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Introduction

Introduction

La prévalence des maladies allergiques a doublé ces 15 derniéres années ; L’OMS
considere I’allergie comme étant la quatrieme maladie chronique dans le monde apres le
cancer, les pathologies cardiovasculaires et le sida. L’allergie respiratoire est la premiére
maladie chronique chez I’enfant [1].

Par définition, I’allergie correspond a une réponse immunitaire exacerbée a un
antigéne inoffensif. Cette réponse conduit a une réaction inflammatoire, qui est I’ensemble
des mécanismes physiologiques facilitant la concentration des forces défensives en réponse
a une agression de I’organisme. La réaction inflammatoire a pour but de neutraliser,
d’éliminer I’intrus puis de réparer les lésions tissulaires.

Néanmoins, dans le cas d’une allergie, ces lésions tissulaires sont mal ou ne sont pas
réparées en raison du déséquilibre immunitaire. Ainsi, elles donnent lieu a des maladies
inflammatoires allergiques plus ou moins graves. En effet certains patients ont une réaction
allergique modérée de temps en temps, d’autres souffrent toute leur vie d’une maladie
débilitante, tandis que, plus rarement, certains font un choc anaphylactique grave si pas
mortel (Chapel et al., 2004).

Pour faire face aux maladies allergiques, plusieurs mesures sont mises en ceuvre.
Elles vont de I’éviction des allergenes a I'immunothérapie spécifique, en passant par les
traitements pharmacologiques comme les antihistaminiques et les corticoides. Si
I’efficacité de I’immunothérapie spécifique est prouvée, elle dure longtemps (3 a 5 ans) et
ne se limite qu’a certain type d’allergénes chez les patients ayant moins d’allergies
(allergie aux venins d’hyménopteres). En outre, bien que les traitements pharmacologiques
soulagent les symptomes, ils s’accompagnent d’effets secondaires notables. L’insuffisance
de ces procédés thérapeutiques classiques suscite la recherche de nouveaux outils
thérapeutiques notamment la phytothérapie.

A la recherche de leur équilibre vital, les patients troublés par les maladies
inflammatoires allergiques font recours a la phytothérapie. Les asthmatiques utilisent la
ronce (Rubus suavissimus) en raison de son activité anti-inflammatoire due a sa richesse en
tanins médicinaux mais aussi a cause de son effet antiallergique prouvé par I’expérience
[2]. lls utilisent également le gingembre (Zingiber officinale) pour sa capacité a améliorer
les performances respiratoires [2]. L’acore (Acorus calamus) est utilisé pour soigner
I’allergie aux céreales en particulier chez les enfants (Treben, 2012). L’acore et le
gingembre rentrent dans la composition d’une recette traditionnelle tres appréciée pour ses
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Introduction

multiples vertus thérapeutiques. Cette recette, communément appelée « L’élixir du
Suédois », a fait ses preuves dans la guérison de nombreuses maladies. Cet élixir est utilisé
notamment dans le traitement des plaies, paralysies, crampes d’estomac, coliques, peste,
pneumonie, cancers, douleurs rhumatismales et toutes maladies inflammatoires
(Treben, 2012).

Ce melange de plantes n’a actuellement fait I’objet d’aucune publication scientifique
ou du moins nous n’en avons pas trouvées. Pourtant ses utilisateurs traditionnels sont tres
nombreux, et ses indications sont tellement nombreuses qu’il a I’air d’agir sur presque tous
les systemes de I’organisme. Ce mélange de plantes est, selon les faits empiriques, efficace
contre presque toutes les maladies inflammatoires quelle que soit leur origine (infections,
traumatismes, allergie, auto-immunité). Sachant que le systeme immunitaire reste un point
commun de ces inflammations, nous avons pensé que ce mélange de plantes a une action
sur le systeme immunitaire permettant le rétablissement de I’équilibre et ainsi la guérison.

Ainsi, I’objectif de notre étude, est de mettre en évidence I’effet de [I’extrait
éthanolique de ce mélange de plantes sur la composante immunologique d’une réaction
inflammatoire. Cette derniere est provoquée, chez les souris , par un allergene introduit par
voie intra nasale.

Notre travail s’articule autour de six principaux axes a savoir, d’abord une
introduction générale au systéme immunitaire; définitions et classifications des
hypersensibilités ; allergie au Chironomidae ; phytothérapie, ensuite matériels et méthodes,

enfin résultats et discussion.
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Introduction générale au systéme immunitaire

Revue bibliographique
1. Introduction générale au systéme immunitaire

Le systéme immunitaire est apparu au cours de I’évolution afin de protéger les
organismes (Chapel et al., 2004). Il les protege contre les micro-organismes, les cellules
malignes, les matiéres étrangeres et toxiques. Ainsi, le systéme immunitaire est, par
définition, I’ensemble des molécules, cellules et tissus qui concourent a opposer une
résistance aux menaces (Abbas et Lichtman, 2009). Cette résistance porte le nom
d’immunité ; la réaction coordonnée de ces molécules et cellules constitue la réponse
immunitaire. Ces cellules sont dispersées dans tout I’organisme, mais sont localisées
préférentiellement dans les organes lymphoides tels que la moelle osseuse, le thymus, la
rate, les ganglions lymphatiques et les tissus lymphoides associés aux muqueuses (Male,
2005). Au passage, les organismes sont protégés par les barrieres cutanéo-muqueuses et

leur systéeme enzymatique anti-microbien, en dehors du systeme immunitaire.

Au cours de I’évolution, deux types de systeme immunitaire se sont développés,
respectivement le systeme immunitaire inné et le systeme immunitaire adaptatif.

Le systeme immunitaire naturel, qualifié de non specifique, s’active initialement et
indépendamment de I’intrus en cause. Il regroupe le systeme du complément (voie alterne)
et les médiateurs non spécifiques tels que les interférons et les interleukines. Il regroupe
également des systemes cellulaires tels que les phagocytes, les cellules tueuses naturelles
ou « Natural killers cells, NK » et les cellules accessoires.

Les phagocytes comprennent les monocytes, les macrophages et les neutrophiles
(Male, 2005). Leur fonction est de capturer les agents pathogénes, les antigénes et les
débris cellulaires afin de les dégrader.

Les cellules NK sont appelées ainsi en raison de leur pouvoir cytotoxique sans
nécessité d’une immunisation préalable (Homberg, 1999). Elles ont, pour réle principal,
de lyser les cellules infectées ou tumorales.

Les cellules accessoires comprennent les éosinophiles, les basophiles, les mastocytes,
les plaquettes et les cellules présentant I’antigene (CPA) (Male, 2005). Les éosinophiles
assurent la défense contre les parasites (Parham, 2003). Les basophiles, les mastocytes et
les plaquettes produisent des substances qui contribuent aux processus inflammatoires. La
réaction inflammatoire, caractéristique de I’immunité innée, est un mécanisme défensif non

specifique important, qui par une concertation des composants cellulaires et solubles,
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facilite une concentration des forces défensives en réponse aux évenements (Burmester et
Pezzutto, 2000).

Le terme de «cellules présentant I’antigéne » recouvre les divers types cellulaires
capables de présenter I’antigene aux lymphocytes qui sont les acteurs du systeme

immunitaire acquis.

Celui-ci se met en place lorsque le systeme immunitaire inné agit avec I’envahisseur
et spécialement quand il est incapable de supprimer le « danger ». Le systeme immunitaire
adaptatif montre une spécificité considérable du pathogene (Lydyard et al., 2002) du fait
que ses cellules centrales, les lymphocytes B et T portent un seul type de récepteur capable
de reconnaitre un déterminant antigénique (encore appelé éepitope). Les lymphocytes B
sont responsables de I’'immunité humorale (production d’anticorps); alors que les
lymphocytes T orchestrent I’immunité cellulaire, coopérent avec les cellules B et régulent
la réponse immune. En outre, le systtme immunitaire spécifique manifeste une tolérance
élevée au soi du fait que le processus de la sélection négative dans les organes lymphoides
primaires, élimine la plupart des cellules auto réactives de l'immunité adaptative. La
réponse adaptative & un agresseur, s’estompe progressivement et s’accompagne du
développement d’une mémoire immunologique spécifique de cet agresseur. La mémoire
permet d’optimiser la capacité du systéeme immunitaire a combattre les infections
persistantes et récurrentes. Cette mémoire immunologique est a la base du principe de la
vaccination (Kindt et al., 2008).

