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Résumeé

Résumé

La production mondiale de dattes est d’environ 7 million de tonnes par année. Cela place la
datte au 5éme rang des fruits les plus produits dans les régions arides et semi-arides (FAO, 2010).
L'objectif de cette étude était d'évaluer in vivo et in vitro respectivement les effets biologiques de
I’extrait de Phoenix dactylifera.L variété de TOLGA.

La toxicité de I’extrait a été testée suivant la méthode" up and down "qui repose sur
I’administration d’une dose « Limite » a des animaux et les suivie pendant 12 jours. L’activité
immunomodulatrice des extraits utilisant le test de I’épuration sanguine d’une dose de carbone
colloidale .Les activités antioxydants ont été mesurées par détermination spectrophotométrique du
glutathion a partir de I'nomogénat du foie. Une autre étude a été effectuée sur I’activité anti-
inflammatoire aigue et chronique induite par le formaldéhyde au niveau de la patte de la souris en

comparant avec un médicament AINS (Diclofinac) qui est utilisé comme référence.

Les résultats montrent que I'extrait du Phoenix dactylifera.L ne présente aucun effet
toxique a la dose de 2000mg/kg, aussi nous avons constaté que I'extrait est augmenté 1’activité
phagocytaire du system SER et la libération du GSH a partir du foie. Le taux de clairance du carbone
a été significativement plus rapide lors de la concentration de100 mg / kg lorsqu'il est comparé aux
deux concentrations 150 et 200mg/kg (P <0,05), mais la libération du GSH du foie est
significativement plus élevée a la concentration de 200mg/kg lorsqu'il est comparé aux deux
concentrations 100 et 150 mg / kg (P <0,05). Par ailleurs, les extraits de Phoenix dactylifera.L
étudiés révelent un effet sur ’inflammation induit par le formol présentée par une diminution
significative de la taille de I’cedéme .les résultat a été nettement trés proche entre le groupe traité
avec l'extrait et le groupe traité par le Diclofenac.En conclusion, les résultats de ces travaux
affirment que, La plante médicinale Phoenix dactylifera.L variété de TOLGA" est une source
prometteuse d’agent immunostimulant, antioxydants et anti inflammatoire ce qui est expliqué par la
nature des composes présents dans cette plantes tell que: les flavonoides, les alcaloides, les
saponines, les terpénoides, les composes phénoliques et les vitamines qui sont potentiellement

intéressants pour leur propriétés biologiques.
Mots cles

Phoenix dactylifera L, activit¢ immunomodulatrice, glutathion (GSH), inflammation,

antioxydants, Anti-inflammatoire



Abstract

World production of dates is about 7 million tonnes per year. This makes dates the 5th most
widely produced fruit in arid and semi-arid regions (FAO, 2010). The objective of this study was to
evaluate in vivo and in vitro respectively the biological effects of the extract of Phoenix dactylifera.L
variety of TOLGA.

The toxicity of the extract was tested using the™ up and down" method, which is based on the
administration of a dose "Limit" to animals and followed them for 12 days. The immunomodulatory
activity of extracts using the blood purification test of a colloidal carbon dose. Antioxidant activities
were measured by spectrophotometric determination of glutathione from the homogenate of the liver.
Another study was performed on the acute and chronic anti-inflammatory activity induced by
formaldehyde in the mouse leg by comparing it with an NSAI drug (Diclofinac) that is used as a

reference.

Our results show that the extract of Phoenix dactylifera L has no toxic effects at the dose
of 2000mg/kg, so we found that the extract is increased the phagocytic activity of the SER system
and the release of GSH from the liver. The rate of carbon clearance was significantly faster at the
100 mg / kg concentration when compared to both 150 and 200 mg / kg concentrations (P <0.05), but
the release of GSH from the liver is significantly higher at the 200 Mg / kg concentration when
compared to both 100 and 150 mg / kg concentrations (P <0.05). In addition, the Phoenix dactylifera
extracts studied reveal an effect on formalin-induced inflammation presented by a significant
decrease in the size of the edema. Our result was clearly very close between the group treated with

the extract and the group treated with Diclofenac.

In conclusion, the results of this work affirm that, the medicinal plant Phoenix dactylifera.L
variety of TOLGA is a promising source of immunostimulant, antioxidants and anti-inflammatory
agents which is explained by the nature of the compounds present in this plant such as: flavonoids,
alkaloids, saponins, terpenoids, phenolic compounds and vitamins which are potentially interesting

for their biological properties.
Key words

Phoenix dactylifera L, immunomodulatory activity, glutathione (GSH), inflammation, antioxidants,
Anti-inflammatory.
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Introduction

Introduction:

De point de vue médicale, I’'immunomodulation se référe a I’action entreprise par le
médicament sur les processus qui guident le systtme de défense immunitaire a
I’autorégulation, cela permet soit de limiter et contrdler la réaction immunitaire soit de

stimuler un systéme immunitaire déficient (1AH ; 2007).

La phagocytose est un processus de defense immunitaire vital dans lequel les
leucocytes engloutissent des cellules malignes, des microorganismes pathogénes, des débris
tissulaires et des particules inorganiques. L’amélioration de [D’activit¢ phagocytaire du
macrophage mononucléaire et de I'immunité non spécifique, qui comprend I'opsonisation des
particules étrangeres avec des anticorps et un complément C3b, entrainant un dégagement
plus rapide des particules étrangeres du sang (Furthvan et Bergvanden ; 1991).La mesure de
l'activité des SRE dépend de l'estimation du taux de la clairance du sang de matériaux

étrangers, tels que le carbone colloidal (Sigurd et al ; 1965).

Il est connu que les antioxydants naturels des plantes telles que les polyphénols jouent
un réle important la protection des cellules contre les dommages oxydatifs et par conséquent
induire des activités anticancéreuses (Leong et al ; 2010).

Le glutathion (GSH) est le principal thiol non protéique impliqué dans la défense
cellulaire antioxydant. Il s'agit d'un tripeptide composé de cystéine, d'acide glutamique et de
glycine, et son groupe actif est représenté par le thiol (-SH) du résidu de cystéine (Pastore et
al ; 2003)

Le GSH joue un role important dans le métabolisme des cellules cancéreuses ,d’une
part , peut fixer les ORS ,moyennant I’intervention d’une enzyme comme le glutathion
peroxydase .il constitue par le fait méme un acteur important dans la protection contre les
ROS ( Pennington et al ; 2005).

L’inflammation est une réaction de défense de 1’organisme. Elle peut étre définie
comme la réponse locale des tissus a toute sort d'agression, qui peuvent étre d’origine
physique, chimique, biologique (réponse immunitaire) ou infectieuse (Cheriti et al;
2016).C'est une réponse protectrice qui implique des cellules, des vaisseaux sanguins, des
protéines et d'autres médiateurs son but qui éliminent I'agent pathogéne et de réparer les

Iésions tissulaires. Elle se caractérise par quatre phénomeénes typiques; la chaleur, la douleur,
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le gonflement et I’érythéme a diverses agressions. L’ inflammation est cliniquement classée en
deux types : inflammation aigué, qui définit comme une forme d'inflammation réglementé est
rapide et a courte periode et inflammation chronique est une forme dérégulée ou bien c'est un

échec de l'inflammation aigue (Murakami et Hirano ; 2012).

Les inflammations aigués peuvent se guérir de maniere spontanée ou avec un
traitement actuel de I’inflammation fait appel aux anti-inflammatoires stéroidiens et non
stéroidiens. Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont largement prescrits en raison
de leur efficacité dans la prise en charge de la douleur, de la fiévre, de I’inflammation et des
troubles rhumatismaux. Ces traitements médicamenteux, bien qu’efficaces sont associées a
des effets secondaire, indésirables et toxiques ; surtout en cas d’utilisation a longue durée,
particulierement dans le traitement des inflammations chroniques, parmi ses effets
indésirables on trouve des dommages digestifs, des toxicités rénales et méme des
complications cardiaques (Soubrier et al ; 2013, Yougbaré-Ziébrou et al ; 2016). Face a ce
constat, afin de contrecarrer aux effets négatifs des médicaments, les chercheurs scientifiques
tentent d’explorer d’autres moyens thérapeutiques plus naturels, en particulier ceux issus des

plantes (Bellamine ; 2017).

On parle de phytothérapie clinique pour désigner le soin par les plantes. Elle est
considérée comme médecine complémentaire voire alternative pour certains, et elle est
souvent percue comme moins nocive et iatrogéne que les médicaments issus de 1’industrie

chimique (Bellamine ; 2017).

La plante, étudié dans le présent travail est la datte, fruit du palmier dattier (Phoenix
dactylifera.L) provient des oasis algériennes, avec une production de 516 milles tonnes
(FAO ; 2007). Elle suscite un intérét de plus en plus croissant aussi bien chez les
consommateurs que chez les diététiciens et les nutritionnistes. Le palmier dattier constitue
I’une des cultures les plus importantes dans les zones arides de I'Afrique du Nord. Cependant
divers travaux ont été menés pour déterminer la composition chimique de la datte en : sucres,
protéines, lipides, fibres et minéraux tandis que les études sur les effets biologique restent peu
nombreuse (Ben Abbes ; 2011).

Les objectifs de notre étude étaient : d'évaluer in vivo et in vitro respectivement, les
effets biologiques de I’extrait de Phoenix dactylifera.L variété de TOLGA, mettre en lumiére

la phytothérapie et sa bivalence, discipline a la fois trés ancienne mais qui offre pourtant de
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nombreuses perspectives d’avenir, d’encourager les médecins et pharmaciens a puiser dans

les pratiques traditionnelles pour la recherche d’autres ressources thérapeutiques.

v Ce travail comporte trois parties essentielles.

e Lal*partie théorique est consacrée a :

Une étude bibliographique sur le palmier dattier, la datte et de ses constituants, et leur

intérét. Ainsi L’immunomodulation, les Antioxydants et le stress oxydatif. Enfin nous

citerons 1’inflammation

e La2"™partie pratique:
dont le but est d’évaluer I’activité immunomodulateurs, antioxydant et anti-

inflammatoire de notre plante (Phoenix dactylifera.L) variété de TOLGA.
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Le palmier dattier

Chapitre I : Le palmier dattier

I.1. Le palmier dattier
I. 1.1. Généralités

Le palmier dattier comme le précise son nom, appartient & une grande famille
d’arbres a palmes et produit des dattes. Le palmier dattier est aussi date palm en anglais,
Nakhil ou Tamar en arabe (Peyron; 2000). Le palmier dattier a été dénommé Phoenix
dactylifera par Linné1734 .C'est Linné qui a fait la description morphologique compléte de
cette espéce. Par ailleurs, plusieurs auteurs (Munier ; 1973, Djerbi ; 1994, Peyron ; 2000).
ont décrit la signification de Phoenix dactylifera , dans la I'étymologie, du mot "Phoenix"
dérive de nom de Dattier chez les Grecs, qui considéraient comme l'arbre des phéniciens et
"dactylifera™ vient de latin "dactylus" dérivant du grec dactylis, signifiant doigt, en raison de

la forme du fruit .

Cependant, l'origine géographique précise du Palmier dattier parait trés controversée,
mais toujours ont révélé que son origine fréquemment dans la Bible 4 000 ans avant J.C
(Absi ; 2013). La majorité des botanistes sont d’accord pour considérer la zone désertique

orientale (Irag, Mésopotamie) comme sa partie originelle (Allam ; 2008).

1.1.2. Position systématique

La plante Phoenix dactylifera L. fait partie de la classe des monocotylédones, d'une
famille de plantes tropicales (Arecaceae), la mieux connue sur le plan systématique. Elle est
représentée par 200 genres et 2700 espéces réparties en six sous familles (Riedacker et al ;
1990).

