, provoquant la baisse du pH buccal. Ces
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derniers varient en fonction de leurs constituants, de la quantité et du moment de la

consommation ainsi que le terrain sur lequel ils agissent c'est-a-dire 1’hote.

Par ailleurs, pour les mesures d’hygiéne, nos résultats révelent une association significative
avec la maladie carieuse et la maladie parodontale, corroborant celles effectuées par Holmes
qui révéle dans son étude que le nombre de brossage < 2 fois / jour entrainait une
augmentation significative des lésions carieuses par rapport au brossage > 2 / jour 29; ||
existe relativement quelques d'études évaluant I'association entre la fréquence de brossage
des dents et la parodontite. Un effet clair a été observé, indiquant que des brossages peu

fréquents des dents étaient associés a des formes graves de maladie parodontale (2921

L’accumulation de plaque est un signe d’une mauvaise hygiéne orale, qui provoquerait la
génese de la lésion carieuse, en présence des autres facteurs et de I’inflammation gingivale,
dans notre étude presque un tiers de la population présente un scorede plaque non visible, ce
résulat n’est pas significatif , contrairement a 1’¢tude de Bessaid qui montre que % présente

une présence de plague abondantel34 .

Par ailleurs, le calcul de I’indice CAO moyen de I’ensemble de la population infantile
enquétée révele une Iégere augmentation pour la tranche d’age 12 ,14 et 15 ans, et moyen

pour la tranche d’age de 13 ans.

Ces résultats sont similaires a ceux de Bessaidl®*! et celle de Chalal®®, ceci est due au
développement d’une alimentation plus riche en hydrate de carbone qui devient

malheureusement trés fréquente a cet age la.

Cette ¢tude est basée principalement sur 1’analyse des parameétres salivaires, a partir de
laquelle il a été démontré que le pH salivaire de la majorité des enfants présentant des lésions

carieuses, varie de 6,5-7,5 alors que la littérature se référe a un seuil critique de 5,5.

Nos résultats similaires a I’étude de Preethi [2%%] | montrent qu’il existe une association non
significative [OR=0,52(0,26-1,04) ; p=0,06] entre le pH et ’apparition de la maladie
carieuse, a I’inverse, 1’étude d’ Animireddy[?®4 démontre une association significative

(p <0.001).

En général, plus le débit salivaire augmente, plus la clairance est importante et plus la
capacité tampon est élevée, ce qui s’oppose a I’attaque microbienne 2% | dans notre étude,

un trés grand nombre d’enfants présentant ou non des Iésions carieuses évaluées présente un
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débit salivaire supérieur a 5 ml, et sa relation avec la Iésion carieuse n’est pas significative,
de facon similaire a une étude menée en 2008 rapportant des valeurs identiques entre les

deux groupes [2061,

En comparant ces résultats avec d’autres, 1’étude de Prabhakar montre que le débit salivaire
est élevé chez les enfants indemnes de lésions carieuses par rapport au groupe qui en

présentel?07],

A contrario Birkhed, Heintze et Russel et al, ainsi que Tulungo rapportent qu’il n’existe pas

de corrélation entre le flux salivaire et 1’activité carieuse[2081[209]

L’analyse de la viscosité salivaire dans notre présente €tude révele une association
significative avec la maladie carieuse de maniére identique a 1’étude de Animireddy menée
en 2014 [204]

D’un point de vue parodontal, les résultats ont montré qu’il existe une corrélation statistique
significative entre le sexe et la maladie parodontale, puisque prés de 75% de la population
masculine est atteinte de cette lésion, contrairement a 1’étude de Vered qui montre un
pourcentage moindre due a la faible consommation de tabac connu comme un facteur de

risque certainf?10l,

Nos résultats ont montré une différence non significative entre la maladie parodontale et le
pH salivaire contrairement a I’étude de Galgut ,qui a affirmé qu’il existe une relation

significative principalement pour les parodontites?,

De méme, pour le débit salivaire dont I’association avec la maladie parodontale n’est pas
significative dans cette étude, contrairement 1’étude de Rajesh et al qui évoque une

association significative ( OR) 2],

En revanche, La cavité orale est un écosytéeme biologique complexe, en équilibre précaire,
en raison des modifications qui s'y produisent en permanence : variations du débit salivaire,
prises alimentaires, modification du pH buccal, plaque dentaire, qui dépendent de I’age et
de I’individu.

