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Résumé

Introduction
La maladie carieuse est une maladie infectieuse, multifactorielle caractérisée par
la destruction des tissus durs, provoquant ainsi la dégradation du collagéne de la
dentine par les métalloprotéinases produites par les macrophages sous l'effet des
bactéries cariogénes buccales.
Objectif
Mesurer I'effet de I'astaxanthine sur la consommation du glucose et du calcium et
la production de I'lFNy, I'lL-4 et le MMP-9 par les macrophages chez un sujet
présentant la maladie carieuse et son contréle sain.
But
Montrer l'effet de I'astaxanthine sur la polarisation du macrophage au cours du
processus carieux.
Matériels et méthodes
Un sujet présentant la maladie carieuse et son contréle sain agés de 14 ans, ont
été recrutés pour une étude prospective, au Laboratoire de Biologie Moléculaire et
Immunologie Appliquée.
Résultats
D’apres notre résultat, I'astaxanthine a un effet anti-inflammatoire en

- Inhibant la consommation du glucose a la dose INm de I’ATX (p=0.005).

- Augmentant de consommation de calcium responsable de la signalisation a

la dose 10Nm d’ATX (p=0.009).
- Provoquant une production maximale d'IL-4 & la dose 10Nm d'ATX
(p=0.051).

- Inhibant la production d'IFNy (p=0.015) et MMP-9 (p=0.031) & la dose 1 Nm
Conclusion
L'inflammation est la clé de déclenchement du processus carieux par le
macrophage classique M1, l'astaxanthine pourrait limiter l'effet inflammatoire,
d'une part par 'augmentation du taux de calcium et d’IL’4 et d’autre part par
I'inhibition de : consommation de glucose et I'expression d’lL-4 et MMP-9 en
dirigeant la polarisation vers le M2, mais dans des concentrations bien déterminé
de cette drogue
Mots clés
Processus carieux, immunité innée, macrophage, astaxanthine, glucose, calcium,

”—'4, ”:N-Y, MMP'Q



Abstract

Introduction

Carious disease is an infectious, multifactorial disease characterized by the
destruction of hard tissues, causing the dentine collagen to degrade by
metalloproteinases produced by macrophages under the effect of oral cariogenic
bacteria.

Objectifs

To Measure the effect of astaxanthin in consumption of glucose ad calcium and in the
production of IFNy, I'lL-4 and MMP-9 by macrophages of a subject with caries dental
and his healthy control.

Aim

Show the effect of asthaxantine on macrophage polarization during the carious
process.

Material and methods

A subject with caries and his healthy control Aged 14 years were recruited for a
prospectives study at the laboratory of Molecular Biology and Applied Immunologie.

Results
According to our results, astaxanthin has an anti-inflammatory effect in

- Inhibiting the consumption of glucose at the dose 1Nm of ATX (p=0.005).

- Increased consumption of calcium responsible for signaling at the dose 10Nm

of ATX (p=0.009).

- Providing maximum IL-4 production at. the dose 10Nm of ATX (p=0.051).

- Inhibiting the production of IFNy (p=0.015) and MMP-9 at the dose of INm
Conclusion
Inflammation is the Key to triggering the carious process by the macrophages M1,
astaxanthin may limit the inflammatory effect by increasing the calcium and IL-4 levels
and decreasing consumption of glucose and MMP-9, IFNy expression, by directing the
polarization to M2 but in well-defined concentrations of this drug

Keywords
Carious process, innate immunity, macrophage, astaxanthin , glucose, calcium, IL-4,
IFN-y, MMP-
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...................................................................................................... Introduction

INTRODUCTION

Les pathologies d’origine bucco-dentaires sont trés répandues dans le monde entier, telle
que la maladie carieuse, répertoriée comme le 3éme fléau mondial, de point de vue
physiopathologique elle est définie comme une atteinte bactérienne, chronique et
multifactorielle, caractérisée par la destruction des tissus durs de la dent affectant la

couronne et les racines (Lardinois et al., 2009)

Des barrieres physiques telles que les tissus durs de la dent et la barriere chimique : la
salive sont mis en jeu pour protéger la dent contre les bactéries responsables du
développement de la maladie carieuse(Lips et al., 2017), ces bactéries cariogénes
buccales sont les Streptocoques mutans et les Lactobacilles elles transforment les
glucides alimentaires en acides, cette agression est amplifi€ée par de hombreux 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 vulnérable a [lattaque

bactérienne(Garcia et al., 2017).