La classification botanique du palmier dattier, donnée par (Djebri; 1994) est la

suivante :

e Groupe : Spadiciflores
e Embranchement : Angiospermes

e Classe : Monocotylédones
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e Ordre : Arécales

e Famille : Arecaceae

e Sous famille : Coryphoideae
e Tribu : Phoenicées

e Genre : Phoenix

e Espéce : Phoenix dactylifera L.

1.1.3. Répartition géographique en Algérie et la production de dattes

L'origine du palmier dattier en Algérie, vient de la « peninsule arabique » ; & travers
les commercants qui ont propagé du palmier autour de la méditerranée, il était introduit
spécialement dans les lieux disposant d'eau dans le Sahara (Absi; 2013) .En général les
palmeraies algériennes sont localisées au Nord-Est du Sahara, au niveau des oasis. Le palmier
dattier est cultivé au niveau de 16 wilayas seulement, pour une superficie de 164695 hectares,
et de 21515 hectares a Ouargla (DSA ; 2015). Parmi ces zones potentielles, a savoir : Souf,
Ziban, Oued Righ, Cuvette de Ouargla, M'Zab, EI-Goléa, Tamanrasset, lllizi et Tindouf
(Absi ; 2013).

1.2. Le fruit « la datte ; Tamar »

1.2.1.Définition

La datte, fruit du palmier dattier, est une baie de forme allongée, oblongue ou
arrondie. Elle est composée d’un noyau, ayant une consistance dure, entouré de chair. La datte
constitue un excellent aliment, de grande valeur nutritive et énergétique (Peyron ; 2000,
Espiard ; 2002).

1.2.2.Les composants biochimiques

La littérature, au cours de ces derniéres décennies, a montré important d’études sur la

composition biochimique (Gourchala ; 2015).
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1. Les sucres

Les sucres majoritaires sont le fructose, le glucose (75%), qui sont rapidement
absorbés par ’organisme, le rapport de leur teneur varie entre 1 et 2 selon le cultivar et le
stade de maturation. En petite quantité, le mannose, le maltose et dautres sucres non

réducteurs tels que saccharose sont présents (Gourchala ; 2015).

Les dattes sont considérées comme une bonne source en fibres alimentaires Leurs
teneurs totales varient de 6.04 a 11.05%, selon la variété et le degré de maturité (Gourchala ;
2015).

2. L’eau

La teneur en eau est en fonction des variétés, du stade de maturation et du climat .elle
varié entre 8 % et 30% du poids de la chair fraiche avec une moyenne d’environ 19% (Noui ;
2007).

3. Les protéines

Les dattes contiennent en moyenne 2.5% de protéines, bien que ces quantités de
protéines soient faibles, les dattes sont considérées comme une source nutritionnelle

importante car elles contiennent des acides aminés essentiels (Gourchala ; 2015).

L’acide glutamique, I’acide aspartique, la lysine, la leucine, la glycine ont les acides
aminés prédominants dans des dattes fraiches tandis que 1’acide glutamique, 1’acide

aspartique, la glycine, la proline sont les dattes séches (Gourchala ; 2015).

D’autres auteurs ont rapporté que 1’extrait de la datte contient des concentrations
élevées en acide aspartique ,en proline ,en glycine, en histidine , en valine , en leucine et en
arginine mais a moindre concentration la thréonine ,la sérine la méthionine , I’isoleucine, la
tyrosine la phénylalanine , la lysine et en plus faible concentration 1’alanine (Gourchala ;
2015).
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4. Les fibres

La datte est riche en fibres, elle en apporte 8.1 & 12.7 % du poids sec, (Al-Shahib et
Marshall ; 2002). Selon (Benchabane ; 1996), les constituants pariétaux de la datte sont : la
pectine, la cellulose, I’hémicellulose et la lignine. Les dattes fines, comme la Deglet- Nour, ne
contiennent qu’une faible proportion en cette substance, mais des proportions plus ¢levées
atteignant parfois plus de 10 % dans le cas des dattes communes particuliérement fibreuses
(Munier ; 1973).

5. Les polyphénols
5.1. Tanins

IIs constituent plus de 3% du poids de la datte; 1’un des principaux effets de ces
derniers intervient lors du processus de maturation par la variation de leurs solubilité (texture)
. ils passent de la forme soluble (astringente) a la forme insoluble(Insipide), résultant
probablement de leur combinaison avec les protéines (variation du Godt).Les tanins jouent
également un r6le dans le brunissement non enzymatique (Maier et al; 1964), c’est
pourquoi, des traitements thermiques sont réalisés afin de retarder le phénoméne de
brunissement lors du stockage des dattes.

5.2. Flavones

Ces composes sont essentiellement impliqués dans le phénoméne de brunissement
enzymatique qui est responsable de la coloration de la datte au cours de la maturation
(Barreveld ; 1993, Cheftel et al ; 1977).

6. Les vitamines

La pulpe de dattes contient des vitamines en quantités variables avec les types de
dattes et leur provenance. En général, elle contient des caroténoides et des vitamines du

groupe B en quantités appréciables, mais peu de vitamine C (Munier ; 1973).
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7. Les Matiéres grasses

La pulpe de la datte contient peu de matiére grasse. Celle-ci est concentrée dans la
peau (2.5% a 7.5%) et joue un réle plus physiologique que nutritionnelle. Ce role se traduit
par la protection du fruit (Barreveld ; 1993, Yahiaoui ; 1998), a indiqué la présence 6 acides

gras dans la datte Deglet-Nour.
8. Les éléments minéraux

La datte est I’un des fruits les plus riche en éliment minéraux essentiellement le
potassium, le magnésium, le phosphore et le calcium le taux des cendres est compris entre
1.10 a 3.69% (Acoureéne et al ; 2001).

9. Les lipides

La datte renferme une faible quantité de lipide, le taux varie entre 0.43 et 1.9% du
poids frais (Djouab ; 2007).



Chapitre 11 :

L immunomodulation



Immunomodulation

Chapitre Il : Pimmunomodulation

I1.1. Définition

Le processus d'immunomodulation modifie le systeme immunitaire d'un individu en
induisant ses fonctions habituelles (Ganeshpurkar et al ; 2017). Il peut étre definie aussi
comme une substance biologique ou synthétique, qui peuvent stimuler, supprimer ou moduler
tous systeme immunitaire, y compris les innés et adaptatifs de la réponse immunitaire
(Kumar et al ; 2012).

Dans le cas ou l'activité du systeme immunitaire est renforcée, on l'appelle effet
immunostimulant qui est observé par la promotion dans I’activité des macrophages,
granulocytes, lymphocytes tandis que I’immunosuppression s'observe par une diminution de

I'affrontement contre le stress et les infections.

Le processus d'immunostimulation et I'immunosuppression est désirée pour maintenir

1’équilibre immunologique normal (Ganeshpurkar et al; 2017).

11.2. Classification des immunomodulateurs

En clinique Les immunomodulateurs peuvent étre divisé en trios catégories :

a. Les adjuvants immunitaire : ces agent sont utilisés pour améliorer I’efficacité des
vaccins et par conséquent, pourraient étre stimulants immunitaires spécifique (Kumar
et al; 2012).L’un des exemples le plus connus est 1’adjuvant de Freund.

b. Immunostimulants : selon la définition, sont des substances qui peuvent stimuler le
bras inné ou adaptatif du systeme immunitaire, en renforcant la résistance du corps
contre les infections, ces agent sont intrinséque de nature non spécifique (Talmale et
al; 2014, Kumar et al; 2012).

c. Les immunosuppresseurs : Sont des éléments structurel et fonctionnel présentent un
groupe hétérogéne de médicaments. lls sont souvent concomitants administrés en
association pour traiter divers types de rejet de greffe d'organes et des maladies auto-
immunité (El-Sheikh ; 2008).
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Areview for immunomodulators in the Indian traditional health care system
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Various ethno-pharmacological activities in Ayurvedic medicine
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Figurel : Classification des immunomodulateurs

(Kumar et al; 2012).
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11.3.Le systeme phagocytaire

Notre environnement est peuplé par des micro-organismes comme les virus et les
bactéries qui peuvent entrer dans 1’organisme et engendrer des pathologies.

Dans la plupart des cas, ces pathogenes sont éliminés par des cellules du systéme de
I’immunité innée, dites effectrices, spécialisées dans 1’ingestion et la destruction des micro-
organismes, les phagocytes. Ces cellules phagocytaires appelées aussi « phagocytes
professionnels » comprennent les neutrophiles présents dans le sang et les macrophages qui
résident dans les tissus. Ces cellules portent a leurs surfaces des récepteurs qui leur permettent
de distinguer les motifs du « non soi », qui sont des structures moléculaires exprimés a la
surface des pathogenes, des motifs du « soi ». Le processus biologique par lequel les
phagocytes peuvent ingérer et éliminer des micro-organismes est appelé phagocytose (Ben
M’Barek ; 2015).

11.3.1. Définition de la phagocytose

La phagocytose est un processus biologique complexe induit par un certain nombre de
mécanismes variables selon la nature du récepteur impliqué dans la signalisation. Il définie
aussi comme un mécanisme de défense immunitaire vital dans lequel les leucocytes
engloutissent des cellules malignes, des microorganismes pathogénes, des débris tissulaires et
des particules inorganiques. Le processus de phagocytose joue un rdle important dans la
réponse immunitaire et représente la premiere ligne de défense de I’organisme contre les

pathogenes (Ben M’Barek ; 2015, Zhang et al ; 2014).

11.3.2. Les cellules phagocytaires

e Monocyte/Macrophage

En immunologie, on appelle communément macrophages toutes ces cellules du
systéeme phagocytaire mononuclée. Ces macrophages proviennent de la différenciation dans la
moelle hématopoiétique, d’un précurseur cellulaire commun aux lignées monocytaires et
granulocytaires appelé CFU-GM (pour colony forminge unit — granulocyte monocyte), sous
I’influence de facteurs dénommés colony stimulating gefactors (CSF), cette cellule souche
donne naissance a des monoblastes, qui se transforment en pro- monocytes, puis en
monocytes qui passent alors dans le sang circulant (Philippe ; 2007). Les macrophages sont

issus de la différenciation des monocytes qui quittent le flux sanguin et migrent vers les divers
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tissus sous forme de macrophages matures (Ben M’Barek ; 2015). Ce sont des cellules
phagocytaires qui ont une durée de vie trés longue pouvant aller jusqu’a plusieurs mois
(Murphy et al ; 2008).

Généralement les macrophages sont les premiéres cellules phagocytaires qui
rencontrent les micro-organismes pathogenes dans les tissus, viennent ensuite les neutrophiles
en renfort. Grace a des récepteurs portés a leurs surfaces, les macrophages reconnaissent
I’agent infectieux pour entrainer sa destruction par un processus actif : la phagocytose (Ben

M’Barek ; 2015).

e Lesgranulocytes
Les granulocytes sont des globules blancs majoritaires du sang. On distingue trois
types de granulocytes différents par leur granulation interne et par leur fonctionnement, les
éosinophiles, les basophiles et les neutrophiles. Les granulocytes ont un réle central dans

I’immunité innée particuliérement dans la défense antibactérienne (Rinaldi et al ; 2007).

I1. 3.3. Mécanismes de la phagocytose
Le processus de phagocytose tel que définit aujourd’hui est caractérisé par trois étapes

principales ;

1. phase d’adhésion qui s’effectue grace a des récepteurs des micro-organismes étrangers ou
de cellules sénescentes présents a la surface du macrophage, ou par I’intermédiaire des

récepteurs aux opsonines.
2. 1a phase d’internalisation ou ingestion qui aboutit a la formation du phagosome.