La cavité buccale est ainsi régulierement soumise a des agressions potentiellement

pathogénes affectant 1’hotel2],
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Ce biotope est idéal pour une communauté bactérienne active qui, avec d’autres constituants
du milieu buccal représente un environnement propice pour leur croissance. Différents
facteurs agresseurs intrinseques et extrinséques surviennent suite a une déficience de I’hote
ou a une augmentation de I’agressivit¢ du milieu, provoquant ainsi un déséquilibre de

I’homéostasie et favorisent aussi I’apparition des l€sions carieuses et parodontales.

En effet, la lésion carieuse est I’'une des maladies chroniques et multifactorielles les plus
courantes chez les enfants, due a la coexistence de trois facteurs principaux: les micro-
organismes acidogenes et acidophiles, les glucides provenant de I'alimentation et les facteurs
de I'note HMB39L141 | | es micro-organismes buccaux forment une plaque dentaire a la surface
des dents, présentant les caractéristiques du biofilm classique. La formation de biofilms
semble étre influencée par les changements a grande échelle dans I’expression des protéines
au fil du temps et sous contrdle génétique. A leur tour, les micro-organismes cariogénes
produisent des acides lactiques, formiques, acétiques et propioniques qui sont des produits
du métabolisme des glucides. Leur présence entraine une diminution du pH a un degré
inférieur a 5,5, impliquant la déminéralisation des cristaux d'hydroxyapatite de I’émail et la
dégradation protéolytique de la structure des tissus durs des dents par les métalloprotéinases

matricielles présentes et activées dans la dentine ou la salivel?'®l

D’autre part, la maladie parodontale est définie comme une maladie inflammatoire complexe
multiphasique des tissus de soutien des dents, provoquée par des micro-organismes
spécifiques, engageant la destruction progressive du ligament parodontal et de I'os alvéolaire
avec la formation de poches parodontales, récession gingivale ou les deux a la fois ; c’est
aussi le résultat d’un déséquilibre entre 1’agent microbien et la réponse immunitaire de

I’héte.

La colonisation de I'épithélium gingival et I'invasion des tissus sous-jacents par les bactéries
de la plaque peuvent conduire a une réponse inflammatoire locale responsable de la
destruction tissulairel?*4l. Les bactéries et plus précisément certains de leurs constituants,
dont les lipopolysaccharides (LPS), peuvent déclencher la réaction inflammatoire en activant
directement les cellules épithéliales gingivales et des cellules leucocytaires du réseau
immunitaire inné comme les macrophages!**], cette activation induit la synthése de
médiateurs de l'inflammation, en particulier les interleukines 6 et 8 211, Ces derniéres

stimulent les cellules sous-jacentes, fibroblastes, cellules endothéliales, monocytes,
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neutrophiles et lymphocytes B et T ainsi que les macrophages qui, a leur tour, synthétisent

leurs propres médiateurs inflammatoires [215

C’est ainsi qu’au niveau des deux 1ésions citées ci-dessus, le développement du biofilm oral
est soumis a divers facteurs environnementaux et gouverné par la réponse immunitaire de
’héte suite a une colonisation bactériennel?6l. En particulier ceux présents dans les fluides
buccaux, salivaires et gingivaux, situés dans les tissus durs comme la dentine, ou encore le
tissu conjonctif chorion gingival ou la pulpe, libérant des endopeptides métalloprotéinases
matricielles'?l. Ces endopeptides sont trés multiples et variés ; par ailleurs, il a été rapporté
dans la littérature que les collagénases se trouvent aussi bien dans la dentine que dans le

parodonte et peuvent étre secrétées par le macrophage en réponse a une agression
bactériennel1401.[146],[147],[217],[219]
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Conclusion et recommandations

D’un point de vue expérimental, compte tenu des limites de cette étude, nous n’avons pu ni

réaliser ni approndir I’analyse du pouvoir tampon salivaire.