En effet, La dentine renferme 70% de matiere minérale, 10% d’eau et 20% de charge
organique répartie en protéines collagéniques : collagéne de type 1 et 2 et trame non
protéinique type : 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 dentine (Herndndez

Rios et al. 2009), le processus inflammatoire est déclenché (Mohammed, 2003)

Par ailleurs, les macrophages sont des cellules de l'immunité innée peuvent étre divisés
en deux sous-populations principales : le macrophage classique M1 , Induit la sécrétion
des cytokines pro-inflammatoires tels que IFNy (Dallagi et al., 2015)et les MMP-9 (Kito et
al., 2012), par contre le macrophage M2 alternative produisent des médiateurs anti-
inflammatoires comme I'lL-4, et sert & la résolution de l'inflammation (Wang and Joyce,
2010)

Des études in vitro ont démontré que l'astaxanthine peut réduire d’expression de

métalloprotéinase 9 (Zhang et al., 2015) .

Ainsi, ce projet de Thése de Master a pour objectif détudier l'effet ex vivo de

'astaxanthine sur la polarisation de macrophage au cours du processus carieux.
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1. DEFINITION DE LA MALADIE CARIEUSE

C’est une maladie infectieuse qui touche la partie minéralisée de la dent, considérée comme
une pathologie multi factorielle, transmissible classée au 3éme rang des fléaux mondiaux,
immédiatement aprés les affections cancéreuses et les maladies cardiovasculaires, d'aprés
les experts de 'OMS, c’est en effet une atteinte microbienne des tissus calcifiés des dents
causant leur destruction par les acides produits a partir de la fermentation bactérienne des
glucides alimentaires (Trentesaux et al., 2011), beaucoup d’auteurs ont donné différentes
définitions dés le 17 siecle par Fauchard, Frey, Baume (1962),0MS en 1977 Frank et Col.

1.2. Etiologies

Puisqu'il s’agit d’'une maladie multifactorielle donc son évolution due a linteraction de

plusieurs facteurs de risque :

Facteurs

de I'hote Nutrition

Bactéries le temps
Carie
dentaire

Figure 1. Facteurs contribuant au processus carieux (adapted by Bouterfas L)

1.2.1.1. Le biofilm

Les principales bactéries cariogénes impliguées dans la physiopathologie de la maladie
carieuse sont les Streptococcus mutans (SM) (Nicolas and Lavoie, 2011a)et Streptococcus
sobrinus ainsi que les Lactobacilles, a un niveau non pathologique, la croissance de ces
bactéries est favorisée lorsque I'écologie de la plaque dentaire est perturbée par des

changements dans les conditions environnementales.

Les Streptococcus mutans ont des propriétés acidogéniques et aciduriques et a partir du
saccharose provenant de l'alimentation, synthétisent des LPS intra cellulaires, lactose et
fructose qui lui donne la capacité d’adhérer aux surfaces dentaires (Nicolas and Lavoie,
2011b).
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1.2.1.2. La présence de glucides fermentescibles

La consommation de glucides facilement fermentescibles favorise [l'activité et le
développement des S.mutans en transformant les glucides apportés par I'alimentation en
acides organiques qui entrainent la chute de pH au niveau de la dent et déminéralisation
de I'email, durant cette étape les bactéries peuvent adhérer au niveau de la dentine et

dégrader la matrice dentinaire (Forssten et al., 2010).
1.2.1.3. Fragilité des tissus dentaires

Par les mutations lors de la dentinogénése imparfaite (Kannu et al., 2017), une
hypovitaminose D (Bener et al., 2013) Ainsi que la vulnérabilité de certains sites liés a
anatomie de la dent qui représentent des zones de rétention de la plaque ,plus la durée

est longue et importante, plus la Iésion est sévere.
1.2.2. Facteurs liés a I’environnement buccal

lls existent plusieurs facteurs qui peuvent amplifier ou inhiber la lésion carieuse