3. la phase de dégradation par divers enzymes qui s’accumulent dans le phagosome suite a

sa fusion avec les lysosomes.

C’est la reconnaissance de la particule qui permet d’enclencher la cascade de signaux
qui aboutissent a la polymérisation de I’actine, la production de divers produits toxiques et la

synthese de cytokines et de chémokines anti-inflammatoires.

Tous les récepteurs de phagocytose activent la polymérisation de ’actine qui sert de
moteur a I’extension de la membrane. En quelques secondes, aprés la reconnaissance par les

récepteurs, il y a formation de filaments d’actine qui se dépolymérise trés rapidement pour
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donner naissance au phagosome libre d’entreprendre son processus de maturation (Ben
M’Barek ; 2015).

Interactions particule

opsonisé-recepteur Formation d'un

phagosome autour

des particules
’/-/uunn\'ﬁ‘\

+ enzymes

Recepteur

Fusion
Phagosome
Lysosome

Dégradation des particules par
enzymes lysosomales

Figure2 : Représentation schématique du processus de phagocytose. Aprés reconnaissance de
la particule, il y a ingestion et création du phagosome, qui mature en phagolysosome pour la

dégradation par des enzymes et des especes radicalaires

(Robbins et al ; 2012).
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Les radicaux libres et le stress oxydatif

Chapitre 111 : Les radicaux libres et le stress oxydatif

I11.1. les radicaux libres :

111.1.1.Définition :

Un radical libre (RL) est un espéce chimique, molécule morceau de la molécule ou
simple atome, capable d’avoir une existence indépendante (« libre ») en contenant un ou
plusieurs électrons célibataire (électron non apparié sur une orbitale). Cela lui confére une

grande reactivité donc une demi — vie trés courte.

En effet, ce RL aura toujours tendance a remplir son orbitale en captant un électron
pour devenir plus stable (Helliwell; 1996).

La formation de RL est une conséquence normale du métabolisme aérobie chez
I’homme (Gaudable et Favier ; 1997).

Les phénoménes de phagocytose par les polynucléaires neutrophiles induisent une
augmentation de la consommation d’oxygene par ces cellules, a 1’origine de la formation de

radicaux libres oxygénés (Espinosa ; 2010).
111.1.2. Différents types des radicaux libres

RL est un espece caractérisée par une instabilité et /ou un pouvoir oxydant fort, 1l se
différencie par la présence d’un électron non appari¢ sur la couche électronique la plus
externe. Parmi les composés oxydants formés apres réduction de 1’oxygéne que nous

respirons (Derbal et Fedali ; 2015). On distingue :

a. Les radicaux libres primaires : ils dérivent directement de 1’02 par une réaction de
réduction (Derbal et Fedali ; 2015).

b. les radicaux libres secondaires : ils sont formes par la réaction des RL primaires sur

des composés biochimiques cellulaires (Derbal et Fedali ; 2015).

c. Les espéces actives de ’oxygeéne : ce sont des molécules ne possedant pas d’électron
non apparié mais au fort pouvoir oxydant car elles peuvent donner naissance a des
radicaux libres (Derbal et Fedali ; 2015).
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Les RL primaires et secondaires et les espéces actives de 1’oxygene sont regroupées
sous le nom d’espéces réactives de 1’oxygéne ou ERO ou EOA (ou « ROS » en anglais pour

réactive oxygene species (Menasria et kihal ; 2017). (Figure 03).
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protéines des cascades des protéines lipidique I'ADN
de kinases

Figure 03 : Origine des différents radicaux libres oxygénés et les EOA.
(Menasria et Kihal; 2017).
111.1.3. L’origine des radicaux libres

Les RL nocifs sont produits dans 1’organisme au cours du métabolisme normal. Cette
production augmente en rapport avec 1’¢lévation de la consommation d’oxygéne .Parce que
I’organisme a besoin d’O2 pour produire de 1’énergie au cours des réactions dites de
respirations oxydatives. Cependant, une faible partie de I’oxygéne échappe a sa réduction en
eau, au niveau de la mitochondrie. Elle peut alors étre a 1’origine de la production de RLO

(Derbal et Fedali ; 2015).

Les facteurs responsables de I'augmentation de la production de radicaux libres par
I'organisme sont appelés facteurs oxydants. lls se divisent en deux facteurs endogenes et

exogenes (Durackova et al ; 2008) (Tableau 01).
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Tableau 01 : Principales sources des ERO

(Durackova et al ; 2008).

Source endogenes Source exogenes

Etat d’ischémie-reperfusion Xénobiotiques pro-oxydant

Xanthine oxydase Chimiothérapie

Lipooxygénase Radiation UV

Inflammation Champs électriques
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111.1.4 - Les roles physiologiques des radicaux libres

Les ERO jouent divers roles physiologique importants, elles constituent I’arsenal de
la défense contre les agents pathogenes comme dans la phagocytose des bactéries par les
cellules polynucléaires et seraient impliquées dans la régulation des réponses de la croissance

cellulaire comme seconds messagers.

Elles sont utiles aussi dans la régulation des génes et participent au fonctionnement de
certains enzymes, la vascularisation capillaire, le fonctionnement de certains neurones, ou
encore la fécondation de I’ovule et enfin la destruction par apoptose des cellules tumorales

sont des processus naturels nécessitant la présence de RL (Djouadi et Kaci ; 2017).
I11.2. Stress oxydatif :

111 .2.1.Définition :

Lorsque 1'un des systémes protectifs de 1’organisme contre la toxicité des radicaux
libre (RL) montre un échec, I’action des radicaux libres devient incontrélable, ce qui conduit
a des dommages au niveau des molécules, des cellules, des organes et potentiellement a la

mort de 1’organisme (Durackova et al ; 2008).

Ce terme est défini initialement comme étant « Un déséquilibre profond de la balance
entre les peroxydant et les antioxydants en faveur des premiers » (Rabhi et Bachiri ; 2016)
(Figure 04).
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Antioxydants

Pro-oxvdants

Figure 04 : Déséquilibre de la balance entre antioxydants et pro-oxydants
(Haioun et Hamoudi ; 2015).
111.2.2. Origine de stress oxydatif

Les radicaux libres sont produits par divers mécanismes physiologiques car ils sont
Utiles pour 1’organisme a dose raisonnable. Cette production physiologique est Parfaitement
maitrisée par des systemes de défense. Dans les circonstances normales, la balance
antioxydants/peroxydant est en €quilibre. Si tel n’est pas le cas, que ce soit par déficit en
antioxydants ou par suite d’une surproduction énorme de radicaux, 1’exces de ces radicaux

est appelé « stress oxydant » (yassia ; 2016).
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111.3. systéme anti oxydatif

111.3.1. Définition de I’anti oxydant

Un antioxydant est toute substance capable de retarder ou de prévenir I’oxydation des
substrats. Les antioxydants sont des composes puissants qui peuvent neutraliser les radicaux
libres impliqués dans la dégradation cellulaire, et nous aident ainsi a garder une vie active et
saine. Certains antioxydants sont fabriqués par le corps humain, d’autres telles les vitamines
et polyphénols, doivent étre apportés par notre alimentation (Ait brihmat et Massoudi ;
2013).

111.3.2. Classification des antioxydants

Selon (Milane ; 2004), les antioxydants sont classés en :
111.3.2.1. Les antioxydants endogenes

Ce sont des agents réducteurs ou des enzymes qui participent :

» Un systéme de défense primaire : composés d’enzymes et de substances oxydantes (la

catalase, superoxyde dismutase (SOD), et glutathion peroxydase (GPx).

* Un systtme de défense secondaire: composé d’enzymes protéolytiques, des

phospholipases, ADN endonucléases et ligase.
- Exemples des antioxydants endogenes
e Glutathion peroxydase (GPx) et réductase (GR)

La glutathion peroxydase (GPx) agit en synergie avec la SOD puisque son réle est
d’accélérer la dismutation du H202 en H20 et O2. Lors de cette réaction deux molécules de
glutathion réduit (GSH) sont oxydées en glutathion-disulfure (GSSG). Il existe également une
glutathion peroxydase associee a la membrane mitochondriale, le phospholipide hydro
peroxyde glutathion peroxydase (PHGPx) qui est spécifiquement impliquée dans la

diminution de la peroxydation lipidique.

La glutathion réductase (GR), quant a elle, a pour réle de régénérer le GSH a partir du
GSSG grace au NADPH qui est utilisé comme donneur d’électrons. En effet, la concentration
cellulaire en glutathion étant limitée, il est nécessaire de le réduire constamment pour que la

GPx maintienne sa fonction (Menassria et Kihal ; 2017).
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2GSH NADP*
H.,O, (GPx GR
GSSG NADPH+H?*

Figure 05 : schéma du fonctionnement de Glutathion peroxydase (GPx) et réductase (GR)
(Menassria et Kihal ; 2017).

111.3.2.2. Les anti- oxydants exogénes

e |e glutathion

Le GSH est le substrat indispensable aux réactions qui éliminent les peroxydes a
partir de P’activité enzymatique de la GPx, et de la GR, impliqué ainsi dans la régénération de

la vitamine E. (Kheddache et Hamlaoui ; 2017).

Le GSH est substrat indésirable aux réactions qui éliminent les peroxydes a partir de
I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPy), de la glutathion transférase (GST) et
de glutathion réductase (GR).

Au cours de 1’oxydation du glutathion, deux molécules de GSH se lient en fortement
un pont disulfure (S-S) par I’oxydation du groupement —SH de chaque cystéine de cette

réaction résulte la formation de glutathion oxydé ou disulfure (GSSG).

Le GSH pourrait agir comme pro-oxydant a cause de son pouvoir réducteur vis-a-vis
du fer (Tessier et Marconnet ; 1994).

20



Les radicaux libres et le stress oxydatif

e Flavonoides :

Inactivent et stabilisent les radicaux libres grace a  leur groupement hydroxyle
(C30H) fortement réactif (Kheddache et Hamlaoui ; 2017).

Systémes
antioxydants enzymatique )

/
4
/
/

Effet protecteur | : " Systemes antioxydar
) E non l
B\
Petites prtienes (métallothionéine)
/R

Figure 06: Pyramide des systemes de défenses antioxydants

(Haioun et Hamoudi ; 2015).
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Chapitre IV : L’inflammation

1VV.1. Définition

L’inflammation est I’ensemble des mécanismes réactionnels de défense non spécifique
d’un tissu vivant a une agression, (Somogyi; 2017). Elle est impliquée dans I’immunité
naturelle et favorise I’induction de la réponse immune spécifique (Blétry et al ; 2006). La
fonction premiére de la réponse inflammatoire est d’¢liminer ou d’isoler 1’agent agresseur
(bactérie, virus, tissu 1ésé...) et de permettre le plus rapidement la réparation des tissus. Elle
est considérée comme une réaction de surface, locale, rapide et ne peut avoir lieu que dans les

tissus vascularisés et prend place au sein du tissue conjonctif (Postiaux ; 2016).

La réponse inflammatoire commence lorsque le tissu endommagé ou le pathogene
présent dans la blessure libérent des signaux chimiques. Ces derniers actifs plusieurs types
des cellules et des protéines qui agissent contre les agents pathogenes (Figure 7). (Signh-
cundy et Shin; 2017).

) Lhistamine dilate les, Les phagocytes
Bactéries vaigseaux sanguins | ingérent les bactéries
qui deviennent et les débris.

R e
—— ~

perméables aux
fluides. Les
phagocytes migrent
| en dehors.