Bien que les deux systemes soient souvent considérés séparément pour faciliter leur
compréhension, il est important de noter qu’ils travaillent en synergie. Par exemple, les
macrophages présentent des peptides antigéniques aux lymphocytes; ils sécrétent
également des cytokines qui influencent énormément la réponse immunitaire acquise. Par
ailleurs certains composants du complément du systéme immunitaire inné sont activés par
les anticorps et les cellules dendritiques sont a [I’interface des deux systémes
(Lydyard et al., 2002).

En bref, le systtme immunitaire joue un rdle important dans le maintien de
I’intégrité. Son fonctionnement est basé sur les trois principes fondamentaux suivants :
e La fonction de défense: cette fonction consiste & combattre toute sorte de
menaces (le non-soi) venant du milieu extérieur.
e La fonction de surveillance : c’est grace a ce principe que le systtme immunitaire

identifie et élimine toute modification du soi survenue dans I’organisme.
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e La fonction de régulation : elle est trés importante dans la tolérance au soi. Par
ailleurs, elle permet I’induction et/ou I’inhibition d’une réponse immunitaire.
Ainsi, une petite défaillance de cette fonction donne lieu a des réactions excessives

altérant davantage les tissus et conduit a des troubles immuno-pathologiques notamment

les hypersensibilités.

Année académique 2013-2014 Page 5



Définitions et classifications des hypersensibilités

2. Définitions et classifications des hypersensibilités

Les observations relatives aux réactions d’hypersensibilité sont connues de longue
date. En 1903, Portier et Richet ont inventé le terme d’anaphylaxie (du grec ana, non et
phylaxos, protection) aprés avoir découvert que I’immunisation de cobayes avec de la
toxine de méduse rendait les animaux particulierement sensibles a une seconde injection de
la méme protéine (Male et al., 2007). Ensuite, Von Pirquet invente, en 1905, le mot
allergie du grec "allos" et "ergon", soit "une autre facon" de répondre a un stimulus externe
[1]. Dés 1921, Kustner et Prauznitz ont donné une breve explication biochimique a
I’allergie par la mise en évidence d’une substance sérique "réagine” a I’origine d’une
réaction erythémateuse (Male et al.,, 2007). Cette réagine n’est rien d’autre que
I’immunoglobuline d’isotype e (IgE), précisa, le couple Ishizaka. Actuellement, les
nouvelles connaissances ont permis de classer les hypersensibilités et de revoir la
définition de certains concepts.

Dans ce chapitre, nous allons aborder brievement quelques uns de ces concepts et les

facteurs de risque favorisant une allergie.

2.1. Définitions

e Hypersensibilité

Elle correspond a des symptémes ou des signes objectivement reproductibles,
provoqués par I’exposition a un stimulus précis, a une dose tolérée par les sujets normaux
[3]. L’hypersensibilité est a distinguer de I’intolérance. Cette derniére implique toute
réponse anormale, non immunologique, a un aliment ou additif alimentaire (Lifrani, 2006).

Gell et Coombs ont classe les hypersensibilités en quatre types (figure 1) dont les
types | a Ill sont liés aux anticorps alors que le type IV est cellulaire (Burmester et
Pezzutto, 2000). En outre, la récente classification de Johanson distingue les
hypersensibilités selon qu’elles impliquent ou non un mécanisme immunologique
(figure 2) [4].

e Allergie
L’allergie est actuellement définie comme une maladie consécutive a une réponse
anormale et excessive du systéme immunitaire a un antigene inoffensif (Janeway et al.,

2003). Elle est une réaction d’hypersensibilite.
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CD4Th1  CD4Th2  CD8 cytotox.

Antigénes Ag cellulaires ou  Récepteur Ag solubles Ag soluble Ag soluble Ag cellulaire
solubles matriciels cellulaire
Mastocyte Complément,  Acaltérela Complément, Macrophage Eosinophiles  Cytotoxicité

Phagocytes, NK  signalisation Phagocytes

immune complex
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Figure 1 : Classification des hypersensibilités (Gell et Coombs) (Janeway et al., 2003)

Hypersensibilités

/\

. hypersensibilité allergique Hypersensibilité non allergique
(mécanisme immunologique prouve
|
v v
Mediée par les IgE Non médiée par les IgE
l l Mais par :
Non atopique Atopique —>|es lymphocytes T
. . o , —>|es éosinophiles
—>Piqures d'insectes |—>Rhinite allergique | s lesIgG
——>Helminthes —>Asthme
o : : , ——>autres
—Medicaments ——>Allergies alimentaires
s Autres ——>Allergies professionnelles
——> Nombreuses autres

Figure 2 :Classification des hypersensibilités (Johanson) [4]
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eAllergéne : un allergene est un antigene pouvant induire une réaction

d’hypersensibilité allergique (Gorochov et Papo, 2001).

e Atopie : c’est I’aptitude genétiqguement programmeée d’un individu a synthétiser des

IgE spécifiques vis-a-vis des allergénes de son environnement.

¢ Anaphylaxie : I’anaphylaxie est la manifestation allergique la plus grave, parfois
mortelle. Elle débute souvent par des signes cutanés, urticaire et/ou angio-cedéme. Puis,
apparaissent rapidement des signes généraux (malaise), respiratoires (dyspnée,

bronchospasme) et cardiovasculaires (hypotension, tachycardie (Rancé et al., 2002).

2.2. Facteurs de risque

Les facteurs de risques associés au développement des allergies sont multiples, et
peuvent étre divisés en facteurs spécifiques a I’individu ou internes (facteur génetique,
I’4ge et le sexe) et en facteurs liés a I’environnement ou externes (exposition aux

allergénes, pollution, tabagisme, hygiéene).

e Facteur génétique : les études familiales indiquent que I’atopie implique des génes
situés sur les chromosomes 11 et 5. Le gene candidat sur le chromosome 11 code la sous-
unité B du FCeRI (&cepteur de haute a ffinité de I’IgE) ; le chromosome 5 comporte entre
autres les genes de I'IL-4, IL-5 et GM-CSF (Parham, 2003). Ces cytokines sont
directement impliquées dans la commutation de classe, la survie des éosinophiles et la

prolifération des mastocytes.

e Sexe : il semble que les gar¢cons montrent un risque d’atopie plus élevé envers les
acariens, le pollen de graminées, I’allergene de I’épithélium du chat, ainsi que pour le

développement de I’asthme.

e Age : les allergies alimentaires apparaissent au début de la vie, notamment chez les
enfants ayant un terrain atopique avec une prévalence tres élevée chez les enfants de moins
de deux ans (Lifrani, 2006).
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o. Exposition aux allergénes : les enfants exposés trés tot aux allergénes comme
c’est le cas pour le lait de vache et autre, présentent plus de risques de développer des

allergies alimentaires et de I’asthme.

e Pollution et tabagisme : la pollution, en particulier automobile (ozone, particules
de diesel), le tabagisme interviennent indiscutablement dans I’aggravation des symptémes

des sujets allergiques.

e Hygiene

La réduction des infections par une meilleure hygiene, I’antibiothérapie et les
vaccinations, favorisent le développement d’une réponse immunitaire de type Th2
(allergique) vis-a-vis des allergénes de I’environnement tout en diminuant la stimulation de
la voie Th1l classiqguement impliquée dans la lutte contre les agents infectieux (Rance et al.,
2002).
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3. Allergie au Chironomidae

La prévalence des maladies allergiques (dermatite atopique, asthme, rhinite,
conjonctivite et allergie alimentaire) a considérablement augmenté dans les pays
industrialisés au cours des 20-30 dernieres années et de nouvelles sources d’allergénes sont

connues, par exemple les Chironomidae.