1.2.2.1. Facteurs favorisants

a .Déficience salivaire

CANAL DE STENON

ORIFICE DU CANAL DE STENON

CANAL DE WHARTON

GLANDE SOUS-MANILLAIRE

Source: Anatomy of the humand body —Henry gray 1918)

Figure 2 : Anatomie des glandes salivaire majeures chez I’lhomme
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La salive synthétisée par la fonction de trois glandes : Parotide, sous-maxillaire et la
glande Sublinguale, joue un réle significatif dans la prévention de la maladie carieuse. Un
débit salivaire approprié et la composition unique de la salive sont essentiels pour
conserver la santé des tissus oraux. La salive lubrifie et protége les tissus buccaux,
agissant comme une barriére contre les agents mécaniques, thermiques et chimiques ,
Elle a rble aussi dans le nettoyage, dégustation, digestion, protection contre les affections,

pouvoir tampon, reminéralisation (Ito et al., 2012)

Une diminution du flux salivaire peut étre causée par une atteinte microbienne des
glandes salivaires, la prise de certains médicaments (Kargul et al., 1998), aussi certaines
maladies auto-immunes telles que le syndrébme de Gougerot Sjogren (Mapoure et al.,

2011)tous ces facteurs provoque la genése de la maladie carieuse.

Une diminution du flux salivaire peut étre causée par une atteinte microbienne des
glandes salivaires, la prise de certains médicaments (Kargul et al., 1998), aussi certaines
maladies auto-immunes telles que le syndrome de Gougerot (Mapoure et al., 2011)...tous

ces facteurs aboutit a la genese de la maladie carieuse
b. Apport glucidique important

La consommation quotidienne des sucres fermentescibles présente dans notre
alimentation tel le saccharose, le fructose et le lactose implique I'implantation de bactéries
cariogénes buccales spécialement S.mutans et comme résultat I'apparition du processus

carieux, (Olczak-Kowalczyk et al., 2016)
c .Taux élevé de STR et LB
e Streptocoques et carie

Les Streptocoques sont des cocci a gram positif, immobiles, le plus souvent non
capsulées, leur diamétre varie de 0.5 & 1 micrometre. Les Streptocoques occupent une
place essentielle dans le développement des plaques bactériennes ; ils représentent au
moins 50% des bactéries au niveau des plaques supragingivales. Toutes les especes
fermentent glucose, tréhalose, mannitol et sorbitol, et produisent des glycanes
extracellulaires a partir du saccharose, elles sont responsables de la dissolution de I'émail
(Liu et al., 2017)
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L'espéce S.mutans est la plus prévalente avec des pourcentages d’individus porteurs de
I'ordre de 75% a 90%, suivie de Sobrinus (de 10 a 30%)

Tableau 1-1 : Facteurs de virulence des Streptocoques du groupe mutans

Facteurs de virulence

Effet pathogéne

Synthése de polymeéres extracellulaires

Synthése de polymeéres intracellulaires
Acidogénicité (production d’acides)
Aciduricité (acidophilie)
Acido-tolérance (résistance aux acides)

Production de dextranases et fructanases
inductibles

Adhérence aux surfaces dentaires (plus
agrégation et absorption)

Survie bactrienne et production d'acide
lors de carence en saccharose

Déminéralisation des tissus durs
Développement en milieu acide

Survie en milieu acide

Apport de glucose et fructose en cas de
carence de nutriments (hydrolyse des
polymeres extracellulaires)

Host-derived
glycoproteins

\

Enzymatic activities
of oral microbiota

[ Carbohydrates j

% ————> Bacteriocins

AN

S. mutans Acid

generation

o < f

5. gordonii

(non-cariogenic flora)

I Tooth Surface

(Source: Moye et al., 2014).