Cependant, I’astaxanthine, molécule bioactive qui se distingue des autres molédules en ce
qui concerne ses applications thérapeutiques ainsi que son mécanisme d’action, montre des
propriétés intéressantes concernant le pouvoir de moduler la réponse immunitaire et

I’immunométabolisme et d’induire la polarisation des phénotypes M1/M2 des Mes.

Cette étude, soutient I’hypothése que I’astaxanthine pourrait jouer un r6le remarquable dans
la modulation des activités fonctionnelles globales des macrophages humains activés et

stimulés par le LPS. En résumé, I’effet de 1’astaxanthine peut induire la génération Ms M2.

Les résultats de nos observations expérimentales sur 1’inhibtion du pouvoir enzymatique des
métalloprotéinases impliquées dans les deux lésions carieuses et parodontales, corroborent
notre approche selon laquelle, parmi les quatre doses de 1’astaxanthine, la dose 10 puM,
semblerait la plus appropriée pour prévenir a la fois les activités MMP-9 et MMP-13, il
semble concevable que I’AST pourrait s'avérer utile a des fins thérapeutiques et /ou

préventives.

Concernant notre étude épidémiologique, au terme de ce travail, nous estimons que cette
étude est parmi les premiéres a évaluer, sur un grand nombre d’enfants scolarisés de la région
de Tlemcen, la prévalence des maladies carieuses et parodontales et a apprécier les facteurs

impligués dans la génése de ces derniéres.

Dans I’optique d’une prise de conscience, nous avons ainsi constaté la grande prévalence de
la maladie carieuse et de la maladie parodontale dans la population étudiée.

Un bas niveau socio-économique, une hygiéne orale insuffisante et une alimentation riche
en glucides apparaissent comme étant les principaux facteurs de risque dans I’apparition de
ces pathologies.

Enfin, I’évaluation et la surveillance épidémiologique systématique restent de mise chez les

enfants.

Vue la fréquence assez élevée de ces deux pathologies, on doit agir par un programme

d’information, d’éducation, et de sensibilisation vis-a-vis de cette jeune population.
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Ce programme porterait sur les habitudes alimentaires, 1’hygiéne de vie et notamment
I’apprentissage d’une bonne technique de brossage dentaire.

Il serait significatif d’¢largir la zone géographique a étudier , en recrutant un nombre
beaucoup plus signifiant d’échantillons afin d’avoir une répartition homogene entre le milieu
rural et urbain et pouvoir effectuer la comparaison statistique.

Plusieurs études épidémiologiques de ce genre s’averent nécessaires et mériteraient d’étre
encouragées, nous espérons donner de I’impulsion a la recherche locale et régionale dans cet
axe au niveau des écoles fondamentales, 1’approche de la tranche d’age entre 5 et 7ans

semble aussi trés intéressante a étudier.

La carie dentaire et la maladie parodontale restent un probleme de santé majeur chez les
enfants au niveau du monde entier.

Il'y a un grand besoin d'accroitre la promotion de la santé bucco-dentaire, de I'éducation et
de la prévention comme moyens réductifs des atteintes bucco-dentaires chez cette
population.

Perspectives et Recommandations

Les résultats obtenus lors de notre approche expérimentale mettent en exergue 1I’importance
et le role des différentes enzymes dans les pathologies étudiées.

Néanmoins, il reste évident que des recherches supplésmentaires seront encore nécessaires
pour élargir la base de connaissances relatives a cette classe d’enzymes ou d’autres

impliguées dans les Iésions dentaires.
Dans ce contexte, nous proposons :

* La mise en oeuvre d’un essai thérapeutique sur cette population et voir I’effet in

vivo chez les patients atteints des deux pathologies.

* Une approche approfondie sur le pouvoir tampon salivaire afin d’explorer ce
parametre fondamental et d’en déduire son impact sur la maladie carieuse.
Il nous semble intéressant de déterminer le niveau de son lien avec les atteintes carieuses et

parodontales.
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* L’utilisation d’un versus d’une molécule naturelle pour inhiber le mécanisme

pathologique dans les mémes conditions.