3.1. Description des Chironomidae

Les Chironomidae sont des moucherons de petite taille (2 & 20 mm), qui n’ont
qu’une seule paire d’ailes. Leurs femelles ne piguent pas. Un trait caractéristique des males
est la présence d’antennes plumeuses [5].

La famille des Chironomidae appartient a la classe des Insectes, I’ordre des Diptéres,
le sous-ordre des Nématocéres et la Super famille des Chironomoidae (Milard, 2001). Ces
derniers vivent dans tous les types de milieux aquatiques et humides et méme dans des
habitats trés hostiles comme les eaux glaciaires de tres haute altitude ou latitude ou dans
les profondeurs extrémes des lacs [5].

Bien que le cycle de reproduction des Chironomidae comporte quatre stades (I’ ceuf,
la larve, la nymphe et I’adulte), seuls I’ceuf et la larve sont décrits ici. Ils pondent leurs
ceufs dans I’eau. Ceux-ci sont minuscules et rangés en spirale dans un cordon de gelée
transparente, fixe a une pierre ou une plante. Ces ceufs donnent naissance a des larves qui
se nourrissent de phytoplanctons (Raymond et Breuil, 1991). La larve présente un corps
allongé, en forme de ver, pouvant atteindre une longueur de 30 mm (figure 3). On
distingue clairement une téte, trois segments thoraciques et neuf segments abdominaux.
Elle se reconnait a ses deux pattes atrophiées sur le premier segment thoracique et a ses
deux appendices présents sur le dos de I'avant-dernier segment abdominal [6]. Cette larve a
une couleur rouge sang en raison de la production importante de I’hémoglobine (Milard,
2001).
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Figure 3: Larve de Chironomidae [6]

Les études antérieures ont montré que I’hémoglobine des Chironomidae est un
facteur allergisant, capable d’initier des réactions d’hypersensibilité. Raymond et Breuil
ont rapporté qu’il s’agissait des lésions d’hypersensibilité immédiates IgE-dépendantes
dues a des allergénes dont la structure a été identifiéce. Ce sont deux polypeptides
correspondant chacun a I’hémoglobine monomérique et dimérique des Chironomidae
(Raymond et Breuil, 1991). Ces allergénes s’introduisent dans I’organisme soit par contact

direct ou par inhalation.

3.2. Mécanismes immunologiques
Les allergies immédiates sont médiées par des immunoglobulines de type E (IgE)
dirigées contre les allergénes non pathogénes [7]. Cette réaction se déroule toujours dans le

temps en deux grandes étapes : la phase de sensibilisation puis la phase effectrice.

3.2.1. Phase de sensibilisation

La peau et les muqueuses constituent une barriere physique de I’organisme vis-a-vis
des corps étrangers. Elles renferment également des cellules dendritiques qui capturent et
dégradent en permanence les antigénes ayant franchi cette barriére cutanéo-muqueuse. Ces
cellules migrent ensuite vers les ganglions lymphatiques ou elles présentent les peptides
antigéniques aux lymphocytes TCD4". Ces derniers s’activent, proliféerent et se
différencient préférentiellement en lymphocytes T-helper (Th2) au détriment des
lymphocytes Thl. Les lymphocytes Th2 produisent les interleukines IL-4, IL-5, IL-13 en
concentration importante. Par la suite, ces lymphocytes Th2 coopérent avec les
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lymphocytes B qui s’activent, proliferent puis se différencient en plasmocytes et en
cellules B mémoires.

Chez le sujet atopique, cette activation aboutit a une production préférentielle de
plasmocytes sécrétant des IgE et des cellules B mémoires du méme isotype. Cette
production excessive d’IgE est liée a un environnement particulier en cytokines :

e richeenIL-4, IL-5et IL-13,

e présentant un déficit relatif en IL-10, et en TGF-g (défaut de cellules T-

régulatrices),

o déficitaire en interféron (défaut de polarisation Th1).

Ce profil particulier de production de cytokines (IL-4, IL-5, 1L-13) est par ailleurs
responsable d’une augmentation du nombre de mastocytes, de basophiles et d’éosinophiles
dans les tissus ou le sang [8]. Les IgE ainsi produites se fixent par leur fragment Fc sur
leurs récepteurs a la surface des cellules inflammatoires. 1l faut noter qu’il existe deux
types de récepteurs :

e récepteurs de haute affinité (FceRI) se trouvant sur les mastocytes

e récepteurs de faible affinité (FceRIl ou CD23)

Cliniquement, la phase de sensibilisation est silencieuse jusqu’a un contact ultérieur

avec I’allergéne causal.

3.2.2.  Phase effectrice

Elle débute lors d’un contact ultérieur avec I’allergéne qui va ponter les IgE se
trouvant a la surface des mastocytes et polynucléaires basophiles. Ce pontage entraine [9] :

e une libération d’histamine, d’héparine, d’enzymes protéolytiques (tryptase,

B-glucosaminidase ...), de facteurs chimiotactiques (ECF-A)

e la synthese de médiateurs dérivés de lipides membranaires (prostaglandines,

thromboxane, leucotriénes) et du PAF (facteur d’activation des plaquettes)

e la production de cytokines : IL-4, IL-6, TNF-a.

Ces médiateurs attirent les monocytes/macrophages, les polynucléaires éosinophiles
et les plaquettes qui participent majoritairement dans la phase tardive de I’hypersensibilité
immédiate et de la reéaction inflammatoire.

En effet, lors de sa diffusion, I'nistamine se fixe sur des récepteurs spécifiques. Les
récepteurs H1, sont situés au niveau des bronches, de la peau et des capillaires

(Lifrani, 2006). L’interaction entre ces récepteurs et I’histamine entraine la vasodilatation,
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I’augmentation de la perméabilité capillaire, I’cedeme et le prurit [10]. Cette liaison induit
aussi la contraction des muscles lisses de I’intestin et des bronches (Kindt, 2008). Par
ailleurs, les PAF (platelet Activating Factor), prostaglandines et les leucotriénes
provoquent les effets similaires et favorisent la sécrétion de mucus, notamment dans
l'asthme [11]. En outre, les cytokines comme I’IL-1 et le TNF-o entretiennent
I’inflammation. Elles induisent les effets systémiques de phase aigué notamment la
synthese hépatique des protéines de phase aigué. Elles stimulent I'adhérence des leucocytes
a l'endothélium en augmentant l'expression des molécules dadhésion a la surface des
cellules endothéliales (en particulier E-sélectine et ICAM1) et leur extravasation. Ces
mécanismes parmi tant d’autres sont souvent déclenches chez le sujet allergique du fait du
déséquilibre immunitaire. Ainsi, en absence de traitement adéquat, cette situation conduit
soit a une inflammation chronique, soit a des altérations tissulaires plus ou moins graves

selon le site touché. Il en résulte alors des manifestations cliniques.

3.3. Manifestations cliniques et prévalence de I’allergie au Chironomidae

L allergie au Chironomidae se traduit par des manifestations cliniques d’asthme, de

rhinoconjonctivite et de réactions cutanées de type urticarien (Raymond et Breuil, 1991).

L’asthme

L’asthme est une maladie liée a I’existence d’une inflammation bronchique. Il existe
chez I’asthmatique, une hyperréactivité bronchique naturelle responsable d’une réponse
bronchique obstructive exagérée en présence de différents stimuli (irritants, allergenes,
infection). Les crises sont dues, en partie, a une contraction des muscles lisses bronchiques.
(Rancé et al., 2002).

La rhinite allergique
Elle est caractérisée par un nez bouché, nez qui coule, éternuement, souvent associée

a une irritation oculaire (conjonctivite) et on parle de rhinoconjonctivite.