Figure 3 : Réponse de S.mutans aux hydrates de carbones introduits

au niveau de la cavité
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e Lactobacilles et carie

Autres bactéries clés de la carie, elles croisent a des pH tres bas en présence d’éléments

nutritionnels plus ou moins complexes : acides aminés, peptides, vitamines et acides gras

Elles métabolisent le glucose en polymeres intracellulaires et extracellulaires, mais leur
métabolisme est surtout diriger vers la production de quantités importantes d'acides
lactiques (Chokshi et al., 2016).

d. Sous saturation en calcium, phosphate, et fluorures

La salive est constituée de plusieurs ions tels que le calcium, le phosphate et le fluor
jouant un réle tres important dans la reminéralisation et la santé bucco-dentaire, Une
déficience de ces ions dans la salive ainsi que les caractéristiques propres a la plague

dentaire servent au développement de la maladie carieuse (Kito et al., 2012).

1.2.2.2. Facteurs inhibiteurs
a. Brossage biguotidien

C’est un facteur étiologique caractéristique de la maladie carieuse a cause des fluorures
gui ont un effet tres important pendant la phase de formation et de maturation pré-éruptive
des dents et aprés son éruption aussi ils limitent la déminéralisation et favorisent la
reminéralisation et inhibent le métabolisme des bactéries cariogénes (Govindaraju and
Gurunathan, 2017)

L’apport alimentaire contient de fluor mais en quantité insuffisance comme Les eaux
minérales naturelles embouteillées, le thé environ de (0,5a 1,5 mg/L) (Norman et al.,
2017) donc il est utile de complété son apport par I'utilisation d'un dentifrice fluoré avec

une méthode de brossage approprié .
b. Utilisation de bain de bouche a base d’ATS

Les bains de bouche a usage quotidien constituent un complément au brossage parce

gu’ils sont riches en composés fluorés tels que Xylitol (Nayak et al., 2014)
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1.2.3. Facteurs propres a l'individu

Ceci implique le niveau de vie et d’éducation ainsi que le comportement individuel.
a. Niveau socio-économique

Dans la plupart des cas, le processus carieux est réversible en inversant le stade dans le
stade précoce en observant une bonne hygiéne bucco-dentaire, tout dépend de niveau
d’éducation du patient, son statut social et leur connaissance en matiére de santé orale
(Hobdell et al., 2003) .

b. Grignotage

TOOTH EROSION
AND DECAY

Plagque Acid
Dissolves Enamel

HEALTHY

Plagque and
tarter build up
Healthy Gum lining
Reduced gum level,

due to inflammation /

/

(source :Magalhdes et al., 2012)

Figure 4 : Effet de grignotage sur I'apparition de lésion carieuse

Il a un effet trés important sur le pH de la plague bactérienne, il faut améliorer les repas
principaux (4 repas par jour) et évitez de grignoter. Il faut aussi s’éloigner des mauvaises
habitudes alimentaires et surtout celles des aliments cariogéniques tel que l'usage abusif
des boissons sucrées, prise de collation entre les repas et le soir au coucher (Zhang et al.
2014).

c. L’hérédité

La prédisposition génétique a la carie peut expliquer la susceptibilité de certains sujets a
la maladie carieuse malgré un environnement peu cariogéne, alors que d’autres sont

résistants malgré les multitudes de facteurs de risques auxquels sont exposés.
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1.3. Mécanisme de déminéralisation /reminéralisassions

Aprés chaque prise alimentaire sucrée, une déminéralisation de I'émail se met en place et
en quelques minutes sous l'effet des facteurs salivaires protecteurs, une reminéralisation
de surface intervient. Si les apports alimentaires glucidiques sont souvent répétés dans la
journée dans I'absence de I'hygiéne boucaux dentaire, le pH maintenu bas se traduira a

plus long terme par des Iésions carieuses non cavitaires (Mkinen, 2010).