* La création d’une association Astaxanthine / Molécule chimique bioactive qui

pourrait optimiser I’effet anti inflammatoire de I’astaxanthine.

* L’élargissement de la panoplie des marqueurs biologiques secretés par les
macrophages tels que les cytokines ainsi que leurs activités fonctionnelles, telle que la
phagocytose et de la capacité destructrice des bactéries qui renforceraient nos conclusions

sur la polarisation cellulaire du macrophage en ex-vivo.

Notre étude épidémiologique fait ressortir une fréquence élevée des deux pathologies
carieuses et parodontales.

Ceci, nous a incité a élaborer un programme d’éducation sanitaire destiné aux enfants
scolarisés, renfermant une éducation thérapeutique sur I’hygiéne buccale, alimentaire et

aussi sur des mesures préventives qui devront étre entreprises au niveau des écoles.
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Annexe A . Autorisation de I’éducation nationale de Tlemcen
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Annexe B. Consentement éclairé

MINISTERE DE L'ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE ‘ﬁt%[é’
UNIVERSITE ABOU-BEKR BELKAID DE TLEMCEN ~ Blomollm
CENTRE HOSPITALIER ET UNIVERSITAIRE DE TLEMCEN .
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SERVICE DDODONTOLOGIE CONSERVATRICE /ENDODONTIE N Tlomecn

LABORATOIRE DE RECHERCHE N° 51 : Biologie Moléculaire Appliguee et Immunologie

CONSENTEMENT ECLAIRE

“ar

435\}..;\

)3( )
......................................................................... USRNSSR TS LT JCPL W

Ol ralad) aditaally il dddlas d dacadiic baclue 33 Aledl Guly 0 ) siSall e
Al pall s2gd U sa a8 & i

s Al Aalaiall e slaall S panl

Al a3l A 3N o A8 Jaiall agd) yas sil) ) gual) aladl)

Al o3 alail) aall 5 lalll (he 3peS Cans

sl i) we Lelalail) i ) ) gaall | Al 5 Lgle Jeaniall @il

M :
NE(@) e oo T
D BIMBUIANE & ¢ ettt ettt

J autorise le Docteur Ilham BEN YELLES, Maitre - assistante en Odontologie Conservatrice au CHU
Tlemcen.

1. A me recruter en tant que patient (e) éligible dans cette étude.

2. A prendre tous les renseignements concernant mon statut buccal.

3. A prendre toutes les photographies sur ma personne nécessaires a leurs études.

4. A me prendre un prélévement salivaire et si nécessaire le sang pour effectuer son étude.

5. A publier les résultats obtenus et, éventuellement a diffuser les photographies avec yeux

masquées sur ma personne.

Signature du Tuteur/Tutrice Tlemcen, le : /
Lu et approuvé b oluali
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Annexe C. Fiche d’observation clinique

Fiche d’observation clinique des enfants agés entre 12 et 15 ans de
la Région de Tlemcen

Date : / / Code
NOM @i Prénom : ... Sexe: F |:| M I:’
Age:.......... ans
Commune : Zone : Urbaine D Rurale D
Niveau d'instruction : Moyen |:| Secondaire |:| Analphabéte |:|
Profession du pére : Profession de la mere
Niveau de formation du pére Niveau de formation de la mére

Catégorie professionnelle du pere :
Numéro de Tél :

Antécédents dentaires : Extraction [ | Soins [ | ODF [ ]
Pathologies : Asthme |:’ Diabéte |:’
Conséquences de chimiothérapie |:’ Radiothérapie D
Sous thérapeutique Psychotropes |:’ Antihistaminiques D
Syndromes : (Préciser) ............cccooevnenen.