L’urticaire allergique
Elle se manifeste par de petites papules rouges, de plaques en relief sur la peau et

d’une intense démangeaison.
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Prévalence
Si I’allergie au Chironomidae est un phénoméne connu, son importance est
difficilement quantifiable (Raymond et Breuil, 1991). Ceci pourrait étre dd a un manque de

diagnostic spécifique ou I’imputation de ses symptdmes a d’autres origines.

3.4. Traitement

Le traitement de I’allergie est symptomatique (principalement I’utilisation d’anti-
histaminiques). Malgré les moyens thérapeutiques, la prévalence des maladies allergiques
ne cesse d’augmenter. Ceci suscite la recherche de nouvelles pistes thérapeutiques

notamment la phytothérapie.
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4. Phytothérapie

La phytothérapie, moins utilisée depuis plusieurs années que la médecine moderne,
tend a devenir un outil thérapeutique prometteur. Et la consommation des plantes
médicinales a considérablement augmenté ces derniéres années. Ce recours soudain a la
phytothérapie est dd, en partie, au fait que certaines maladies telles que le Syndrome
d’Immunodéeficience Acquise (SIDA), I’hépatite C ou le cancer bénéficient actuellement
de traitements dont I’efficacité n’est pas totale et s’accompagnent d’effets secondaires
notables (Larrey, 2001).

4.1. Définition et les approches de la phytothérapie
La phytothérapie, étymologiquement le traitement par les plantes, est une méthode
thérapeutique qui utilise l'action des plantes médicinales [12]. La caractérisation de ces

dernieres est réalisée par trois approches.

e L’étude ethnopharmacologique qui consiste a recueillir des renseignements sur
I’utilisation des plantes aupres des populations vivant encore prés de la nature [13].

e L’étude chimio-taxonomique qui consiste a rechercher des catégories de molécules
dans les plantes en fonction de leur appartenance botanique.

e L’étude pharmacologique qui permet, grace a des observations expérimentales
in vitro ou in vivo, de démontrer I’activite et les propriétés des extraits totaux de la
plante ou de certains de ses constituants (principes actifs), ainsi de confirmer ou
d’infirmer les données issues de la tradition, et enfin d’étudier les formes galéniques

(formes d’extraction et d’administration) les mieux adaptées (Carillon, 2009).

4.2. Phytothérapie des maladies inflammatoires

Cette section est consacrée a I’usage des plantes médicinales dans le traitement des

maladies inflammatoires, en particulier, la rhinite, la bronchite et I’asthme.

4.2.1. Larhinite
Encore appelée le rhume des foins, la rhinite est une maladie chronique qui peut étre

traitée par I’usage des plantes comme I’eucalyptus, les bourgeons de sapin, la marjolaine
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ou le plantain. Ces plantes calment I’inflammation liée au phénomeéne allergique et aident a
désinfecter le sinus (Nogaret- Ehrhart, 2006).

4.2.2. Labronchite
La bronchite est une inflammation des bronches, qui provogue toux et crachats. Elle
peut avoir une origine virale, bactérienne ou allergique. Elle peut étre traitée par I’usage

des plantes médicinales comme le lierre grimpant et le plantain.

o Le lierre grimpant, utilisé par voie interne en infusion, permet de degager
(aérer) les voies respiratoires et traiter les symptébmes de I’inflammation
chronique des bronches (Nogaret- Ehrhart, 2006).

o Le plantain, ayant une action expectorante, combat I’inflammation et soulage la
douleur. Cette plante exercerait aussi une action antispasmodique sur les muscles

lisses des bronches.

4.2.3. L’asthme

L’asthme est une maladie résultant de I’inflammation des bronches. Cette affection
se manifeste parfois par des crises dues a une broncho-constriction sévere. Ces crises
peuvent étre prévenues par I’utilisation des plantes médicinales ayant une activité
anti-inflammatoire, antiallergique ou broncho-dilatatrice. Parmi ces plantes, figurent la

ronce (Rubus suavissimus), Ephedra sinica et le gingembre (Zingiber officinale).

o0 La ronce (Rubus suavissimus) : la ronce sucrée de Chine possede des propriétés
pharmacologiques intéressantes. Elle est anti-inflammatoire par son contenu en tanins
médicinaux, et l'expérience a prouvé gu'elle était antiallergique, donc utile pour soigner
I'asthme [2].

o Ephedra sinica: selon les phytothérapeutes, cette plante aurait des effets
broncho-dilatateurs

o Le gingembre (Zingiber officinale) possede entre autres un pouvoir anti-
inflammatoire. Des essais cliniques ont montré qu'un extrait hydroalcoolique standardisé
pouvait améliorer les performances respiratoires des personnes présentant un asthme

modére [2].
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Ces exemples parmi tant d’autres, montrent que la phytothérapie constitue
effectivement un outil thérapeutique. Le recours a cet outil thérapeutique est préconisé par
I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) qui recommande vivement son évaluation
clinique (Carillon, 2009). D’ailleurs, notre étude est réalisée dans cette optique, celle de

mettre en évidence I’effet d’une recette thérapeutique sur la réaction inflammatoire.

4.3. Mélange de plantes étudié (MPE)

e Historique

Le mélange de plantes étudié (MPE) dérive d’une recette utilisée depuis 1523,
particulierement dans la lutte contre la peste. A cette époque, en collaboration avec le
docteur Johann Copp, Paracelse a concocté un élixir fortifiant susceptible de combattre les
maladies infectieuses, les poisons et de renforcer tout I’organisme [14]. Cet elixir dont la
formule est dénommée la thériaque de Paracelse, contient 43 plantes. Cette formule est
ensuite modifiée en 1611 par le docteur Laurentius Erici. Ce dernier a non seulement
précisé la proportion exacte de chacune des 43 plantes mais a aussi ajouté quelques plantes
toniques et dépuratives [14]. Au 18 siécle, le docteur Samst s’est inspiré de cet élixir pour
mettre au point une formule alternative. Celle-ci, rendue populaire depuis le 20° siecle par
Maria Treben, est de nos jours, utilisée pour fabriquer une liqueur thérapeutique tres

appréciée.

e Les fonctions du MPE
Bien qu’elles soient empiriques, les actions thérapeutiques du MPE sont multiples.
Selon les utilisateurs, cet élixir serait un stimulant digestif, tonique, dépuratif. 1l pourrait

renforcer le systéme immunitaire et guérir la plupart des affections.

e Formes d’utilisation
Cette liqueur peut étre prise par voie orale (utilisation interne) ou appliquée sous

forme de compresse (usage externe) (Treben, 2012).

e Succes empiriques

Les cas de guérison obtenus grace au MPE, sont rapportés et publiés par Maria
Treben dans son livre intitulé « la santé a la pharmacie du Bon Dieu ». Ces succes sont
nombreux, allant d’une simple ecchymose aux affections les plus graves. En ce qui nous

concerne, nous allons énumérer quelques unes relatives a I’inflammation.
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Cette liqueur serait efficace contre le typhus et le botulisme, affections dont Maria
Treben s’est remise apres usage de la liqueur. Il est rapporté que la liqueur du docteur
Samst aurait vaincu une grave inflammation pulmonaire et des suppurations des sinus
(Treben, 2012). Ce méme ouvrage fait référence a une fille de 4 ans et une femme qui sont
guéries d’une inflammation consécutive, respectivement a une piqure de frelon et d’un
insecte venimeux.

Ces informations empiriques portent a croire que cet élixir jouerait un réle dans

I’inflammation. C’est ce que nous allons essayer de découvrir par I’expérimentation.
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Matériel et méthodes

Notre étude consiste a mettre en évidence I’action de I’extrait éthanolique d’un
mélange de plantes sur une réaction immunitaire. Cette derniére est expérimentalement
induite par I’administration d’un allergéne.