BT T

T endommageées
et les mastocytes
libérent de I'histamine|
et des cytokines ’

\ : B Les plaquettes provenant du plasma sanguin
[ pénétrent dans la zone endommagée pour  [=en
aider a refermer la blessure. )

Figure7:La réponse inflammatoire

(Signh-cundy et Shin; 2017).
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1VV.2. Facteurs déclenchant de ’inflammation

Plusieurs causes peuvent étre associées dans le déclenchement d’une réaction

inflammatoire. Les agents initiateurs le plus souvent rencontres sont:

e Elément physique comme chaleur, froid ,les radiations et les traumatismes
(weill etBatteux ; 2003).

e Elément chimiques comme toxines bactériennes, des composés acides,
basique et venins (kumar et al ; 2013).

e Infections en rapport avec la pénétration des micro-organismes tels que
bactéries , virus, parasites ou champignons (Postiaux; 2016).

e Corps étrangers :endogénes ou exogénes.

e Les dysfonctionnements immunitaires comme les pathologies immunitaires, le
phénomeéne auto-immune, les troubles allergiques (Postiaux; 2016).

o Defaut de vascularisation: réaction inflammatoire secondaire & une nécrose
(Duyckaerts et al; 2002).

IV.3. Notions d'inflammation aigué et inflammation chronique

L'inflammation se décline en deux types: inflammation aigué, qui peut définir comme
une forme d'inflammation réglementé et inflammation chronique, qui peut étre définie

commeune forme dérégulée (Murakami et Hirano; 2012).
IV.3.1. L’inflammation aigué

La réponse inflammatoire aigué est le premier systéme de signaux d'alarme, qui vise a
isoler et a éliminer les envahisseurs pathogenes. Elle est définie comme une série de réaction
stissulaires, qui peuvent survenir dans les premiéeres heures suivant la blessure (Peter; 2010).

Et qui peut durer de quelques jours a quelques semaines.

L’inflammation aigué est caractérisée par quatre phénomenes typiques: la chaleur, la
douleur, le gonflement et 1’érythéme et peut étre divisée en trois grandes phases: une phase

vasculaire, une phase cellulaire et une phase de résolution (Weill et al; 2003).
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1VV.3.1.1. Phase vasculaire

Caractérisée par une vasodilation et une augmentation de la perméabilité vasculaire et
du débit sanguin dans la microcirculation. Elle comporte 3 phénoménes : une congestion

active, un eedéme inflammatoire et une diapédése leucocytaire.

La congestion : Il s’agit d’une vasoconstriction artériolaire, trés bréve de quelque
seconde entraine une activation des plaquettes, et permet de colmater les bréches spontanées,
a vasoconstriction va fait suite une vasodilatation due a la liberation locale d’histamine et de
sérotonine. Le débit sanguin augmente expliquant la rougeur et la chaleur observees
cliniguement (Nathan; 2002 , Sherwood; 2015).

L’oedéme inflammatoire : Suite a la vasodilatation, une phase d’augmentation de la
perméabilité vasculaire débute, elle se fait sous I’influence des médiateurs tels quel’histamine,
la bradykinine, les leucotrienes (LT), les prostaglandines (PG) et le facteur d’agrégation
plaquettaire (PAF), entrainent une augmentation de la pression sanguine locale, provoquant
une fuite de plasma vers les espaces interstitiels I’augmentation de la pression sanguine
hydrostatique et la baisse de la pression colloide osmotique (a cause de la fuite des protéines)
aboutissent a I’accumulation massive dans les espaces interstitiels du tissu conjonctif, d’eau et
de proteins plasmatiques, en particulier du fibrinogéne, des fractions du complément et des

immunoglobulines (Kumar et al; 2014 ,Sherwood; 2015).

La diapédese leucocytaire: c'est la migration des leucocytes en dehors du vaisseau
sanguin et leur accumulation dans le foyer Iésionnel. Elle intéresse d'abord les polynucléaires

puis un peu plus tard les monocytes et les lymphocytes (Kindt et al; 2008).

La vasodilatation entraine 1’augmentation du flux sanguin qui explique la chaleur la
rougeur observée au site inflammatoire ; elle diminue le débit sanguin dans les vaisseaux
favorisant le contact des leucocytes avec les cellules endothélium vasculaire. L’augmentation
de la perméabilité vasculaire conduit a I’oedéme donc a la douleur et favorise le passage de
molécule effectrice comme les immunoglobulines et les protéines du complément sur le lieu
de l'inflammation En fin ’expression de molécules d’adhérences a la surface des cellules
endothéliales permet Il'interaction entre I'endothélium et les leucocytes circulante favorisant la
diapédése (Weill et Batteux; 2003).
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1VV.3.1.2.Phase cellulaire

La phase cellulaire est caractérisée par un afflux extravasculaire interstitiel des
leucocytes. Elle se met en place dans les premieres minutes de la réaction inflammatoire et a
pour fonction d’éliminer les micro-organismes pathogenes et les tissus lésés (Weill et al;
2003). L’étape initiale de cette phase consiste a une margination des leucocytes, qui adhérent
a la paroi endothéliale grace a I’interaction des molécules d’adhérence spécifiques, présentent
a la surface des cellules endothéliales et des leucocytes. Ensuite ces leucocytes migrent dans
le tissu conjonctif, grace a I’effet chimiotactique des molécules appelées chimiokines (IL-
8,MCP-1, IP-10) sécrétent par les cellules phagocytaires et endothéliales présentes dans le site
d’infection (Espinosa et Chillet ; 2010). Les leucocytes vont donc migrer vers le siege de
lalésion ou ils englobent les agents pathogénes et éliminent les débris cellulaires, dans ce qui

estconnu sous le nom de phagocytose (Postiaux; 2016).
IV.3.1.3.Phase de résolution

Le role principal d’une réaction inflammatoire est d’¢liminer 1’infection ou de réparer
les 1ésions causées et retourner de ce fait au stade d’homéostasic (Mekenza et Medjmedj ;

2018).

La phase de résolution dite de réparation, dépend du degré des lésions tissulaires. En
effet, dans les conditions les plus favorables, les agents agresseurs sont €liminés par les
polynucléaires neutrophiles, et les produits de dégradation ainsi que les débris cellulaire sont
phagocytés par les macrophages. Les macrophages vont alors sécréter des cytokines et des
médiateurs qui vont induire la phase de cicatrisation et de régénération tissulaires, Le retour a
un ¢€tat physiologique consiste dans un premier temps en la réparation de I’endothélium par
les cellules endothéliales elles-mémes, ces cellules pouvant produire et remodeler les
éléments de leur stroma (collagene de type | et 111) ou de leur lame basale (collagéne de type
IV et V, laminine) (Mekenza et Medjmedj; 2018).

Si D’atteinte est plus importante et entraine une destruction du tissu atteint, d’autres

cellules vont intervenir pour réparer le nouveau tissu
1V.3.2. L’inflammation chronique

L'inflammation chronique est la réaction qui survient lorsque les réponses aigués sont

insuffisantes pour éliminer les agents pro-inflammatoires. Elle comprend une prolifération des

26



Inflammation

fibroblastes et une infiltration de neutrophiles avec exsudation de fluides. Elle se produit
acause de la prolifération et le développement des cellules immunitaires qui peuvent se

propager ou former un granulome (Foughalie; 2017).
IV.4. Cellules impliquées dans la réaction inflammatoire

De nombreuses cellules immunitaires qui interviennent dans les mécanismes de
Iinflammation. Généralement les cellules circulantes libérant des substances appelées

médiateurs inflammatoires dans le sang migrent vers le tissu blessé.

Les leucocytes

Les leucocytes ou cellules blanches jouent un rdle fondamental dans
I’immunité et dans [D’inflammation. Ils regroupent les polynucléaires et
lesgranulocytes. Les polynucléaires rassemblent les neutrophiles, les éosinophiles, et
lesbasophiles , les granulocytes rassemblent les monocytes et les lymphocytes
(Schmidt et al; 2013).

1. Les polynucléaires neutrophiles (PNN)

Les PNN représentent 75% des leucocytes circulants et restent en moyenne 24h dans
la circulation, Les PNN sont 1’'une des premiéres barriéres de défense contre I’agent
pathogeéne dans I’organisme. Ce sont des cellules mobiles recrutées trés rapidement du sang
circulant vers un foyer infectieux ou inflammatoire (Asehnoune et al; 2006). Leur fonction
principale est la phagocytose de l’agent pathogeéne et digestion a I’aide d’enzymes
lysosomales (Scott et al; 2004). ainsi que dans la régulation des réponses immunitaires et le
remodelage tissulaire au cours de la cicatrisation et régurgitation ; capacité a libérer dans la
matrice extracellulaire des produits de phagocytose (Asehnoune et al; 2006, Raynaud ;
2008).

La migration des PNN est associée a la douleur inflammatoire en libérant des
cytokines pro-inflammatoires, les radicaux libres oxygénés, enzymes protéolytique,

métabolites de I'acide arachidonique (Guillot et al ; 2011).
2 . Polynucléaires éosinophiles

Les polynucléaires éosinophiles ne représentent que 1 a 3 % des leucocytes,
completent I’action des neutrophiles. Leurs différentes fonctions se résument a la phagocytose

et la libération de protéines enzymatiques jouant un réle dans la dégranulation des PNN
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basophiles. les médiateurs chimiques sécrétés sont : leucotriénes (LT), interleukines (IL)-
1,2,3,4,5,6,8,9,10, 11, 12, 13, 16, 17 , GM-CSF, TGF-a,TGF-s1, Tumor Necrosis Factor alpha
(TNF-a), Interferon-alpha (INF-a) (Raynaud; 2008).

3. Polynucléaires basophiles

Les basophiles sont rares dans la circulation, ils liberent des médiateurs qui
contribuent a I’inflammation, les granules de ces cellules contiennent de I’histamine,de

I’héparine, des cytokines (Abbas et al ; 2006 , Silverthorn et al ; 2007).
4 .Les mastocytes

un type de globules blancs qui ne circulent pas dans le sang mais sont disperses dans
le tissu conjonctif (Sherood ; 2015). Ils sont présents dans la plupart des tissus bordant les
vaisseaux sanguins .Les mastocytes jouent un role trés important dans le déclenchement de la
réaction inflammatoire, ils contiennent de nombreux granules chargés de médiateurs
inflammatoires comme 1’histamine, la sérotonine, 1’héparine et les cytokines. Ces médiateurs
déclenchant les trois signes classiques de I’inflammation; la rougeur, la chaleur et le
gonflement (Signh-cundy et Shin ; 2017).

5. Les monocytes

Les monocytes ne sont pas trés nombreux dans le sang (1 a 6 % des leucocytes) ils ne
restent que 1-2jours dans le systeme vasculaire et migre ensuite dans different organes ou ils

se transforment en macrophage (Silverthorn et al ; 2007).
6 .Les Macrophages

Les macrophages représentent 4% des leucocytes circulants, ont un réle dans la phase
aigué et chronique de I’inflammation par principalement leur activit¢é phagocytaire. Ils
synthétisent de nombreux médiateurs tels que ; des proteins (cytokines, chimiokines,
fragments du complément et protéinases), des lipides (PAF, prostaglandines et leucotrienes),
qui activent d’autres leucocytes et fibroblastes. ils synthétisent également des facteurs de
croissance permettant la réparation et la régénération des tissus altérés. lls agissent aussi

comme présentateurs d’antigénes (Callahanet et al ; 2014).
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7. Les lymphocytes

Il existe deux populations de lymphocytes (B et T) dont les roles sont
fondamentalement différents. Les lymphocytes B sont essentiellement impliqués dans la
synthése d’anticorps et dans I’immunité spécifique. D’autre part les précurseurs des
lymphocytes T donnent naissance a des lymphocytes CD4 (régulateurs) et CD8 (cytotoxiques
ou suppresseurs). Les lymphocytes interviennent principalement dans les mécanismes de
I’immunité et ils participent a la réaction inflammatoire par leur production de différentes
cytokines (Aymeric et Gérard ; 2009).