Régime riche en : Sucre |:’ Lipide |:’ Protéine|:’
Grignotages Oui [ ] Non [_J

Examen bucco-dentaire
Hygiene buccale : Bonne |:’ Moyenne D Mauvaise |:’ Médiocre D
Fréquence brossage : O Fois [ | 1Fois [ ] 2Fois [ ] 3 Fois et plus[ ]

Fréquence consultation dentaire :|:| Jamais |:| Urgence |:| 1 Fois/an |:| 2 Fois/an et plus
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Examen dentaire

Indice CAOD / CAOF

Cariée
Absente

Obturée

COJCONORCONCOICONONCONCORCICOXC),

© ©0 0 © © OCOOOOOOO®

Cariée
Absente

Obturée

Examen parodontal :

Indices/ 17
Dents

plague
Gingival

Indices / 47
Dents

Plaque

Gingival

DIAGNOSTICS
Lesions carieuses
Gingivite
Parodontite

16

46

15 14 13

45 44 43

Oui
Localisée

Localisée

12

42

11

41

21 22

31 32

Non
Généralisée
Généralisée

23

33

24

34

25

35

26

36
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Annexe D. Analyse sanguine

Centre Hospitalouniversitaire de Tlemcen 29/05/2017 12:17
Service d Hematologie clinique LABORATOIRE

D échant 23 IDPatent BR
Date 29/05/2017 12:15 Nom
Mode Human Date de naissan
Paramétre Résultat Limite Genre Male
GB 1149 # 10%L 500 - 1000 |DIFF ‘"J: 'BAS
NEU 116 L 10%L 200 - 750 | ]
LYM 489 & 10%uL 130 - 400 sl
MON 075 «w 10%L 015 - 070 | ;
EO 059 » 10%L 000 - o050 ° 5
BAS  — -~ 10%L 000 - 015 |
NEU% 104 W % 400 - 750 | _ L.
LYM% 426 H % 210 - 400
MON% 865 % 3.0 - 70
EO% 51 # 9% 00 - 50
BAS% - - % 00 - 15
GR 4,50 1070l 400 - 550 GR —]
HB 13,3 gdL 120 - 174 .
HCT 39,1 % 360 - 520 : ,
VGM 86,9 fL 760 - 960 v
TCMH 295 pg 270 - 320
CCMH 34,0 gidl 300 - 350 |
IDRsd 314 L fL 460 - 590 |
IDRev 12,8 % 00 - 160
PLT 250 10%L 150 - 400  [PLT }
VPM 59 L fL 80 - 150
A /|

Alarmes_d'avemsse uACDZ
Alarmes morpholog
Alarmes d'interprét Leukocytosis?, Microcytic PLT?




Annexes

Centre Hospitalouniversitaire de Tlemcen 29/05/2017 12
Service d Hematologie clinique LABORATOIRE
ID échant. 24 IDPatent M M
Date 29/05/2017 12:17 Nom
Mode Human Date de naissan
Paramétre Résultat Genre Male
CB 867 10%L 500 1000 [DIFF [BAS o
NEU .- 10%ul 2,00 7.50 !
LYM - 1AL 130 - 400 | ‘|
MON - 10l 0,15 070 3
EO - 10%L 0,00 050 ° °
BAS 10l 0,00 0,15
NEU% .. % 400 75,0 L : -
LYM% - % 210 40,0 o
MON% - % 30 7.0
EO%  -- % 00 50
BASY% - % 0,0 15
GR 5,22 100 4,00 5,50 GR —l
HB 134 g/dL 12,0 174
HCT 408 % 36.0 52,0
VGM 778 fL 76.0 96,0
ICMH 257 o Pg 27.0 32,0 .
CCMH 33,1 gldL 30,0 35,0 } 1
DRsd 276 L fL 460 990 L 1CBEh,
IDRev 14,0 % 0,0 16,0
PLT 187 10%l. 150 400 PLT |
VPM 79 L fL 8.0 15.0
:l
b, |
i ____..:::‘:I_"‘.'::‘“i:-'—-'-‘ 2 £ -
Alarmes d'avertisse uADZ
Alarmes morpholog

Alarmes d'interprét

Microcytic PLT?