Le travail s’est déroulé de février a avril 2014. La partie expérimentale a été réalisée
en grande partie dans le laboratoire d’Immunologie de I’Université 8 mai 1945- Guelma.
Par ailleurs, les coupes histologiques et les hémogrammes ont été réalisés respectivement
dans le laboratoire d’Anatomie pathologie de I’hopital Ibn Zohr de Guelma et un

laboratoire d’analyses médicales.
1. Matériel biologique

1.1.Souris

Notre étude a été réalisée sur des souris femelles BALB/C provenant de I’animalerie
de I’institut de pharmacie de Constantine. Agées de cing a huit semaines, elles sont de
petite taille allant de 7 a 10 cm de long pour un poids de 20 a 50 g (figure 4).

Les souris sont élevées dans I’animalerie de la Faculté des Sciences de la Nature et
de la Vie, et des Sciences de la Terre et I’Univers de I’Université 8 Mai 1945-Guelma. Le
milieu d’élevage est caractérisé par une photopériode et une température naturelles
convenant au bien-étre des souris. La nourriture est constituée de pain, de graines spéciales
pour rongeurs et de I’eau.

Les souris sont mises dans des cages en polypropylene dont le toit est un grillage et
le fond est couvert de la litiere faite de copeaux de bois. Ces cages sont régulierement

nettoyées avec un renouvellement quotidien de la litiere.

—

Figure 4 : Souris blanche (Mus musculus)
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1.2. Allergéne
L allergéne est extrait a partir de larves de Chironomidae. 1l est sous forme de poudre

de couleur noirétre.

1.3. Mélange de plantes
Le mélange de plantes étudié est le dérivé d’une recette traditionnelle. Il nous est

parvenu de la France. Ce mélange est constitue :
1. D’une poudre résultant de la pulvérisation de 12 plantes (carline, acore, cannelle,
réglisse, gentiane, fenouil, valériane, anis vert, gingembre, citron, quinquina et
safran) (figure 5)
2. D’un mélange de 7 autres plantes (aloés, rhubarbe, angélique, séné feuille,
zédoaire, manne et myrrhe) (figure 6)
3. Du camphre (substance aromatique) (figure 7)

Figure 5 : La poudre

Figure 7 : Le camphre
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2. Protocole expérimental

2.1. Préparation de la solution allergénique

La solution allergénique doit avoir une concentration de 10ug/ul, c’est-a-dire pour
une dose (10ul a raison de 5ul dans chaque narine), il faut suspendre 100ug de la poudre
allergénique dans 10pl de PBS (Phosphate Buffer Saline) froid (4°C) a pH7,4
(voir annexe). Ce mélange, préparé dans un tube eppendorf, est suffisamment homogénéisé

a I’aide d’un vortex, puis conservé a 4° C.

2.2. Préparation de I’extrait de plantes

Nous avons réalisé une extraction éthanolique. D’abord, le mélange végétal est mis
dans un bocal de 2 litres. Ensuite, on y ajoute 1,5 litre d’éthanol 38%. Enfin, le bocal bien
fermé, est mis dans un endroit chaud (a coté d’un radiateur) pendant 17 jours et agité une
fois par jour afin de permettre une bonne macération (figure 8). Avant I’utilisation, I’extrait
brut est passé par deux filtrations successives. La premiere filtration, a I’aide d’une gaze,
consiste a se débarrasser des débris végétaux alors que la deuxieme, a I’aide du papier
Wattman, permet d’éliminer les substances non dissoutes dans I’éthanol.

Figure 8 : Le mélange en cours d’extraction
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Matériels et Méthodes

L expérimentation est réalisée sur 12 souris réparties d’une maniére aléatoire en 3

lots.

en4, jour 0 (Jo) ; J7; Jis et Jig

~

/Témoin (T):
traitement de chaque
souris avec 10pul (Sul
dans chaque narine) de
PBS et d’éthanol
quatre fois (Jo, J7, J1s €t
J16).

N /

]7

lots a raison de 4 individus par lot. Les produits sont administrés par voie intra nasale selon
la méthode décrite par Romy et al en 2005. Le déroulement du traitement ainsi que les
parameétres analysés sont présentés sur le diagramme ci-dessous (figure 9). Les termes

[Témoin (T), allergene (A) et mélange de plantes (P)] seront utilisés pour distinguer les

Lots : traitement de 16 jours, réparti

/Mélange de Plantes \
(P): traitement de

/Allergéne (A): \

traitement de chaque
souris avec 10ul (5ul
dans chaque narine) de
solution allergénique
(SA) le Jg et le J7puis
une double dose (20ul)

le Jis et le NITY

)

chaque souris avec
10ul (5ul dans chaque
narine) de SA et de
I’extrait végétal (EV)
le Jo et le J;7 puis une
double dose de SA
contre 10ul de EV le
Ji5 et le NITS

)

| -

Sacrifice (17°™ jour)
| L J |
Prélevement | | Isolement de
sanguin [ Lavage nasal ] { Isolement des } la rate
J poumons

| 7\

Analyse Lavage broncho- Isolement des
(FNS) ) alvéolaire splénocytes
{ Comptage [ Coupe histologique ]{ Mesure du ]
cellulaire ) poids

Réalisation du }

Figure 9 : Protocole expérimental
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a) Préléevement sanguin
Une quantité de sang a été recueillie dans des tubes a I’Ethyléne-Diamine-tétra-
Acétique (EDTA) pour la réalisation de la Formule Numérique Sanguine (FNS).

b) Lavage nasal

Le lavage nasal a été réalisé sur les souris en instillant dans chaque narine 1500 ul de
tampon phosphate a 37°C (PBS) a I’aide d’une seringue (Figure 10). Le liquide récolté des
deux cavités nasales a été centrifugé (800 g pendant 15 minutes). Le culot a été suspendu
dans 900 pl de PBS (Urbain et al., 1997).

Figure 10 : Lavage nasal

c) Lavage broncho-alvéolaire

Apreés dissection des souris euthanasiées, nous avons isolé les poumons tout en
veillant a I’intégrité de la trachée. Aprés avoir pesé les poumons, un cathéter est inseré
dans la trachée (Geneviéve, 2005) (Figure 11). Une seringue contenant 500ul de PBS est
reliée au cathéter. Le PBS est ensuite injecté dans le poumon, puis récolté. Les cellules
alvéolaires sont ainsi obtenues suite a un double lavage de 500 pl. La suspension recueillie
est par la suite centrifugée a 1500 rpm pendant 6 min (Li et al., 2010). Le culot est
suspendu dans 900 ul de PBS (Urbain et al.1997).
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Figure 11 : Lavage broncho-alvéolaire.

d) Coupe histologique
Les poumons d’une souris de chaque lot ont été conservés dans du formol 10% en
vue de réaliser des coupes histologiques dans le laboratoire d’Anatomie pathologie de

I’hdpital Ibn Zohr de Guelma.

e) Isolement des splénocytes

Apres avoir isolé et pesé la rate, cette derniere est débarrassée de sa graisse, puis
déposée dans une boite de pétri contenant 3000ul de solution de PBS. A l'aide de deux
pinces, la capsule est vidée de son contenu cellulaire (Figure 12).

La suspension est ensuite filtrée sur une gaze fixée a un entonnoir. Le filtrat est
centrifugé pendant 10 min. a 1500 rpm. Le culot est remis en suspension dans 500ul de
PBS auxquels sont ajoutés 4500ul de solution de lyse (NH4CI) des globules rouges
(voir annexe). Aprés une incubation de 10 min, la suspension est centrifugée 10 min. a
1500 rpm.