8 . Les plaquettes

vont jouer un role fondamental dans 1’hémostase par leur agrégation, la protéolyse de
la matrice extracellulaire au niveau du site inflammatoire par dégranulation de leurs enzymes
lysosomales, la libération de dérivés de 1’acide arachidonique (Prostaglandines, leucotriénes

et thromboxanes) (Raynaud ; 2008).
9. Les cellules endothéliales

L’endothélium est une surface d’échange entre le plasma et les tissus (Aird ; 2007).
Le déclenchement de I’inflammation active les cellules endothéliales. Trois principales

modifications se mettent en place (Busse et al ; 2006) :

v" Une augmentation de la perméabilité vasculaire, responsable des signes de rougeur et
de chaleur des tissus inflammatoires.
v Un passage de plasma et de ses protéines dans le tissu participant ainsi a 1’exsudation
et a oedéme .

v"Un recrutement local et une activation des leucocytes circulants.

Enfin, les cellules endothéliales possedent un potentiel prolifératif important et

participant a la cicatrisation (Pober et Sessa ; 2007).
10 . Les fibroblastes

Les fibroblastes sont des cellules permettant la synthese des macromolecules
extracellulaires (collagéne, élastine, protéoglycanes et glycoprotéines de surface) qui sont

participent aux phénomeénes de cicatrisation. Lors de 1’inflammation, les enzymes des
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fibroblastes (collagénases, gélatinase...) interviennent et lysent les macromolécules et les
débris cellulaires (Akdis et Blaser ; 2003 , Rousselet ; 2005).

IVV.5.Médiateurs inflammatoires

La réaction inflammatoire est sous la dépendence de médiateurs cette médiateurs ce
sont des messagers chimiques doués d'une activite pharmacologique et qui agissent sur les

vaisseaux et les cellules pour induire une réponse inflammatoire.
Tableau 02: Origines cellulaires et effets des principaux médiateurs inflammatoires

(Sayah et al ; 1998, Adam et al ; 2000, Cavaillon ; 2005, Goda et al ; 2006, Michel ; 2007,

Male;2005).
Médiateur Origine Action
Mastocytes v' Augmentationde la
Histamine Basophiles perméabilité vasculaire.
v' Contractiondes muscles
lisses.
v Vasodilatation.
v" Activation des cellules
endothéliales.
Plaquettes v" Augmentation de la
Sérotonine Mastocytes perméabilité vasculaire.
v" Contraction des muscles
lisses.
Mastocytes v augmentation de la
Leucotriénes basophiles perméabilité vasculaire .
Eosinophile v' chimiotactisme.
neutrophile v’ activation et adhesion des
monocytes leucocytes.

v vasodilatation.
v' transforme les acides gras
membranaires en acide

arachidonique.
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Facteur C3 du v Dégranulation des
complément mastocytes.
C3a :
v Contraction des muscles
lisses.
Facteur C5 du v’ Dégranulation des
complément mastocytes.
Cb5a o )

v Chimiotactismes de
neutrophiles et de
macrophages.

v Activation des
neutrophiles.

v Contraction des muscles
lisses.

v" Augmentation de la

perméabilité vasculaire.

Plasma v' La thrombine convertit

Thrombin la fibrinogéne en fibrine
et fibrin qui induit une agrégation
plaquettaire, formant un

caillot sanguin.

IV.6. L’inflammation au cours la Polyarthrite Rhumatoide

La polyarthrite rhumatoide (PR) est une maladie inflammatoire auto-immune
chronique, qui affecte principalement les articulations, les os, les tendons et les muscles est le
plus fréquent des rhumatismes évoluant par poussées susceptibles d'entraines des déformation

et des destruction articulaires de gravite trés .

Cette pathologie touche environ 0,5 % a 1% de la population, 2 a 3 fois plus souvent

la femme que I'homme (Mekenza et Medjmed;j ; 2018).
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Elle peut survenir a n'importe quel 4ge mais surtout entre 35 et 55 ans mais qui peut

également se déclarer aux extrémes de la vie (Smolen et al ; 2018).

La cause de la PR reste inconnue mais certaine facteurs en font augmenter la survenue,
des facteurs hormonaux, des facteurs genetique et environnementaux (Mekenza et Medjmed;j
; 2018).

La PR est l'arthropathie inflammatoire la plus fréquente, elle se caractérise par une
synovite des affections systémiques du systeme vasculaire et osseux, la présence d'auto-
anticorps circulants, une augmentation de la concentration de chimiokines et de cytokines
inflammatoire. Les différentes stratégies de traitement ont des résultats cliniques améliorés,

mais aucun traitement n'existe pour le moment (Firestein et Mcinnes ; 2017).

Lorsqu’un phénomeéne inflammatoire dans le cas de polyarthrite rhumatoide survient
trois phases se succedent comme expliqué au une sur production d’EAO (Espéces oxygénées

activées) survient lors del’inflammation car :

v 1l y a stimulation de ’expression d’enzymes constitutives comme les NOS (nitric
oxide synthase) endothéliales et neuronales, certaines NADPH oxydase (NOX) et
cyclooxygenase-1 (COX1).

v 1l y a activation des enzymes inductibles comme iNOS (inducible nitric oxide
synthase) et COX2 (cyclooxygenese).

v" Les mécanismes a 1’origine de la surproduction d’EAO sont initiés par des cytokines
produites lors de I’inflammation et les cellules phagocytaires en sont les principales
productrice méme si les cellules endothéliales , les fibroblastes et les chondrocytes
peuvent également produire des EAO. De plus, il a été montré que les EAO
interviennent dans la régulation de 1’inflammation par la stimulation de la synthese
de molécules d’adhérence et demédiateurs de 1’inflammation ( Menasria et kihal ;
2017).
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Figure 8: I’articulation inflammatoir

( Menasria et kihal ; 2017).
IV.7. Traitement de maladies inflammatoires

Les anti inflammatoires constituent la classe thérapeutique la plus prescrite au monde.
IIs permettent de réduire ou de supprimer les conséquences de la réaction (Nardi et al; 2003).

Les anti-inflammatoires comprennent deux grandes familles de médicaments, les anti-
inflammatoires stéroidiens encore appelés communément glucocorticoides (AIS) et les anti-

inflammatoires non stéroidiens (AINS) (Bernard ; 2014).
IV.7.1. Anti-inflammatoires stéroidiens

Les anti-inflammatoires stéroidiens ou les glucocorticoides sont des dérivés des
hormones naturelles; cortisol et cortisone. Ils interferent avec de la synthése de ’ARN
messager dans leurs cellules cibles entrainant une modification de la production de cytokines
et autres médiateurs impliqués dans la réponse inflammatoire. Les AIS ont une activité anti-
inflammatoire, anti-allergique et immunosuppressive, ils sont utilisés depuis plusieurs
dizaines d’années dans la prise en charge de nombreuses pathologies présentant une

composante inflammatoire (Bernard ; 2014).
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1VV.7.2. Anti-inflammatoires non stéroidiens

Les anti-inflammatoires non stéroidiens constituent une classe médicamenteuse
hétérogéne du point de vue chimique avec quelques actions thérapeutiques communes. Ils ont
une activité anti-inflammatoire, analgésique et antipyrétique puissante. Les AINS sont les
médicaments les plus fréquemment prescrits dans le monde et I'un de leurs principaux
mécanismes d'action est l'inhibition de la COX, enzyme responsable de la biosynthése de

prostaglandine et de thromboxane (Bacchi et al ; 2012).
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Matériel et méthode

I.1. Matériel et méthode
La partie expérimentale a réalisée dans la période 10 mars 2019 jusqu’a 13 mai 2019

a université des Frere Mentouri Constantine département de la biologie animale et laboratoire

de recherche et L’animalerie centrale.

I.1.Animaux

Afin d’évaluer in vivo les propriétés immunostimulantes et antioxydants et 1’activité
anti inflammatoire de notre extrait Phoenix dactylifera. L’expérience a été réalisée sur 50
souris males blanche appartenant a la race albinos, espece Mus Musculus, (2-3 mois) et ayant

un poids entre (20-34 g) en prévence de I’institut centrale de pharmacie de Constantine 3.

Les souris ont ét¢ maintenues dans des conditions favorables d’élevage au niveau de

I’animalerie centrale d’université des frere Mentouri Constantinel.

Tous les animaux étaient logés dans des cages en plastique qui est tapissée d’une
litiere constituée de copeaux de bois avec un acces facile a 1’eau et a I’alimentation
quotidienne sachant que la température de 1’animalerie est de (25 Ce). Le régime alimentaire

est compose de vitamine, soya, Cellulose... (Annexe n°3).

Figure 09: le model animal utilisé dans I’expérience.
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I.2.Produits chimiques et équipement
» Produits chimiques
e Méthanol
e Ethanol

e Chloroforme

e Formol
o Tris

e EDTA
e DTNB

e Acide ortho- phosphorique
e Acide sulfosalicylique

e Bleu de Coomassie

e BSH

e FEau distillée

e NaCl
e HCI
e NaOH

» Equipement
e Balance

e Balance de précision

e Agitateur
e FEtuve
e PH métre

e Trousse de dissection
e Centrifugeuses

e Homogénéisateur

e Spectrophotometre

e Tubes héparines, sec

e Tubes eppendorfs

36



Matériel et méthode

Figure 10: Le matériel utiliser dans I'expérience.
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|.3. Préparation de I’extrait

1.3.1. Préparation des dattes (robe)
L’extrait utiliser dans cette étude est le robe de Daglet-Nore, elle est trés répondue dans

les palmeraies des Sud-Est de 1’ Algérie et plus exactement Tolga (Biskra).

La premiére étape de la récolte des dattes consiste a déterminer la qualité des fruits. En
effet les fruits récoltés d’une maniére propre et adéquate permettent une grande économie de
temps lors du nettoyage, la collecte, la manutention et le transport des dattes lors de la récolte
sont effectuées dans des corbeilles, les dattes récoltées sont ensuite lavées, essuyées et

conservées a température de réfrigération.
1.3.2. Préparation de I’extrait

La premiére étape de la préparation consiste a faire bouillir le fruit totale de la datte avec
suffisamment d’eau jusqu’a ce qu’il apparaisse une couleur blanche sur les graines en signe
de bonne cuisson. Ensuite, le mélange a été pressé et clairement séparé de la solution qui a été
cuisinée une fois de plus avec des picces rondes en blé pour I’absorption de 1’eau

supplémentaire. (kehili ; 2016).

Il. Test de toxicité de ’extrait de Phoenix dactylifera.L variété de TOLGA

Pour évaluer et tester la toxicité de ’extrait de Phoenix dactylifera.L variété de TOLGA,
la méthode « Up-and-Down » a été appliquée, cette méthode est considérée comme une bonne
méthode pour tester la toxicité aigué selon 1’Organisation de la coopération Economique et

Développement (OECD) (BRUCE ; 1987, YAM et al ; 1991).

Une dose limite de 2000 mg/kg d'extraits de Phoenix dactylifera a été utilisée chez 6
souris males en bonne santé. Les souris ont été au préalable mises a jeun 18 heures avec acces
libre a I’eau avant le traitement.

