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Introduction

Introduction

Les lésions nerveuses périphériques (LPNSs) sont 1’'une des complications du traumatisme
affectant les extrémités en altérant les fonctions motrices et sensitives et touchent 3 a 10 % de
la population mondiale. Ces blessures traumatiques sont une cause significative d’handicap
physique causées essentiellement par les accidents de la voie publique (5% de toutes les

blessures des nerfs péeriphérique) (Grinsell et Keating, 2014).

Malgré les améliorations technologiques des 25 dernieres années, une récupération
complete des lésions post-traumatique des nerfs périphériques reste décevante a ce jour
(Wang et al., 2012). En effet, la chirurgie est la seule option thérapeutique pour
I’amélioration des LNP. Les techniques de réparation du nerf périphérique sont basées sur nos
connaissances de la régénération axonale. Les techniques microchirurgicales introduites a la
fin des années 1950 sont largement développées au cours de ces 20 dernieres années
permettent une certaine amélioration de la réparation. Cette méthode traditionnelle de
réparation est généralement utilisée pour les nerfs comportant peu de fascicules. La suture
épineurale empéche la formation du névrome (Bell and Haycock, 2012). Cependant, la
récupération fonctionnelle aprés 1ésion d’un nerf mixte (nerf sciatique) reste de nos jours

encore incompléte.

C’est pour cela nous avons proposé de réaliser une étude sur le phénomene de la
régenérescence du nerf sciatique a 1’aide d’une technique d’anastomose termino-terminale,
sur des lots de souris BALB/C adultes, afin d’évaluer I’efficacit¢é de miel et I’huile de
lentisque, dont le but de remplacer potentiellement la colle de fibrine largement utilisé
actuellement dans la régénérescence neuronale.

Ce qui nous permettra éventuellement de proposer I’hypothése du pouvoir cicatrisant

neuronale de ces molécules bioactives.
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I. Généralités :
I.1. Les nerfs rachidiens :

Les nerfs rachidiens font partie du systéme nerveux périphérique (SNP) correspondant a la
partie du systéme nerveux représenté par I’ensemble des nerfs et ganglions, et dont la fonction
principale est de relier le SNC au reste de I’organisme et de véhiculer les informations motrices
et sensitives. Chaque nerf spinal émerge de la moelle épiniére par une racine ventrale (motrice)
rattachée au sillon collatéral ventral et par une racine dorsale (sensitive) rattachée au sillon
collatéral dorsal. Chacune de ces racines est en fait constituée de multiples radicelles visibles
en regard des sillons correspondants.

Globalement, les nerfs rachidiens sont au nombre de 31 paires numérotées de haut en bas, ils
se subdivisent unilatéralement en :

* 8 paires nerfs cervicaux ; 12 paires nerfs dorsaux ou thoraciques ; 5 paires nerfs lombaires ;
cing 5 paires nerfs sacrés ; 1 paires nerf coccygien.

Les nerfs vont former par leur réunion des plexus nerveux, dont le plexus sacré d'ou émerge
le nerf sciatique (Harold. E, 2006).

1.1.1. Nerf sciatique :

Le nerf sciatique ou ischiatique, branche terminale du plexus sacré, est le plus volumineux
et le plus long des nerfs de 1’organisme (Figure 1). C’est un nerf mixte (soit sensitif pour la
sensation, soit moteur pour la force musculaire). Avec un fort contingent sympathique, qui
contréle de nombreux muscles : les muscles postérieurs de la cuisse et tous les muscles de la
jambe. Il est issu de la réunion du tronc lombo-sacré (région vertébral L4-L5), de la branche
antérieure de la région vertébral S1 et d’une partie de la branche antérieure de la région vertébral
S2 et S3 (Peltonen et al., 2013).

Nerf petit
sciatique

Nerf grand
sciatique

Figure 1 : Représentation schématique vue postérieure de nerf sciatique (Mellal, 2010).
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Apres sa naissance, il sort du bassin par le canal sous-pyramidal de la grande échancrure
sciatique, traverse la région profonde de la fesse puis descend dans la loge postérieure de la
cuisse. Il se termine a I’angle supérieur du losange poplité en 2 branches : soit le nerf fibulaire
commun a la face extérieure du mollet, descendant sur lI'avant de la jambe et du pied. Soit le
nerf tibial, a I'arriere de la jambe et sous le pied. Il tire ses origines des racines nerveuses reliées
au tronc lombo-sacré (L4 —S3) (Lippincott et al., 2017).