Par la suite, le surnageant est éliminé alors que le culot est remis en suspension dans
3000ul de PBS, centrifugé 10 min. a 1500 rpm. Cette derniére étape est répétée deux fois.
A la fin du dernier lavage, le culot cellulaire est remis dans 3000ul de PBS. Enfin, un
comptage des splénocytes est réalisé aprés avoir dilué 100ul de la suspension finale dans
900ul de bleu de trypan (Ducan, 1995 et Daun et al., 1995).
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Figure 12 : Dilacération de la rate

f) Reéalisation du frottis
Un frottis a été réalisé sur le liquide de lavage broncho-alvéolaire de chaque souris.
Une goutte du liquide (broncho-alvéolaire), de taille moyenne est déposée a 1,5 cm du bord
droit d'une lame. La goutte est étalée par capillarité en la mettant au contact de I'aréte de la
lamelle rodée tenue a 45 degrés, puis la lamelle est poussée rapidement vers la gauche de
la premiére lame en entrainant le liquide qui s'étale en une couche mono cellulaire (frottis).
Celui-ci est laissé sécher a I’air libre.
Le frottis est passé a la coloration au May-Griinwald-Giemsa (MGG), en déposant
10 a 15 gouttes de May-Grinwald et laissé se fixer pendant 3 min. Puis 10 a 15 gouttes
d'eau tamponnée (voir annexe) sont déposées et mélangées par rotation de la lame pendant
1 min. La préparation est ensuite recouverte de Giemsa diluée (voir annexe) pendant 15
min puis lavée a I'eau neutre et laissée sécher a I’air libre. Ainsi, le frottis peut étre observé

au microscope (Figure 13).

Figure 13: Préparation des frottis
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g) Numeération cellulaire
La numeration cellulaire a été realisee sur chaque suspension cellulaire finale.
Aprés centrifugation, 100pl de la suspension cellulaire finale sont mis dans un tube
polycarbonate auxquels sont ajoutés 900 ul de bleu de Trypan 0,2% (voir annexe). Le
comptage est effectué sur une cellule de Malassez et les résultats sont exprimés en

leucocytes par litre de liquide.

e Le nombre des leucocytes par litre est calculé selon I'équation suivante:

[N = (n/v).f ]

N (Nombre de cellules par litre) ; n (nombre de cellules comptées); v (volume de

comptage en litre) et f (facteur de dilution) de valeur 10.

2.4. Analyse statistique
Les résultats obtenus sont exprimés en moyenne =+ écart-type. L’analyse statistique a
été réalisée a I’aide du logiciel SIGMA STAT en utilisant le test « t » Student.
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Résultats et discussion

1. Reésultats

1.1. Effet du traitement sur la Formule Numérique Sanguine (FNS)

FNS nous renseigne sur les éléments figurés du sang. Cette analyse peut déceler une

variation relative aux cellules sanguines et permet ainsi d’orienter les diagnostics cliniques.

Le tableau 1 et la figure 14 montrent respectivement le nombre total de leucocytes et

le pourcentage de quelques sous-populations leucocytaires (monocytes, polynucléaires

neutrophiles et lymphocytes). Le tableau 1 révele une diminution légére des leucocytes

totaux chez les souris des lots A et P par rapport aux témoins. La figure 14 refléte une

diminution considérable du taux des neutrophiles chez les souris des lots A (10,33%) et P

(11,24%) comparé aux témoins (27,80%). Par contre, une augmentation du taux des

lymphocytes a éte notée dans les lots A et P, et une augmentation des monocytes, dans le

lot P par rapport aux témoins (figure 14).

Tableau 1: Effet du traitement sur le nombre de leucocytes

Lots T A 5]
(ttmoin) | (allergéne) | (mélange de plantes)
Nombre total de leucocytes (10*/uL) 5,54 5,00 5,25
90
80
70
xX
o 60
3
3 50 i Témoin
é 40 H Allergéne
g 30 i Plante
20
10
0
Monocytes% Neutrophiles% Lymphocytes%

Figure 14: Effet du traitement sur le taux des sous-populations leucocytaires
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1.2. Effet du traitement sur la numération cellulaire

Les résultats du comptage sont donnés sous forme de moyenne + écart-type. La
figure 15 indique que la suspension splénique (SPL), les liquides de lavage nasal (LN) et
broncho-alvéolaire (LBA) des souris des lots A et P, contiennent un nombre élevé de
cellules par rapport aux témoins. Elle montre, une différence considérable, notamment au
niveau des splénocytes (2,92+0,72.10*/uL pour les témoins, 6,58+2,076.10/uL pour le lot
A et 12,58+2,04.10°/uL pour le lot P).

Cette différence est statistiquement significative entre :

e lelotTetlelotA(P=0,012)

e lelotTetlelotP (P=0,001)

Nous avons également observé une différence significative (P = 0,023) entre les
souris témoins et les souris du lot P au niveau du nombre de cellules dans le liquide de
lavage broncho alvéolaire (2,08+0,63.10%/uL pour les témoins, 6,58+2,08.10%/uL pour le
lot P). Toutefois, la différence est non significative (P= 0,057) entre les lavages broncho
alvéolaires des lots T et A en termes de nombre de cellules. La différence n’est pas

significative entre les lots au niveau du nombre de cellules dans le lavage nasal.

18,00 -
16,00 -
14,00 -

—%

12,00 -

10,00 & Témoin

8,00 - H Allergéne

T

6,00 i Plantes

4,00

nombre de cellules en 10°3/uL

2,00

0,00
LN LBA SPL

Figure 15: Effet du traitement sur le nombre de cellules dans les différentes

suspensions cellulaires

e LN, LBA et SPL signifient respectivement, Lavage Nasal, Lavage Broncho-

Alvéolaire et Suspension Splénique. Le symbole « * » signifie valeur significative.
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1.3. Effet du traitement sur le poids et I’aspect macroscopique des organes (la
rate et les poumons)

Le poids, exprimé en gramme (g), est donné sous forme de moyenne + écart-type.
Les poumons des souris du lot A pesent environ 0,109 de plus que ceux des témoins et du
lot P (Figure 16). A I’eil nu, I’aspect (hotamment la couleur) des poumons des souris du
lot P est similaire a I’apparence de ceux des souris témoins (Figures 17a, 17¢). Quant aux
poumons des souris du lot A, ils ont une couleur rouge noiratre et ont I’air gonflé (Figures
17a, 17b et 17c).

0,45 -

0,35 -

0,25 1 H Témoin

0,2 - H Allergéne

i Plante
0,15 -

poids des organes en grammes

0,1 -

0,05 -

rate poumons

Figure 16: Effet du traitement sur le poids de la rate et des poumons
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Figure 17: Effet du traitement sur I’aspect des poumons

(a =témoin ; b = traité par I’allergéne et ¢ = traité par I’allergéne et I’extrait du mélange de plantes)

1.4. Effet du traitement sur le nombre et I’aspect des cellules présentes dans le

site inflammatoire
La figure 18 donne une idée sur I’envahissement du site inflammatoire par les
cellules immunitaires. Elle indique que les témoins ont trés peu de cellules dans le site
inflammatoire ; alors que celui des souris du lot A renferme un nombre important de
cellules. Le foyer inflammatoire des souris du lot P renferme plus de cellules que les
autres. Toutefois, les souris du lot P présente moins de grosses cellules dans le foyer

inflammatoire que celles du lot A.
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Figure 18 : Effet du traitement sur le nombre et I’aspect des cellules présentes
dans les poumons (Objectif x40) (a = Témoins ; b = lot Aetc = lot P)

1.5. Coupes histologiques

Les poumons comportent deux types d'‘éléments : les voies aérophores
intrapulmonaires (bronches, bronchioles et alvéoles) et le parenchyme respiratoire. En plus
de ces derniers, il y a les vaisseaux sanguins. L’aspect de ces éléments témoigne de I’état
enflammé ou non des poumons. Sur la figure 19b (lot A) on constate qu’il y a un
épaississement de la paroi épithéliale des bronchioles, une diminution de I’espace
interstitiel et alvéolaire par rapport aux figures 19a (lot T) et 19c (lot P). La figure 19b

présente également des infiltrats cellulaires qui sont absents sur les figures 19a et 19c.
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Figure 19 : Effet du traitement sur I’histologie des poumons (Objectif x10)

a) Poumon normal du témoin  b) Poumon du traité avec I’allergene c)Poumon du traité
avec I’allergene et I’extrait du mélange de plantes.