Zt Visa Labo
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Centre Bospitalo-Universitaire DE TLEMCEN
' Laboratcire D'Hemobiologie

ADVIA 21204 LE : 31/05/17 10:32

NoH: vare: W E =
'AGE:: SEX: U
{DATE ASP: 31/05/17 10:29 SERVICE:
Rack & Position:
TEST RESULT 2BN TUNORMETS . UNITS =
| 3,07 { 4 - 10 ) 10e3/uL
| 4,82 { 4,2 - 6,1 ) 10e6/uL
14,0 { 12 - 18 ) g/dL
f 41,4 { 37 52 ) X
t 85,9 { 80 9g Y
|} 29,1 (27 - 32 ) py
33,9 (1328 -.36 )  q/dL
34,9 { 32 - 36 ) g/dn
29,8 { = ] Py
12,9 {1 - 16 ) A
2,62 (5252 - 372 ) grsdL
208 { 150 400 ) 10e3/un
6,1 (6,5 - 6,5 } ii
P '
ANEUT 38,7 (50 - 75 b R S
SIL.YMPH 41,1 (20 - 40 ) %
SMONO 10,7 (2 - 10 } %
LR0S 3,6 (1 3 N *
IBASO 2,1 {0 1 ) % >
STUC 3,8 (0 - 4 ) %
¥NRBC 9 (0,0 - 2,0 )  NRBC/100
#NBUT 1,19 {2 - 7,% ) i0e3/plL *
#LYMPH 1,28 1,8 < 3 } 10e3/ulL
#MONO 0,33 (0,2 -1 ) 10e3/u%
§20S 0,11 { 0,08 -~ 0,4 ) 10e3/ut
§BASO 0,07 {0 - 0,1 }  10e3/uL
#LUC 0,12 {0 0,4 ) 1l0e2/uL
#NRBC 0 (0,0 - 0,20 )} 10ed9/%L
SRETIC 0,12 (0,5 - 2,8 ) % ?
$RETIC 5,5 {20 -~ 80 ) 10e9/%L
MoV 110,2 ( 101 - 139 ) £
CHCM 27,9 (5237 < 28 ) g/dL
CA1 30,8 (25 = 30 } pa
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Annexe E : Indice de position socioéconomique

Le calcul de I’Indice de position socioéconomique (IPSE) a été apprécié par cette formule :

IPSE = Age—6 X NF—4 x CP + 55

NF = Niveau de formation ; CP : catégorie professionnelle. (\Voir tableau 1, 2, 3)

~N oo o1 A W N

Tableau 1: Niveau de formation

Universite, haute école

Formation professionnelle supérieure
Maturité, baccalaureat

Maturité professionnelle, école professionnelle
Apprentissage

Ecole obligatoire

Moins que 1’école obligatoire

Tableau 2: Catégories professionnelles

Dirigeants, cadres supérieurs, cadres de direction

Professions intellectuelles et scientifiques (ingénieurs, médecins, professeurs,
avocats, etc.)

Professions intermédiaires (techniciens, infirmiers, comptables, inspecteurs de
police, etc.)

Employés de type administratif (secrétaires, standardiste, guichetiers, etc.)
Personnel des services et de la vente (cuisiniers, serveurs, coiffeurs, pompiers,
guides, vendeurs, etc.)

Agriculteurs, pécheurs, etc. Agriculteurs, pécheurs, etc.

Avrtisans et ouvriers (magons, charpentiers, couvreurs, platriers, potiers, orfevres,
bouchers, boulangers, ébénistes, couturiers, etc.)

Conducteurs de machine et de robots industriels, grutiers, chauffeurs de taxi,
pilotes de locomotive, etc.

Ouvriers et employés non qualifiés (manutentionnaires, éboueurs, livreurs, aides de

ménage, vendeurs ambulants, etc.)
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Tableau 3: Position socioéconomique relative

Indice
1-35
36- 54
55-67
68-80
>80

Classe inférieure
Classe moyenne-inférieure
Classe moyenne
Classe moyenne-supérieure