1.4 .Processus carieux

BN

Sa principale cause est I'élaboration des polysaccharides a partir du saccharose
provenant de l'alimentation par les bactéries de la cavité buccale, principalement les
S.mutans et les Streptocoques Sobrinus pour la réserve du sucre. Apres les Lactobacilles
et les Actinomyces servent a la progression de la Iésion carieuse en présence des
facteurs de risque favorisants, d’autres part, ces mémes bactéries métabolisent le sucre
en acide lactique (la glycolyse) entrainant la chute de pH, déminéralisation de I'émail
sans reminéralisation et le déclenchement du phénoméne d’inflammation par le
macrophage M1 (Miller et al. 2015)

Le macrophage, active la sécrétion des métalloprotéinases qui dégradent le collagene de
la dentine, ces enzymes existent déja dans la dent mais en état latent et en faible quantité

(Manicone and Mcguire, 2008).
2. MALADIE CARIEUSE ET IMMUNITE INNEE

Le développement de la maladie carieuse est stoppé par des barrieres de défense de
limmunité innée telles que la salive qui est considérée comme une barriére chimique, elle
joue un réle essentiel dans le mécanisme de reminéralisation/déminéralisation a cause de
sa composition riche en minéraux et son pouvoir tampon (Tamasas and Cox, 2017), autre
part I'apparition du processus inflammatoire par I'activation du macrophage et la sécrétion
des cytokines pro inflammatoires et les métalloprotéinases qui dégradent les tissus

dentaires de I'émail vers la dentine(Farges et al., 2015).
2.1. Macrophage

Le nom macrophage vient du grec « makros » et « phagein ». La découverte des
macrophages remonte aux années 1880 lorsque Mechnikoff décrivait la phagocytose,
définie par la majorité des immunologistes comme des cellules phagocytaires de
limmunité innée, responsable de I'élimination du pathogéne, impligué dans les réactions

inflammatoires et anti-infectieuses (Bosurgi et al. 2011).
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2.2. Origine des macrophages

Dans la moelle osseuse, la cellule souche hématopoiétique se différencie en deux
lignées, lignée Ilymphoides et lignée myéloide ; cette derniére donne plusieurs
précurseurs parmi eux celui des monocytes. En réponse a des facteurs de croissance M-
CFU, ce précurseur se divise et se différencie en monoblastes puis pro-monocytes avant
de devenir des monocytes qui sortent de la moelle osseuse et entrent dans la circulation

sanguine.

Les monocytes matures ne restent dans le sang que deux a trois jours ; puis migrent
vers les tissus ou ils subissent des modifications morphologiques, cytochimiques et
fonctionnelles pour constituer des macrophages spécifiques de chaque tissus avec une

durée de vie plus longue (Bosurgi et al., 2011).
2.3. Polarisation du macrophage

Les macrophages ont une plasticité remarquable, ils peuvent maodifier leur physiologie en
réponse a des stimuli endogénes qui sont générés rapidement suivant la lésion ou
I'infection. Ces stimuli sont généralement produits par des cellules de 'immunité innée, ou

par les cellules immunitaires spécifiques d’antigene ou encore par le macrophage lui-

méme.

LPS or Bacteria

IFN-y

GM-CSF
TNF-o  _ _IL-10
IL-6 IL-4
IL-23 a. c:Ds]:ch l TGF-p
IL-1 toe \\ IGF-1
IL-12p40 | @R PTX-3
IENLI 5 — PGE2
RN by, MMP-9
RO n Fizz1
CXCL9 7 Ym1/2
CXCL10 CCL17
cxcL11 - L CCL22

Inflammatory macrophages Tissue-healing macrophages

Source ;Bosurgi et al., 2011)

Figure 1 : Indices environnementales indiquant la polarisation des macrophages
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Les macrophages sont divisés en 2 sous-populations, s'il s’agit de 'lFNy, LPS/ bactérie
ou GM-CSF la polarisation est vers le macrophage classique (M1) qui a une activité
microbienne et une capacité tumoricide par la stimulation de réponse inflammatoire de

type Th; suivi par la sécrétion de cytokines pro-inflammatoire tel que I'lFNy.

Le M2 est activé lors d’'une stimulation par IL-4 and/or IL-13, IL-10 ou M-CSF la voie

d’activation et par Th, en secrétant I'lL-, (Ying et al., 2013).