1-Alvéole, 2- Bronchiole, 3- Vaisseaux sanguin, 4-Infiltrat cellulaire

2. Discussion

Apres I’analyse de nos résultats, nous avons noté plusieurs observations dont les
principales sont :
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e Une augmentation considérable du nombre des splénocytes des souris des lots A
(traité avec I’allergene de Chironomidae) et P (traité avec I’allergene de
Chironomidae et I’extrait du mélange de plantes) par rapport aux témoins.

e Une diminution remarquable des polynucléaires neutrophiles dans le sang des
souris des lots A et P par rapport aux témoins.

e L’aspect des poumons a I’ceil nu et les coupes histologiques.

L’augmentation des splénocytes renseigne sur une activité de prolifération dans la
rate. En effet, la rate représente un des organes immunitaires périphériques ou se
rencontrent les antigenes et les lymphocytes matures qui sont préalablement produits dans
les organes lymphoides centraux. Les lymphocytes matures ayant rencontré I’antigene
specifique, s’activent, proliferent puis se différencient en cellules effectrices. Cette
situation est celle d’une réponse immune adaptative. Celle-ci peut se traduire par une
augmentation des lymphocytes comme I’indique nos résultats (figure 14).

Par conséquent, on peut dire que les souris du lot A (traité avec I’allergene de
Chironomidae) ont développé une réponse immune adaptative contre cet allergéne.
D’autres auteurs ont rapporté que I’allergene des Chironomidae induit une réponse
adaptative conduisant a des réactions d’hypersensibilités immédiates (Yong et al.,
1999 ; Raymond et Breuil, 1991; Cranston, 1983).

En outre, chez les mémes souris (lot A), nous avons constaté dans le sang, une légere
diminution du nombre total des leucocytes circulants ainsi qu’une diminution remarquable
des granulocytes neutrophiles (figure 14). Ceci peut étre dd au recrutement accru des
neutrophiles du sang vers le site d’entrée de I’allergéne. Ce recrutement est caractéristique
d’une inflammation qui peut s’installer & la suite d’une réaction d’hypersensibilité. En
effet, les neutrophiles comme les autres granulocytes, jouent un réle prépondérant dans le
développement du processus inflammatoire. Les neutrophiles sont les premiéres cellules
qui quittent le compartiment vasculaire pour rejoindre les cellules inflammatoires
tissulaires (mastocytes et macrophages tissulaires) dans les sites d’invasion. Ils sont sous
I’influence des médiateurs inflammatoires tels que I’ll-8 produit par les cellules
épithéliales ou le macrophage activé (Tillie-Leblond et Thorette, 2004) et les PAF
(Platelet Activating Factor). Les neutrophiles s’orientent en suivant le gradient des facteurs
dits chimiotactiques pour parvenir au site inflammatoire (Descamps-Latscha et Witko-
Sarsat, 1999). Ce recrutement accru des neutrophiles, lors d’une réaction inflammatoire, a
été observé dans d’autres études. Par exemple, dans le modele murin de pré-sensibilisation

a I’ovalbumine suivie d’une instillation intra nasale de cet allergéne, une réponse
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inflammatoire est observée et les cellules recrutées dans les voies respiratoires sont presque
exclusivement des neutrophiles (Halbwachs-Mecarelli, 2004). Une autre étude, menée sur
un modéle murin exposé a Aspergillus, a montré un pic plus précoce et plus élevé de
polynucléaires neutrophiles (Israél-Biet, 2003). Le recrutement concerne également les
monocytes, les éosinophiles et les lymphocytes (Janeway et al., 2003). Ces cellules
nouvellement recrutées et les cellules inflammatoires tissulaires vont s’accumuler dans les
sites inflammatoires (dans notre cas, les narines et les poumons) afin d’éliminer I’intrus
(I’allergéne). Cette accumulation de cellules est a I’image de nos résultats qui montrent une
augmentation du nombre des cellules dans les liquides de lavage nasale et broncho-
alvéolaire des souris des lots A et P par rapport a celui des souris témoins (figure 15). Les
frottis, réalisés sur ces liquides de lavage, montrent qu’il y a plus de grosses cellules
(probablement des granulocytes) dans le foyer inflammatoire des souris du lot A comparé
au lot P (figure 18). Le foyer inflammatoire de ce dernier est plutét riche en cellules de trés
petite taille qui ressemblent aux lymphocytes.

Ce qui précede, c’est-a-dire la comparaison de nos résultats et les données issues de
la littérature, indique que les souris ayant recu I’allergéne de Chironomidae, ont développé
une réponse immune adaptative qui a I’air d’une réaction d’hypersensibilité accompagnée
d’une inflammation dans les voies respiratoires.

Concernant les souris du lot P (traité avec I’allergéne et I’extrait végétal), nous ne
pouvons, pour I’instant, qu’admettre qu’elles ont développé une réponse immune
adaptative accompagnée d’une réaction inflammatoire.

On peut aussi admettre, d’une part qu’en terme d’intensité ou ampleur, la réponse
observée chez les souris du lot P dépasse doublement celle observée chez les souris du lot
A car le nombre de splénocytes des souris du lot P est environ deux fois supérieur a celui
des souris du lot A (12,58+2,04.10%/uL pour le lot P contre 5,58+0,76.10%/uL pour le lot
A) ; de plus, le nombre de cellules a aussi doublé suivant le méme ordre dans les narines
(10,58+5,2.10%/uL pour le lot P contre 3,92 +0,63.10*/uL pour le lot A) et les poumons
(6,58 + 2,08.10%/uL pour le lot P contre 3,25+0,43.10%uL pour le lot A). Ceci laisse
penser que I’extrait végétal aurait un pouvoir immunogéne et/ou aurait amplifié
I’immunogénicité de I’allergene.

D’autre part, la réponse observée chez les souris du lot A différe de celle observée
chez les souris du lot P par la finalité (protection ou destruction des tissus). L’analyse des

poumons, a révelé que les souris du lot A ont développé une réaction inflammatoire
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destructrice contrairement aux souris du lot P. En fait, les poumons des souris du lot A ont
pris du poids comparés aux poumons des témoins (figure 16). Cet accroissement du poids
peut étre lié a un gonflement des poumons suivi d’une accumulation d’eau (cedéme
pulmonaire), a une sécrétion accrue de mucus par la muqueuse pulmonaire, a une
accumulation de débris cellulaires et a la formation des granulomes inflammatoires dans
I’espace respiratoire. Tous ces phéenomenes ne sont pas étrangers a une inflammation non
contrdlée et/ou liée a stimulus persistant. Par ailleurs, I’analyse des coupes histologiques a
confirmé cet état enflammé des poumons des souris du lot A. Sur les coupes, on a
clairement constaté la présence des infiltrats cellulaires dans le parenchyme pulmonaire, un
épaississement de la paroi épithéliale des bronchioles ainsi qu’une diminution de leur
lumiére toute comme celle des alvéoles qui ne sont presque pas visibles. Ces anomalies
sont également rapportées par Chevrolet et ses collaborateurs quand ils décrivaient une
pathologie pulmonaire due a une inflammation des poumons. L’épaississement de la paroi
épithéliale des bronchioles est dd a la formation d’une membrane hyaline et a un dép6t de
débris cellulaires (desquamation de I’épithélium, cellules apoptotiques ou nécrosées)
(Chevrolet et al., 2004). Ces auteurs ont aussi évoqué une apparition de liquide riche en
protéines dans I’interstitium et les alvéoles.