Classe supérieure

162



Résumé

Introduction : Les affections bucco-dentaires sont des Iésions infectieuses multifactorielles, générées par des bactéries
pathogenes qui provoquent une cascade d’épisodes inflammatoires qui libérent des cytokines, protéines et autres
médiateurs ; I’objectif primaire de notre étude est d’évaluer I’effet inhibiteur de I’astaxanthine sur les MMP-9 et MMP-
13 libérés par le macrophage chez les enfants ayant une maladie maladie carieuse et parodontale. L’objectif secondaire
est le calcule de la prévalence de la maladie carieuse et parodontale et I’identification des facteurs de risque.
Matériels et méthodes : il s’agit d’une étude hybride : transversale analytique, menée dans différents établissements,
incluant 515 enfants scolarisés agés de 12 a 15 ans, le sang a été prélevé chez quelques donneurs sains et atteints
d’infections dentaires, pour différencier les monocytes en macrophages, traités par 1’astaxanthine a concentrations
graduelles, et activés par le LPS (Lipopolysaccharide), en réalisant plusieurs dosages au niveau du laboratoire
BIOMOLIM et ce, afin de montrer 1’effet de 1’astaxanthine sur les différents réles du macrophage. Les logiciels utilisés
pour la saisie sont respectivement le SPSS et le Graph pad.

Résultats : Parmi 515 enfants, 73,9% présentent la maladie carieuse et 68,9% la maladie parodontale, une association
entre la maladie carieuse et I’hygiéne orale a été mise en evidence (la viscosité de la salive constitue un facteur important
dans I’apparition de la maladie carieuse tandis I’hygiéne orale médiocre est un facteur de risque pour les deux maladies).
Le traitement a I’AST a diminu¢ significativement le taux de production du NO, iNOS, arginase, glucose, ainsi le taux
des MMP-9 et MMP-13 libérées par le macrophage au cours des deux Iésions. En outre, les niveaux de production du
Calcium, du cholestérol, des cytokines proinflammatoires IL-18, IL-6, des TNFa ont diminué considérablement, pour
toutes les comparaisons ( p<0,0001).

Conclusion : la maladie carieuse et parodontale, sont présentes avec des taux préoccupants qui se traduisent par la
nécessité d’établir des mesures préventives et le besoin en soin pour le jeune enfant, cependant 1’utilisation de
’astaxanthine a une dose de 10 semblerait trés efficace pour inhiber ’action des MMP-9 et MMP-13 libérées par le
macrophage au cours des deux lésions.

Mots clés : Astaxanthine, carie, macrophage, maladie parodontale, MMP-13, MMP-9.

Abstract

Introduction: oral diseases are multifactorial infectious lesions, generated by pathogenic bacteria that cause a cascade
of inflammatory episodes that release cytokines, proteins and other mediators, the objective of our study is to evaluate
the inhibitory effect of astaxanthin on MMP-9 and MMP-13 released by the macrophage in children with periodontal
and carious diseases.

Purpose: To show the effect of astaxanthin on the different roles of the macrophage.

Materials and methods: Based on a descriptive cross-sectional study, conducted in different randomized settings,
including 515 schoolchildren aged 12 to 15 years, blood was recovered from healthy donors with dental infections to
differentiate monocytes into macrophages, treated with astaxanthin at gradual concentrations, and activated by LPS
(Lipopolysaccharide), by performing several assays

Results: Among 515 children, 77% have carious disease and 68.4% have periodontal disease. The viscosity of saliva
is an important factor in the development of carious disease while poor oral hygiene is a risk factor for both diseases.
AST treatment significantly decreased the rate of NO, iNOS, arginase activity, glucose production, as well as the rate
of MMP-9 and MMP-13 released by the macrophage during the two lesions, Furthermore, the production levels of Ca,
cholesterol, proinflammatory cytokines IL-1f, IL-6, TNFa decreased significantly in patients with and treated with
astaxanthin compared to controls, for all comparisons ( p<0.0001).

Conclusion: caries and periodontal disease are present with preoccupied rates that result in the need to establish
preventive measures and the need for care for the young child, however the use of astaxanthin at a dose of 10 would
seem very effective in inhibiting the action of MMP-9 and MMP-13 released by the macrophage during both lesions.
Keywords: Macrophage, Carious disease, periodontal disease, astaxanthin, MMP-13, MMP-9.
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