1.1.2. Histologie du nerf sciatique :

Dans un premier temps nous développons I’histologie du nerf périphérique. Plusieurs
enveloppes successives assurent les fonctions de soutien et de nutrition des fibres nerveuses

(Figure 2). On peut distinguer trois enveloppes (Andrés et al., 2010).

L’épinevre : ¢’est un tissu connectif qui réunit les multiples faisceaux d’axones formé un tronc
nerveux. C’est une couche externe de tissu lache, formée de collagéne et de fibroblastes.
L’épinevre est suffisamment solide pour permettre les sutures chirurgicales. Cette enveloppe
participe a la fixation et au glissement du nerf au sein des structures environnantes (vaisseaux
sanguins, faisceaux nerveuses) (Peltonen et al., 201 3).

Le périnévre : elle délimite un faisceau nerveux (groupe de fibres et endonévre). Il s’agit d’un
tissu fibreux, constitué de sept a huit couches de cellules concentriques aplaties. Les cellules
sont unies par des complexes de jonction et chaque couche de cellules est entourée par une lame
basale. La fonction de la périnévre est de maintenir une pression intra-fasciculaire et de garantir

I’effet de barriere, protégeant ainsi les endonévres.

1 axone

:.,,,_.,——— feuillet de myvyéline

endonévre
M

pe rinévre

épinéevre

Figure 2 : Représentation schématique physiologie du nerf périphérique (Marieb., 2006).
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L’endonevre : Structure de nature perméable, elle correspond a une lamelle tubulée délicate
qui entoure directement les cellules de Schwann et contribue a maintenir le milieu intérieur de
ces cellules et des axones. (Simon-A. W, 2017).
1.1.3. Neuroplasticité :

La neuroplasticité (NP) correspond a la capacité du systéme nerveux a s’adapter et a changer
tout au long de la vie d’un individu, ou & se modifier, aux changements environnementaux

internes et externes.

En 1993, Eugenio Tazi fait I’hypothése que la plasticité est localisée au niveau des
connexions entre neurones, Charles Scott Sherrington a dénommeé « synapse » quelque année
plus tard (Da-consta and Ribeiro., 2015).

NP essentielle dans le processus de mémoire et d’apprentissage, est rendue possible par la
formation de nouveaux neurones (neurogenese), ainsi que par des remodelages structuraux
(modification de la forme des cellules nerveuses) et fonctionnels (modification du réseau
connectivité des neurones). NP joue ainsi un role crucial dans le développement cérébral. En
effet, méme si les étapes du développement cérébral (neurogenése, migration neuronale,
maturation, synaptogenése, élagage synaptique et myélinisation) sont largement programmées
sur un plan génétique, la qualité et la stabilité des connexions synaptiques sont régulées par
I’expérience et donc influencées par I’environnement. La maturation comportementale.

Intellectuelle et émotionnelle est donc étroitement liée a la NP.

Ces processus, bien que plus intenses durant le développement, ne sont pas cantonnés a
quelque périodes critiques mais existent au contraire tout au long de la vie (Da-consta and
Ribeiro., 2015).

I.2. L’influx nerveux :

C’est un événement court durant lequel le potentiel électrique d’une cellule notamment le
neurone propage tout au long de I’axone. Le role fondamental des neurones est donc de recevoir,
propager et transmettre le signal nerveux. Sa membrane plasmique posseéde des propriétés
électrochimiques particulieres qui font qu’elle peut réagir a un stimulus et propager son action
tout le long d’un axone jusqu’a la terminaison nerveuse (Mebarkia et al., 2014).

1.2.1. Propagation de I’influx nerveux :

Lorsque I'axone n'a pas de gaines de myéline, la propagation se fait de proche en proche,
relativement lentement, tout le long de I'axone. Mais lorsque celui-ci est myélinisé, la vitesse

de propagation est encore beaucoup plus rapide.
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La myeéline agit comme isolant autour de I'axone et empéche la fuite de charges ioniques. Il
n'y a qu'entre les cellules de Schwann que les échanges ioniques peuvent se produire. On
nomme ces espaces, les nceuds de Ranvier (Sherwood et al., 2016). C'est & ces endroits qu'on
retrouve les plus grandes concentrations de canaux sodiques sensibles au voltage. Ceci fait en
sorte que l'influx nerveux saute de nceud en nceud (des sauts d'environ 1mm de distance) et se

propage trés rapidement, jusqu'a 130 m/s. C'est le courant saltatoire.
1.3. La gaine de myéline et la myélinisation :

Cette gaine, encore appelée neurilemme ou neurolemme, est formée de cellules qui entourent
les axones des nerfs périphériques. Est une substance lipidoprotéique comprenant 70% de
lipides et 30% de protéine, elle forme une gaine isolante autour de certaines fibres nerveuses

dites de type myeélinisé.
1.3.1. Structure :