Le test de toxicité preliminaire consiste a administrer par voie orale la dose incorporée de
I’extrait Phoenix dactylifera.L dans la boule de farine a la premiére souris, puis cette souris a
été placée dans une cage individuelle pour observations. Ces observations ont concerné le
comportement, 1’état générale de la souris et tout signes de mortalité (agressivité inhabituelle,
sédation somnolence, tic, tremblement, catatonie, paralysie, convulsion, prostration et
locomotion insolite) durant la premiere heure, et ensuite a chaque heure pendant trois heures

et finalement aprés 24 heures du traitement.
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Si la premiére souris a survécu, la méme dose du traitement (2000mg/kg) est
administrée aux 5 souris qui restent.

Toutes les souris ont été soumises a une observation durant 14 jours, et le nombre de
souris mortes a été calculé durant cette période. Si trois souris ou plus restant en vie, on peut
dire que la LD50% est supérieur a 2000mg/kg.

I11. Evaluation de ’activité immunomodulatrice de I’extrait Phoenix dactylifera.L

I11.1. Traitement des souris

Le but de traitement pour évaluer ’activité immunomodulatrice de I’extrait des dattes
de Phoenix Dactylifera .L a différentes concentrations.

Aprés une période d’adaptation de 10 jours. Les souris ont été Répartir en 4 lots de 5

souris par lot. La répartition et le traitement des souris est résumé dans le tableau ci-apres:

Tableau 03 : Traitement des souris.

Groupe Traitement Dose Mode
expérimentale quotidienne d’administration
Groupe 1 NaCl 0.5ml Voie intra
péritonéale
Groupe 2 Extrait 100 mg/kg Voie intra
péritonéale
Groupe 3 Extrait 150 mg/kg Voie intra
péritonéale
Groupe 4 Extrait 200 mg/kg Voie intra
péritonéale

Aprés 48 h d’injection intra péritonéale, les souris ont été administrées avec une
suspension d’encre de chine a une dose de 0.1 ml/10 g du poids de souris a travers la veine de
queue. Le mélange consistait au carbone noir 3 ml, solution saline 4ml et solution a 3% de
gélatine 4 ml (kehili et al ; 2014).
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Figure 11: injection intra-péritonéale des souris.

I111.2. Le prélévement de sang et d’organe
Apres 3 jours de traitement, le sang est prélevé pour mesurer 1’activité phagocytaire du

systeme réticulo-endothéliale.

Le prélevement sanguin effectué a partir de la zone rétro-orbitaire parce qu’elle

possede le haut debit sanguin.

25ul de sang (environ 14 goute) étaient alors retiré du plexus rétro-orbitaire a 5 et 15
minutes apres injection d’encre de carbone colloidale par I’intermédiaire d’un capillaire de
verre d’héparine et lysés dans une solution de carbonate de sodium a 0.1%(4 ml) . La densité

optique a été mesurée par spectrophotométrie a 676 nm.

Aprés une dissection, le foie de chaque souris de groupe traité est pesé immediatement

pour dosage de parametre de stress oxydatif GSH.
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Figure 12 : Le préléevement sanguin.

111.3.Activité phagocytaire
Dans cette étude, le test de clairance du carbone a été effectué pour évaluer I'effet de
phagocytose du phoenix dactylifera.L chez la souris. Lorsque les particules de carbone entrent
dans la circulation systémique, elles sont éliminées par un systeme réticulo-endothélial

impliquant des phagocytes.

Le taux de clairance de carbone a été mesuré en utilisant la méthode de Biozzi et al

Les souris ont été divisées en quatre groupes et réparties sur 4 lots.

L'activité phagocytaire est exprimée par l'indice phagocytaire K qui mesure tout la
fonction du systéme réticulo-endothélial (SRE) dans le contact avec le sang circulant et par
l'indice phagocytaire a corrigé qui exprime cette activité par unité de poids d’Organes actifs
foie et rate. Le taux de liquidation est exprimé comme la demi-vie de carbone dans le sang
(T%, min.). Ceux-ci sont calculés au moyen des équations suivantes (Biozzi et al ; 1970).

_InDO01-1InDO2
B T2 -T1

3. (Poids du corps
@ = x=K (5 =)
Poids du foie
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TY% =0.693/K

IV. Evaluation de I’activité antioxydant de I’extrait de Phoenix dactylifera.L variété de
TOLGA

IV.1. Dosage des protéines tissulaires
La concentration des protéines est déterminée selon la méthode de Bradford (1976).
Les protéines réagissent avec un réactif coloré contenant de I'acide ortho phosphorique, de

I'éthanol ainsi que le bleu de Coomassie (BBC). Ce réactif réagit avec le groupement amines

(-NH2) des protéines. L'intensité de la couleur bleue reflete le degré d’ionisation du milieu

acide et correspond a la concentration des protéines (Bradford ; 1976).
Pour cela nous avons procédés aux étapes suivantes :

Prélever 20ul de ’homogénat
Ajouter 1 ml du réactif coloré (BBC).

Agiter et laisser 5 min pour la stabilisation de couleur.

S X X

Mesurer 1’absorbance optique a 595nm contre un blanc contenant 1’eau distillée a la
place de I’homogénat. La densité optique obtenue est rapportée sur la courbe

d’étalonnage.

R2=0,9887/Y=1,2923x + 0,0692

IV.2.Dosage du glutathion réduit

IVV.2.1 Préparation de ’homogénat
On prend 0.5g de foie des différents groupes étudiés. Aprés broyage et
homogénéisation des tissus dans 2 ml d’une solution tampon de TBS, on a procédé a une

centrifugation de la suspension cellulaire a 9000 tours / minutes pendant 15 minutes a 4°C.
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Puis le surnageant obtenu est aliquoté dans des tubes eppendorfs puis conservés a -20°C pour

a détermination du parametres du glutathion (GSH).

IVV.2.2 Dosage du glutathion du foie

Le taux de glutathion réduit dans le foie a été mesuré par spectrophotométrie en
utilisant de I'acide 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoique (DTNB) en tant qu'agent colorant, en
suivant le procédé de la concentration du GSH sont mesurés par la méthode Weckbecker et
Cory(1988). La méthode d'analyse spectrophotométrique pour GSH implique 1’Oxydation de
GSH par le réactif sulfhydryle acide 5,5'-dithio-bis2-nitrobenzoique (DTNB) pour former
I'acide 5-thio-2-nitrobenzoique dérivé jaune, mesurable a 412 nm.

I1V.1.3 Méthode de dosage du glutathion

L'échantillon d'homogénat de foie 0,8 ml a été déprotéiné avec 0,2 ml d'acide 5-
sulfosalicylique Solution (0,25%) et a été laissé dans un bain de glace pendant 10 min. Apreés
centrifugation a 1000Tours / mn, pendant 5 min pour éliminer la protéine précipite. 0,5 ml de
surnageant a été mélangé avecl ml de tampon Tris / EDTA (pH = 9,6) et 0,025 ml de réactif
DTNB (0,01 M 5,5'-dithio-bis2-Acide nitrobenzoique) et laissé a température ambiante
pendant 5 min. Ensuite, l'absorption a 412 nm était mesurée parspectrophotometre en
comparant a la réaction en blanc. La concentration de glutathion a été obtenue en calculant

directement la formule suivante:

DOx1x1.525
13100x0.8x0.5xmgprotéine

[GSH] = nmol GSH\mg prt

DO : densité optique.

1 : Volume total des solutions utilisées de la déprotéinisation (0.8 ml homogénat + 0.2 ml
SSA).

1.525 : Volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau du Surnageant
(0.5 ml surnageant + 1 ml Tris —-EDTA + 0.025 ml DTNB).

13100 : Coefficient d'absorbance (contenant le groupement —-SH a 412 nm).
0.8: Volume de I'homogénat apres déproteinisation trouvé dans un 1 ml.

0.5: Volume du surnageant trouve dans un 1.525 ml.
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V. Evaluation de I’activité anti-inflammatoire de Pextrait de Phoenix dactylifera.L
variété de TOLGA.

V.1. L’induction de ’inflammation par le formaldéhyde

L’activité anti inflammatoire a été analysé in vivo en utilisant le formaldéhyde a 1%
(Uma et al ; 2014, Rahmani et al ; 2016).

L’injection de 100ul formaldéhyde (1%) sous 1’aponévrose plantaire de la patte arriére
droite de la souris a été réalisée avant 30 minutes de I’administration du traitement et elle a été

effectuée deux fois, une dans le premier jour et I’autre dans le troisiéme jour de I’expérience.

L’utilisation du formaldéhyde induisant un cedéme au niveau de la patte a été utilisée

pour évaluer I’activité anti-inflammatoire.

Figure 13 : L’injection de formaldéhyde 1% sous ’aponévrose plantaire de la patte de souris
(Foughalia ; 2017).

V.2. Traitement des souris
Les souris ont été réparties en 4 groupes de 6 souris chacun ; la répartition et le
traitement des souris est réesumé dans le tableau:

"CN" contrdle négative, "FF" groupe contrdle Farine+ Formol et les groupes traité "P"
par I’extrait, "D " par le Diclofinac sodique.
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Tableau 04 : Traitement des souris

Groupe Traitement Voie Injection de | Dose
expérimentale d’administration | formaldéhyde quotidienne
CN (négative) / / /
FF (non traité) / / +++ 1% /
P Extrait phoenix | Voie orale +++ 1% 100mg/kg
dactylifera .L
D Diclofinac Voie orale +++ 1% 50mg/kg
sodique
/ : Non traité ++ +:injection - - -:pas d’injection

Le traitement a été appliqué une fois par jour pendant 7 jours a un intervalle de temps

régulier.

V.3. Mode d’administration

L’extrait de phenix dactylifera.L et le traitement anti-inflammatoire de référence (le

Diclofénac sodique) ont été administrés par voie orale.

Les doses de Diclofénac Sodium et de ’extrait sont calculées par rapports au poids de
chaque souris a traiter (mg/kg/jour) (Eldahshan et Abdel-Daim ; 2015). On a utilisé la

balance de précision pour peser la dose, puis on a incorporé cette dose aux boules de farine,

ensuite chaque souris a recu le traitement (la boule) par voie orale.
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Figure 14 : administration par voie orale.

V.4. Les paramétres suivis au cours du traitement anti-inflammatoire
V.4.1. Le poids

Le poids vif des animaux est mesuré tous les jours a I’aide d’une balance Sartorius,

précision:0,01 g).

V.4.2. Evolution de I’cedéme

Le suivie de 1’évolution de 1’cedéme est fait par mesure du diametre de la patte arriére
droite (mm) de chaque groupe chaque jour pendant toute la période de l'essai (7 jours) a I’aide

d’un pied a coulisse €lectronique digital (précision 0,03mm).
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Figure 15 : Mesure du diamétre de la patte arriére droite de souris a 1’aide d’un pied a

coulisse électronique digital.

V1. Analyses statistiques

Les données ont été analysées a l'aide de logiciel (SPSS), versions 20. Dans chaque essai,
les données expérimentales représentent la moyenne + écarts-types. Les résultats ont été
analysés pour déterminer les différences entre les groupes a travers les traitements
alimentaires en utilisant le test ANOVA et le test de comparaison multiple de Tukey. Les

valeurs de P inférieures a 0,05 ont été considérées comme statistiquement significatives.
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Résultats et discussion

Résultat

Les résultats sont présentés sous formes des graphes, Les valeurs sont représentées en
moyennes + 1’écart type pour un nombre connu des souris dans les groupes .La différence
significative par rapport au groupe controle est présentée comme suit :

* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.
I. Test de toxicité de I'extrait

A partir de I’étude de la toxicité aigué de l'extrait la dose 2000mg/Kg s'est avérée non
toxique. L'ensemble des animaux utilisés a resté en vie et n'a présentés aucun signe de toxicité
tout au long de la période d'observation.

Etant donné que la dose 2000mg/Kg n'a produit aucun signe clinique de toxicité tels
que I'hyperactivité et la sédation, donc ce produit présente un large écart d'utilisation avec un

minimum de risques de toxicité.