3. PARAMETRES A DOSER
3-1- MMP-9

Le MMP 9 est une enzyme protéolytique de type gélatinase, de poids moléculaire 92 KDa
guand il est sous forme de pro-enzyme, apres activation il est de 88KDa (Yabluchanskiy
etal., 2013)

Il est synthétisé par les bactéries lors d’'une inflammation causée par l'acidité élevée au
niveau de la dentine, mais sont aussi des enzymes matricielles de la dentine elle-méme, il
est secrété lors de la dentinogénése primaire, responsable de la dégradation de la
matrice extracellulaire dans des conditions pathologiques, c’est un précurseur inactif de la

Iésion carieuse (Hernandez Rios et al., 2009).

3.2.IL-4

Les macrophages sécrétent IL-4, lorsque la polarisation est vers le M2, c’est une cytokine

avec un effet anti-inflammatoire (Wang and Joyce, 2010).
3.3. IFNy

Il appartient a la famille des cytokines, il est produit lorsque I'organisme reconnait un
élément potentiellement dangereux, le macrophage sécretent les cytokines pro-

inflammatoire telles que IFN-y (Su et al., 2015).

3.4. Glucose

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

et prolifération (Klueh et al., 2014).
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3.5. Calcium

Le macrophage utilisent le calcium dans la traduction du signal apoptotique (Goswami et
al. 2017).

4. ASTAXANTHINE

Appartient a la famille des caroténoides, fabriqué par plusieurs d'algues et de planctons,
son role est d’augmenter le flux sanguin dans la rétine et surtout posséde de puissantes
propriétés antioxydantes et des effets anti-inflammatoires protégeant ainsi les tissus du
cristallin contre les effets néfastes des radicaux libres ,Cette drogue est utilisée parce
gu’elle inhibe la transduction du signal de mort par le calcium ,ce qui explique son effet
protecteur de cancer, stimulateur de production d’AC et son activité anti bactérienne
(Meng et al., 2017).

L'astaxanthine inhibe la production de MMP-9, responsable du I'évolution de la maladie

carieuse (Zhang et al. 2015b).

11
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PROBLEMATIQUE

La maladie carieuse est définie comme étant un processus pathologique localisé,
d’'origine externe, apparaissant aprés I'éruption dentaire, qui s'accompagne par une
atteinte de I'émail, suivi d'un ramollissement de la masse dentinaire (E Terrer — 2016),
composée essentiellement de collagéne type | et Il et des pro-enzymes tel que le MMP-9

dans un état latent

La Iésion est due a I'action combinée de plusieurs facteurs a savoir le biofilm bactérien, le
terrain de prédisposition et I'acidité élevée qui cause l'activation des MMP existants dans
la dentine et sa production en plus par les macrophages pro-inflammatoires. Fait
important, le r6le des bactéries dans la stimulation du systéme immunitaire, aussi bien
innée gu'adaptatif, est bien élucidé et a fait I'objet de recherches trés intenses, par ailleurs
le systeme immunitaire lutte contre la lésion carieuse d'une partie par les barrieres de
défense de limmunité innée telles que la salive et les tissus durs de la dent ,d’autre part
par le déclenchement de profil inflammatoire par les macrophages classiquement activés

M1 et par conséquence la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires tels que IFNy....

Plusieurs essais cliniques ont testé I'effet de certaines drogues sur les métalloprotéinases
9 tels que Rosuvastatine, qui a un effet inhibiteur (P Sapienza, V Borrelli, AV Sterpetti, S

Dinicola... - Annale de Chirurgie ..., 2011).

Dans cette optique notre équipe de laboratoire Biomolim sous la Direction de docteur
Ilham BEN-YELLES a essayé par une étude ex vivo de travailler sur 'hypothése d'utiliser
I'Astaxanthine (Kishimoto, Y., Tani, M., Uto-Kondo, H. et al. .2010) & cause de ses effets
anti-inflammatoires pour arréter le processus carieux on dirigeant la polarisation de

macrophage vers M2 (le macrophage anti-inflammatoire)
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J'autorise le Docteur llham BEN YELLES, Mailtre- 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 sanguin 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 Tiemcen, le: [ [/
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