En revanche, I’aspect (poids, couleur et coupes) des poumons des souris du lot P
ressemble en mieux aux témoins (figures 17a et 17c). Ceci veut dire que la réponse
observée chez les souris du lot P n’est pas néfaste, mais au contraire bénéfique et
protectrice. Selon la littérature, I’inflammation peut engendrer deux effets distincts sur les
tissus, soit un effet délétere si elle n’est pas modulée et / ou le stimulus persiste, soit un
effet protecteur (guérison) si elle est contrdlée et se déroule dans les normes
physiologiques. D’ou, nous pouvons déduire que I’extrait végétal a modulé la réponse
immunitaire. Autrement dit, I’extrait végétal a stimulé le systéme immunitaire ; ou
contribué a sa stimulation par [I’allergene puis a favorisé et régulé le processus
inflammatoire jusqu’a I’élimination de I’allergéne. Cette modulation pourrait avoir un lien
avec I’augmentation des lymphocytes que nous avons observée (figures 14 et 15). Ces
lymphocytes auraient su réguler la réponse immunitaire et empécher ainsi les dommages
tissulaires. On peut donc considérer que la majorité de ces lymphocytes sont des
lymphocytes T-régulateurs (Treg). En réalité, il est déja connu que des sous-populations de
lymphocytes T dits T-régulateurs constituent un arsenal pour la régulation de la réponse
immunitaire. Des publications scientifiques ont évoqué I’importance des lymphocytes Treg

dans la prevention ou la guérison de certaines pathologies inflammatoires associées a
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I’allergie. Lors de I’immunothérapie spécifique sous-cutanée chez I’homme, des
lymphocytes T producteurs d’IL-10 et /Jou TGF-B sont induits, confirmant la prolifération
des lymphocytes Treg (Moingeon et al., 2006 ; Magnan et al., 2010). Par ailleurs, la
majorité des lymphocytes T spécifiques de I’allergéne chez les sujets sains sont des
cellules Treg qui semblent impliquées dans I’induction d’une tolérance immunitaire a
I’égard des allergenes ; tandis que les sujets allergiques et /ou asthmatiques présentent
davantage de lymphocytes Th2 que de lymphocytes Treg, ainsi que des taux d’IL-10 dans
les lavages bronchoalvéolaires plus faibles que chez les sujets sains (Moingeon et al.,
2006). De plus, lors d’une étude menée sur un modele thérapeutique murin
d’immunothérapie spécifique sublinguale (ITSL), I’application sublinguale d’Ovalbumine
formulée a I’aide de maltodextrine polymérisée, entraine une diminution majeure de
I’inflammation pulmonaire, la production d’IL-10 et la prolifération de lymphocytes T au
niveau des ganglions cervicaux (Moingeon et al., 2008). Ainsi, des thérapies, permettant
d’augmenter le nombre ou I’efficacité des lymphocytes Treg, sont en cours d’étude,
incluant la rapamycin A (qui augmente le nombre de lymphocytes Treg FOXP3" et les
rend résistant a I’apoptose) (Corvaisier-Chiron et Beauvillain, 2010).

Tout compte fait, I’extrait éthanolique du mélange de plantes étudié, a favorisé une
réponse adaptative et une réaction inflammatoire de facon a eliminer I’allergéne et prévenir
les effets néfastes de I’inflammation sur les poumons. Cette observation justifie le succes

empirique de cet extrait vis-a-vis des affections inflammatoires voire d’autres affections.
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Conclusion

A I’issue de notre étude, nous avons remarqué que I’allergéne de Chironomidae a
provoqué une réponse adaptative combinée a une inflammation délétére pour les poumons.
Cependant, ces Iésions pulmonaires n’ont pas eu lieu lorsque cet allergéne est administré
avec I’extrait éthanolique du mélange de plantes étudié. Ce fait expérimental a confirmé
I’observation empirique selon laquelle la liqueur du mélange de plantes étudié, est tres
appréciée pour ses diverses vertus notamment le traitement des affections inflammatoires.

En fait, notre étude a révélé que I’extrait éthanolique de ce mélange de plantes, a
favorisé une réponse adaptative accompagnée d’une réaction inflammatoire protectrice des
poumons. Autrement dit, bien que le stimulus (I’allergéne) persiste, I’extrait végétal a
prévenu les dommages tissulaires qui sont souvent consécutifs a une réaction
inflammatoire due a un stimulus persistant. Ceci nous amene a penser que cet extrait a un
effet modulateur sur le systeme immunitaire impliqué dans une réaction inflammatoire.

Cette activité modulatrice pourrait étre due a sa capacité a induire la prolifération
des lymphocytes qui sont probablement des lymphocytes T régulateurs. Les publications
scientifiques ont rapporté que les lymphocytes T régulateurs jouent un réle important dans
la prévention ou la guérison de certaines affections immuno-dépendantes. Toutefois, nous
n’avons pas les moyens nécessaires pour veérifier la présence ou non des lymphocytes T
régulateurs dans nos suspensions cellulaires.

Il est donc souhaitable de procéder a des études plus approfondies afin de vérifier
cette hypothese. Si elle est confirmée, alors cet extrait pourra étre utilisé dans les procédés
d’immunothérapie spécifique des allergies, le traitement des maladies inflammatoires

d’origine allergique ou auto-immune.
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Annexe : solutions utilisées

Nom de la solution composition Quantité des réactifs
Na ClI 9¢g
Phosphate Buffer Saline | Na, HPO, 1.09¢g
ou PBS (10Mm) pH7,4 Na H,PO4 0.32¢
Eau distillée 1000 ml
NH4 ClI 0.83¢g
Solution de lyse Eau distillée 100 ml
Phosphate monopotassique | 19
Tampon phosphate pH7 Phosphate disodique 50
(AV) Eau distilliée 5000 ml
Tampon phosphaté 30 ml
Eau tamponnée Eau distillée 570 ml
Giemsa-R 84 ml
Giemsa dilué Eau tamponnée 516 ml
Bleu de trypan 029
Bleu de trypan Eau distillé 100 ml
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Résumé

Résumé

Les maladies allergiques ou inflammatoires dues aux allergenes sont en constance
croissance, cependant I’efficacité des traitements classiques n’est pas totale. Du coup, de
nouveaux outils thérapeutiques sont envisagés, par exemple la phytothérapie.

Ainsi, notre étude consiste a mettre en évidence I’effet d’un extrait de mélange de
plantes sur la réaction inflammatoire d’origine allergique en utilisant comme modele
d’étude les souris. Cette étude a révélé une augmentation considérable du taux des
lymphocytes et un recrutement important des granulocytes neutrophiles traduisant une
réaction inflammatoire. Cette derniere, confirmée par I’analyse des coupes histologiques
des poumons, est délétére pour les souris ayant recu uniquement I’allergéne alors qu’elle
est protectrice pour les souris traitées a la fois avec I’allergéne et I’extrait éthanolique du
mélange de plantes. Donc, le mélange de plantes étudié, a favorisé une réponse adaptative
et une réaction inflammatoire de facon a éliminer I’allergene et prévenir les effets néfastes
de I’inflammation sur les poumons.

Cette observation justifie le succés empirique de cet extrait vis-a-vis des affections
inflammatoires voire d’autres affections. L’élixir du suédois pourrait bien étre utilisé pour

améliorer I’efficacité des moyens thérapeutiques classiques.

Mots clés: allergie, Chironomidae, élixir, inflammation, lymphocytes, mélange,

neutrophile, phytothérapie, plantes, poumons, souris.
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Abstract

Abstract

Allergic or inflammatory diseases due to allergens are in constant growth, however,
the effectiveness of conventional treatment is not complete. That’s why, new therapeutic

tools are considered, for example herbal medicine.

Thus, this study was carried out to demonstrate the effect of a mixture of the plants
on allergic inflammatory reaction using the mice as a model. This study revealed a
significant increase in the rate of lymphocytes and a significant recruitment of neutrophils
reflecting an inflammatory reaction which was confirmed by histological analysis of lung.
This reaction was deleterious in the mice that received only the allergen while it was
protective in mice treated with both the allergen and the ethanol plants extract. So the
mixture of plants under study, promoted an adaptive response and inflammatory reaction in
order to eliminate the allergen and prevent the adverse effects of inflammation on the
lungs.

This observation justifies the empirical success of this extract against inflammatory
disorders or other affections. So the Swedish elixir could be used to enhance the efficiency

of conventional therapeutic methods.

Keywords : allergy, Chironomids, elixir, inflammation, lymphocytes, mixture,

neutrophil, phytotherapy, plants, lungs, mice.
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