1. Evaluation de I'activité immunomodulatrice d'extrait

I1.1.Pindice phagocytaire K

0.12 -

0.1 -

0.08 -

0.06 -

0.04 -

activité phagocytaire

0.02 -

NacCl 100 mg 150 mg 200 mg

dose de traitement

Figure 16: effet de I'extrait de Phoenix dactylifera .L sur l'activité phagocytaire (p<0.05).
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Les résultats ont montrées qu'il existe une différence significative entre lesgroupes

dont les moyennes pour l'indice phagocytaire (K) (NaCl, 100 mg, 150 mg et 200 mg) P =0.30.

L’indice phagocytaire du groupe 100 mg/kg (0.073+0.031) a étéaugmenté de maniere
significative en comparaison avec le groupe NaCl (0.029+0.012). Ensuite, l'indice
phagocytaire a été diminué aussi de maniere significative dans le groupe 150
mg/kg(0.053+0.016) etdans le groupe 200 mg/kg (0.041+0.013).

11.2. Taux de clairance du carbone (temps de demi de vie)

T2
45 -
40 -
35 -
30 - «
25 -
20 -
15 -
10 -

Taux de cllairance de carbone

NacCl 100 mg 150 mg 200 mg
dose de traitement

Figure 17 : effet de I'extrait de Phoenix dactylifera .L sur taux de clairance du carbone (temps
de demi- de vie) (p<0.05).

Les données ont montrees qu'il y avait une différence significative entre les groupes
(NaCl, 100 mg, 150 mg et 200 mg) P =0.033, les moyennes pour les taux de clairance du
carbone dans les résultats montre que le taux d'épuration de carbone était significativement
plus rapide dans le groupe 100 mg/kg (10.517+3.23) comparé aux groupes contrle NaCl
(27.179+12.05),150mg/kg (14.006+3.7) et 200mg/kg (18.43+6.24).
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11.3. L’indice phagocytaire corrigée a

indice phagocytaire

NacCl 100 mg 150 mg 200 mg
dose de traitement

Figure 18: effet de I'extrait de Phoenix dactylifera .L sur lI'indice phagocytaire (p<0.05).

Les résultats de cette étude montrent qu'il existe une différence significative entre les
moyennes de l'indice phagocytaire corrigée a entre les groupes (NaCl, 100 mg, 150 mg et 200
mg). L’indice phagocytaire corrigée a du groupe 100mg / kg(4.406+0.65) a été plus élevée
que le sautres groupesl50 mg/kg (14.006+3.7) et 200 mg/kg (18.43+6.24) de facon
significative.
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11.4. Valeurs de glutathion réduites GSH

0,09 ~ - GSH

0,08 -
0,07 -
0,06 -

0,05 -

GSH

0,04 -
0,03 -
0,02 -

0,01 -

NacCl 100 mg 150 mg 200 mg
dose de traitement

Figure 19: effet de Phoenix dactylifera .L sur les valeurs de glutathion réduite GSH (P<0.05).

Les résultats a révélé qu'il existe une importance différence entre les moyennes pour
les valeurs du glutathion entre les groupes (NaCl, 100 mg, 150 mg et 200 mg) P = 0.035. La
valeur de glutathion a été augmenté de maniére significative dans les groupes 100mg/kg
(0.039+0.037), par apport au groupe contrdle NaCl (0.000£9.515), et une diminution
significative dans le groupe 150 mg/kg (0.016+0.019)par apport au groupe NaCl, et aucune
différence significative entre le groupe200 mg/kg (0.001+0.000) et le groupe contréle.
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ITI. Evaluation de Dactivité anti-inflammatoire de D’extrait Phoenix
dactylifera L variété de (TOLGA).

ITI1.1.Evolution de I’cedéme de la patte cedémateuse

% %k %k

* %k %k

m CTR
mFF
=p

mD

1jour 2 jour 3 jour 4 jour 5 jour 6 jour 7 jour

Figure 20: L'effet de I'administration de I'extrait sur I'évolution del'ccdéme (mm) de la

patte arriere droite inflammée par le formaldéhyde en fonction des jours (p<0,001).

Les résultats ont montrés qu'il ya une réduction de I’cedéme des pattes représenté par
la différence entre les diamétres des pattes —inflammée et non inflammée traités par 1’extrait
P et le standard D, on a observé une diminution tres hautement significative de la taille de
I'cedéme entre les groupes (P = 0,000) pendant les 7 jours de l'expérience. Aussi une
diminution tres hautement significative de la taille des cedémes des groupes P et D ,a partir du
4 éme jour d'inflammation jusqu'a ce qu'il atteigne sa valeur la plus basse au 7™ jour avec un
résultat tres proche entre le groupe traité avec l'extrait et le groupe traité par Diclofénac [jour
4 : P(3.34+0.281), D= (3.169+0.181)] [jour 7 : P(3.245+0.310), D ( 3.031+0.364)].Avec une
augmentation tres hautement significative de la taille de I'eedéme dans le groupe FF par
rapport au groupe controle négative CTR.
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111.2. Poids des Souris

40 -+

* * %k % %k k %

30 -

25 - mCTR

20 - M FF
mP

mD
10 +

1jour 2 jour 3 jour 4 jour 5 jour 6 jour 7 jour

Figure 21:L'effet de I'extrait P dactylifera.Lsur le poids des souris inflammée pendant la

période I’expérience (7 jours) (p<0,001).

Les résultats montrés que il y a une diminution significative de groupe non traité FF
de 1% jours (28.78+4.207) jusqu’a le dernier jour de I'expérience (25.833+5.583) par rapport
aux groupes traité par l'extrait P [1 (32.031+1.414) et 7°™ jour (32.1+1.946)] et le standard
D[1* (27.883+3.632 et 7°™ jour (27.2+4.073)] qui représenté une différence significative.
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111.3 Consommation des souris

80 -
Fkk

70 4 xxx Hkk

= CTR
= FF
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mD

1jour 2 jour 3 jour 4 jour 5 jour 6 jour 7 jour

Figure22: consommation des souris pendant la période expérimentale (P<0.001).

Les résultats présents la consommation de souris utilisées dans I'expérience en
fonction des jours (7 jours) il y a une déférence trés hautement significative entre les groupes

non traités et traités par I'extrait de Phoenix dactylifera .L et le standard Diclofénac sodique.
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Discussions

Les plantes médicinales paraissent inoffensives et sont considérées par la population
comme une médecine douce a I’opposé d’une médecine constituée de médicament chimique
le patient n’informe pas systématiquement son médecin de sa consommation de plantes, celle-

ci banalisé et considérée comme une médecine sans risque (Martin ; 2017).

La phytothérapie présente également un bénéfice des effets de synergie et
potentialisation de I’action thérapeutique de la plante, une excellente tolérance la plante
médicinale qui permet de minimiser les effets secondaires, dans les conditions normales de
son utilisation, est susceptible de générer des effets secondaires généralement indésirables.
Mais dans certaines circonstances, l'usage de plantes peut méme étre a 1’origine
d’intoxications. Parfois, ce sont des substances non végétales, contaminant des plantes, ou
encore leur interaction avec les médicaments qui peuvent présenter un risque pour la santé
(Bellamine ; 2017).

La réalisation de test de la toxicologie est nécessaire pour assurer I’innocuité de la
plante et pour choisir la dose sécuritaire a 1’aide d’un modéle animal « souris » pendant une
période définie.

Dans I'étude de toxicité aigué représentée dans notre étude par la méthode ascendante
et descendante, nos extrait de Phoenix dactylifera.L (variété de TOLGA) a la dose de 2000
mg/kg n'ont provoqué ni signes visibles de toxicité ni mortalité. Au total, 6 souris méles ont
été traitées par voie intra péritonéale avec le méme extrait a la méme dose et observées
pendant 12 jours. Les 6 souris ont survécu jusqu'a la fin de la période d’observation.

Nous pouvons donc en conclure que la dose létale minimale des extraits végétaux
testés dans notre étude est supérieure a 2000 mg/kg, de sorte que nos extraits obtenus a partir
de Phoenix dactylifera.L (variété de TOLGA) présentent un large écart d’utilisation avec un
minimum de risques de toxicité. Cela confirme son innocuité d’aprés son utilisation en
médecine traditionnelle pour le traitement de diverses maladies sans risque de mortalité, ni de
toxicite.

La deuxiéme partie de I'étude consistait a évaluer I'effet immunomodulateur de I'extrait
de dattes algériennes Phoenix dactylifera.L (variétés de TOLGA). Les immunostimulants
sont des substances qui peuvent stimuler I'immunité innée ou adaptative du systéme
immunitaire. De nombreux immunostimulants synthétiques sont lancés par les compagnies

pharmaceutiques mais avec de nombreux effets secondaires. De l'autre c6té, on pense que
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certains produits végétaux renforcent la résistance naturelle de I'organisme aux infections sur
la base de leurs constituants tels que les polysaccharides, les lectines, les saponines et les
flavonoides. Certains d'entre eux stimulent a la fois "lI'immunité humorale et I'immunité a
médiation cellulaire"”, tandis que d'autres activent uniquement les composantes cellulaires du
systeme immunitaire. Les molécules immunostimulantes s'intensifient et modifier la réponse
immunitaire @ meédiation lymphocytaire et sa durée. De telles molécules peuvent donc
potentiellement étre utilisées comme adjuvants dans les vaccins et les préparations contre les
allergies (Kehili ; 2016).

Les résultats ont montré que la meilleure concentration de [’extrait pheenix
dactylifera.L pour 1’élimination rapide des molécules de I’encre est 100 mg /kg par rapport
au groupe témoin (Na CI). L'augmentation du taux de dégagement du carbone a indiqué
I’augmentation de l'activité phagocytaire dans élimination des particules étrangers .Ces
résultats est en accord Avec ceux de (George et al ; 2014) qui rapport que le traitement par
I'extrait aqueux de P. Munis apres injection des particules de carbone directement dans la
circulation sanguine stimule le systéme réticuloendothélial qui joue un réle important dans I’
élimination de ces particules nous avons également constaté que ces résultats sont
compatibles avec ceux de ( Maouche; 2017 ) et ( Benmebarek et al ; 2013 ) et (Bouratoua
et al ; 2016) qui ont signalé que 1’administration de I’extrait Phoenix dactylifera.L variété de
TOLGA et I’extrait S. mialhesi et I'extrait butanolique d' Hypericum tomentosum subsp dans
les souris sont augmentés 1’indice phagocytaire a différentes concentrations et amélioré le

taux de dégagement de carbone .

Les phénomenes de phagocytose par les polynucléaires et macrophages induisent une
augmentation de la consommation d’oxygene par ces cellules, a I’origine de la formation des
radicaux libres oxygénés (Espinosa ; 2010). L’exces de ces radicaux est appelé « stress
oxydant » (Yassia ; 2016). De nombreuses maladies sont associées a la production d'especes
oxydantes réactives qui endommagent les molécules physiologiquement essentielles. Le point
de vue classique est que les antioxydants éliminent ces molécules oxydantes réactives et

offrent ainsi une protection contre les maladies (Guido et al ; 2014).

Un antioxydant est toute substance capable de retarder ou de prévenir I’oxydation des
substrats. Les antioxydants sont des composés puissants qui peuvent neutraliser les radicaux
libres impliqués dans la dégradation cellulaire, et nous aident ainsi a garder une vie active et

Saine. Certains antioxydants sont fabriqués par le corps humain, d’autres telles les vitamines
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et polyphénols, doivent étre apportés par notre alimentation (Ait brihmat et Massoudi ;
2013).

Dans la deuxieme partie de I'étude, nous avons évalué l'effet du Phoenix dactylifera.L
(variétés de TOLGA) sur les valeurs réduites de glutathion (GSH) de I'indice I'nomogénat du
foie. Le GSH est un antioxydant majeur et un élément vital de I'néte defenses. En plus de se
protéger contre les blessures par radicaux libres (kehili ; 2016). Le GSH joue un réle majeur
dans la protection des lipides, des proteines et des acides nucléiques contre I'oxydation. En
situation de stress oxydant, son réle protecteur et détoxifiant résulte principalement de sa
fonction de coenzyme des GSHPX. Il fait aussi lI'objet d'interactions synergiques avec d'autres
composants du systéme de protection antioxydant tels que la vitamine C ou la vitamine E.
(Goudable et al ; 1997).

Les résultats ont montré qu’il y a une relation proportionnelle entre 1’augmentation de
la dose d’extrait de Phoenix dactylifera.L et la libération du GSH dans le sang. Si le taux de
GSH dans I’homogénat du foie est élevé ca implique que la libération de ce dernier est faible
donc automatiques implique une faible activité antioxydante.

La derniére partie de cette étude a révéle qu'il existe une importance différence entre
les moyennes pour les valeurs du GSH entre les groupes (NaCl ,100 mg, 150 mg et 200 mg)
présenté par une forte augmentation significative des valeurs de GSH du foie dans les groupes
traités par les doses 100 mg/kg et 150 mg/kg d’extraits de Phoenix dactylifera.L (variété de
TOLGA), et aucune différence significative entre le groupe 200 mg/kg et le groupe contréle.

Cela indique que la libération des particules de glutathion du foie est en fonction des
Concentrations de I'extrait Phoenix dactylifera .L Variété de (TOLGA). Ces résultats montrent
que notre extrait est capable d’améliorer I’activité antioxydant. Ce résultat est confrérie a
(Hasan et al ; 2010) qui a rapporté que des concentrés de divers extraits de dattes Phoenix
dactylifera .L de Lybie ont une haute propriété antioxydant.

La partie suivante de I'étude consistait a évaluer I’effet anti-cedémateux et anti —

inflammatoire de notre extrait.

Les activités anti antiarthritiques sont été testées par le test de 1'cedéme de la patte

induit par formol (Hemamalini et al ; 2010).

L'inflammation est considérée principalement comme une défense physiologique,
mécanisme qui protége le systéme de I'organisme contre les infections« toxines, allergénes ou

autres stimuli nocifs (Omowumi et al ; 2017).
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Aprés l'injection sous-cutanée de formol dans la patte arriére droite des souris produit
une inflammation et une douleur localisées. On a noté une augmentation de volume de la patte
de tous les lots. Cependant: 1’augmentation du volume de la patte chez le groupe témoin

(contrble) a été plus importante que les groupes traites.

Les résultats ont montré aussi que le poids de I'eedéme du groupe contrdle positif recu

uniquement le formol a été réduit par le Diclofénac et également par I’extrait P dactylifera.L.

Notre étude in vivo sur les anti-inflammatoires a montré que l'extrait supprimées
1'épaisseur de 1'eedéme de la patte de souris induit par le formol et le résultat était comparable
a la dose standard de 50 mg/jour. Kg p.c. de Diclofénac sodique. Les résultats montrent que
I’extrait de Phoenix dactylifera. L a réduit de facon significative I'eedéme induit par le

formaldéhyde a partir du deuxiéme jour de I’essai. En plus a la fin de I’expérimentation.

En effet I’injection de modele inflammatoire formaldéhyde 1% dans l'animale a
provoqué une inflammation localisée (libération d'histamine, de sérotonine et de kinine) et
une douleur (Kehili; 2016). Les résultats obtenus lors de ce test peuvent s'expliquer par
I'influence des extraits sur la sécrétion des médiateurs inflammatoires et avoir un effet
similaire aux anti-inflammatoires non stéroides (NSAID) lors des deux phases
inflammatoires. Ainsi, les prostaglandines agissent relativement tard dans le processus de la
développement de I'inflammation. 1l est bien établi que les AINS préviennent l'inflammation
en bloquant la synthése des prostaglandines (Hunskaar et Hole ; 1987). La derniere phase est
sensible & la plupart des anti-inflammatoires conventionnels (Chaudhari et al ; 2012). L’un
des principaux mécanismes d'action de AINS est l'inhibition de la cyclo-oxygéenase (COX),
enzyme responsable de la biosynthese de prostaglandine et de thromboxane (Bacchi et al ;
2012). Cela suggére que le mécanisme d'action anti-inflammatoire de phoenix dactylifera.L

peut étre lié a I'inhibition des prostaglandines.

Les résultats montrent que I’extrait de Phoenix dactylifera .L (variétés TOLGA) a
réduit de facon significative I'cedéme induit par le formaldéhyde a partir du deuxieme jour de

I’essai. En plus a la fin de I’expérimentation.

En outre, les récentes découvertes des plantes ont révelés de nombreux composés
comme les flavonoides, les alcaloides, les saponines, les terpénoides, les composés
phénoliques et les vitamines ayant été prononcés antioxydant, anti-inflammatoire et

immunostimulant (Wagner ; 1990).

58






Conclusion et perspectives

Conclusion et perspectives

Les plantes médicinales ont été utilisées dans la medecine traditionnelle pendant
plusieurs années, elles représentent toujours des sources essentielles de médicaments. De nos
jours, I’utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a regu un grand intérét et devient
aussi importante dans la recherche biomédicale ( Benalileche et Derafa;2018). Ce travail a
été orienté pour évaluer I’influence de la phytothérapie base de I’extrait de Phoenix
dactylifera.L variété de TOLGA. Les différents tests réalisés in vitro et in vivo ont porté sur
I’évaluation de D’activité immunomodulatrice et antioxydant, ainsi que l’activité anti-

inflammatoire.

Plusieurs études récentes montrent que la Phoenix dactylifera L est riche en flavonoides,
les alcaloides, les saponines, les terpénoides, les composés phénoliques et les vitamines qui

sont potentiellement intéressants pour leurs propriétés biologiques.

La toxicité évaluée chez les souris en utilisant le test « up and down » a montré que
I’extrait Phoenix dactylifera.L variété de TOLGA n’induit aucun effet toxique a la dose de

2000 mg/Kg du poids corporel.

L'étude de l'activité immunomodulatrice démontre que les dattes algériennes Phoenix
dactylifera .L "variété de TOLGA" sont des agents immunomodulateurs et agissent comme
des immunostimulants dans le systeme réticuloendothéliale. Les résultats obtenus indiquent
que I'extrait de Phoenix dactylifera .L variété de (TOLGA) a augmenté l'activité phagocytaire
a 100 mg/kg par la stimulation du systeme réticulo-endothélial (SRE) et ensuite a 150 et 200
mg/kg. En effet, Le taux de clairance du carbone a été significativement plus rapide lors de la
concentration de 100 mg / kg lorsqu'il est comparé aux deux concentrations 150mg/kg et
200mg/kg.

Concernant l'activité antioxydante de 1’extrait de Phoenix dactylifera .L, les résultats
obtenus, nous pouvons dire que L’extrait donne une bonne activité antioxydant soit une
capacité de piégeage de radicaux libres.Cette étude a révélé qu'il existe une relation
proportionnelle entre la libération du glutathion dans le sang et les concentrations de I'extrait.
Ces résultats montrent que notre extrait est capable d’améliorer I’activité antioxydant. Nous
pouvons affermir que I'extrait de Phoenix dactylifera.L variété de TOLGA présentait un effet

immunostimulant et antioxydant dépendant de la dose sur le systeme réticuloendothélial.
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L’évaluation in vitro de I’activité anti-inflammatoire, permet de conclure que 1’extrait

Phoenix dactylifera .L variété de TOLGA posséde des propriétés anti-inflammatoires

importante, ceci est confirmé in vivo par le résultat du test de I’inhibition du développement

de I’cedéme de la patte arriére droite induit par le formol chez la souris.

En conclusion, La plante medicinale Phoenix dactylifera .L variété de TOLGA est

une source prometteuse d’agents immunostimulants <antioxydants et anti inflammatoire ce

qui est expliqué par la nature des composants presents dans cette plantes.

Par ailleurs, cette étude ouvre de nouvelles voies d’investigation pour ;

v
v

Analyses chimique de I’extrait utilisé.

Etude histologie et immunohistochimique du foie.

Appliquer l'extrait de Phoenix dactylifera.L variété de TOLGA comme un agent liant
dans l'industrie pharmaceutique et comme un agent antioxydants dans l'industrie
agroalimentaire.

Déterminer le mécanisme d’action des substances a activité inhibitrice de
I’inflammation.

Utiliser d’autres modéles expérimentaux pour confirmer ’activité anti-inflammatoire
de D’extrait et évaluer d’autres activités biologiques (antimicrobienne, anti-tumorale,
antiparasitaire,..).

Déterminer 1’effet de D’extrait sur d’autres mécanismes immunitaires innée ou
adaptatif (action sur les neutrophiles, action sur les cytokines pro-inflammatoires et

anti-inflammatoires,..).
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Annexe

Annexe 1 : Préparation des solutions

1. Préparation de brade Fored

- 0,1 g de bleu de Comassi +50 ml éthanol (96 %).

- Agitation pendant 2 h.

- Ajoutez 100 ml acide Orthophosphorique.

- Filtration a I’aide de papier filtre (Wattman).

2. Préparation d’Acide sulfosalisilique

- Dissoudre 250 mg (acide silfosalisilique) dans 100 ml H20 distillé.
3. Préparation de tris + EDTA

- Dissoudre 12,114 g Tris + 1,87 g de EDTA dans 250 ml de H20O distillée et en ajustez le pH
en ajoute (HCL + NaOH)

. 4-Préparation de DTNB

- Dissoudre 200 mg DTNB dans (50 ml de Méthanols (96 %).
5. Préparation de TBS

-8,775 g de NaCl + 1 L de H20 distillée (PH : 7,4).

- 6,057 tris et compleéte jusque 1L par NaCl.

6. Préparation et injection de I’extrait

- Solubilise I’extrait dans 10 ml NaCl

Exemple :

50 mg — 10 ml NaCl

La dose a injecter est 50 mg \ kg

50 mg — 1000 g

1,5 mg — 30 g poids de sourie

La plante on a 50 mg — 10 ml

1,5 mg — x c’est le volume a injecter

X =0,3 ml de la solution extrait + NaCl

= NaCl0,9%

0,9 g NaCl + 100 ml eau distillée

=  Gélatine 3%

3 g gelatine + 100 ml eau distillee Carbonate de Sodium 0,1 % (Na2CO3)
= K3Fe(CN)6

2g dans 100 ml eau distillée

10g dans 100 ml eau distillée



= Acide trichloracétique
10g dans 100 ml eau distillé
= FeCI3
1g dans 100 ml eau distillé

Annexe 2 : les graphes
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Figure .1 : courbe d’étalonnage des protéines tissulaire.

R2 =0,9887 / Y=1,2923x + 0 ,0692

1.2

0.8
0.6
0.4
0.2

PR

NacCl

100 mg

150 mg

200 mg
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Annexe

Annexe (03) : Alimentation des souris

Tableau : Composition de I’alimentation des souris pour 1 kg d’aliment (Source : ONAB)

Matiere alimentaire Quantité en g/kg Pourcentage %
d’aliment

Mais 620 62

soja 260 26

Phosphate 16 1.6

Calcaire 9 0.9

Cellulose 10 1

Minéraux 10 1

Vitamines 10 1

Annexe (4) : les figures

Figure : Mode d'administration de I'extrait au cour de traitement
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