La my¢line mature se présente sous forme d’un feuilletage constitué¢ par des lames denses
concentriques réguliéres ou lignes périodiques de 3 nm séparées par des intervalles plus clairs
d’environ 10 nm. Des lignes denses plus fines de 2 nm d’épaisseur, appelées lignes intra-
périodiques, coupent en deux les espaces entre les lignes périodiques. Elle présente des petites
fentes ou fissures, s’étendant a travers son diamétre jusqu’a 1’axone, que I’on appelle les

incisures de Shmidt-Lanterman (Barral et Croibier, 2014).
1.3.2. Formation par les cellules de Schwann :

Une fibre nerveuse périphérique myélinisée est constituée par un seul axone, associé a une
succession de cellules de Schwann, qui ne myélinise qu’un internode d'une fibre nerveuse
périphérique. La gaine de myéline est un enroulement multi-lamellaire résultant d’une
specialisation de la membrane plasmique de la cellule de Schwann. La myélinisation d’un axone
forme de petites unités de 1 a 2 mm de longueur, constituées par une cellule de soutien. L’espace
séparant chaque unité cellulaire de myéline est appelé nceud de Ranvier. Au niveau de cette
structure, les cellules myélinogénes forment des boucles para-nodales de cytoplasme (Figure 3)
(Kidd et al., 2013).

Astrocytes : sont les cellules gliales les plus abondantes au niveau du SNC et la moelle
épiniere. Les nombreux prolongements cytoplasmiques partant du corps cellulaire leurs
conferent une forme en étoile. Ces cellules multifonctionnelles sont retrouvées prés des

synapses et des capillaires sanguins. Effectivement, les astrocytes font le lien entre les vaisseaux
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sanguins et les neurones formant ainsi une barriere hémato-spinale ou encéphalique pour
I’apport de nutriments tels que le glucose et le lactate. Ces cellules ont un role dans le processus
de réparation et de cicatrisation du cerveau et de la moelle épiniére. Cordon suite a des blessures

traumatiques (Barat, 2013).

Région non
méylinisante

A'Gin BOna Région myélinisée de |'axone

¥ — 1

= = Nceud de Ranvier
: e —— \ e
Gl —

Noyau de la cellu
de Schwann

.. Gaine de myeélin

L Axone

Neurofibrilles

Neurilemme

Figure 3 : Représentation schématique de la gaine de myéline (Kidd et al., 2013).
1.3.3. Role :

La myéline présente trois avantages principaux : rapidité et fidélité de la transmission

nerveuse sur de longue distance, économie d’énergie et économique d’espace (Barral et

Croibier, 2014).
1.4. Dégénérescence du nerf périphérique :

La dégénérescence d’un nerf périphérique peut étre origine de maladies neurodégénératives,
des lésions et méme traumatismes des nerfs périphériques sont fréquents et sources de
handicaps significatifs. Leur prise en charge aboutit dans certains cas a une récupération
fonctionnelle, restant cependant souvent incompléte et aléatoire. Sachant que les premieres
modifications aboutissent a une fragmentation axonale et myélinique et débutent dans les heures
qui suivent le traumatisme. La section d’une fibre nerveuse entraine la dégénérescence de celle-
ci. Dans le cas d’une axotomie, 1’axone distal a 'emplacement de la 1ésion sont déconnecter du

corps neuronal et se dégénerent progressivement. Cette dégénérescence se définit par un
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ensemble de modifications physiologiques et métaboliques au sein de la partie proximale de

I’axone et du corps cellulaire du neurone.

Ce processus a été étudié pour la premiére fois par Augustus Volney Waller en 1850, et
porte aujourd’hui son nom la dégénérescence Wallérienne (Grinsell et Keating, 2014).

Cette dégénérescence provoque plusieurs consequences en amont et aval du neurone
concerné. En effet, les changements morphologiques et métaboliques se produisant au niveau
du corps cellulaire affectent les neurones présynaptiques en aval du neurone 1ésé. Les synapses
sont rompues et remplacées par des prolongements gliaux. La perte de contact avec 1’axone va
stimuler et activer les microglies qui phagocytent les débris de myéline et de fibres en I’espace
de 3 a 6 semaines5 (Figure 4).

Au cours des Iésions traumatiques aigués ou lors de compressions chroniques n’entrainant
pas de rupture de la continuité axonale (post traumatique), on constate comme seule anomalie
morphologique, des modifications de la gaine de myéline, commencant par une contusion,
s’étendant jusqu’a la région paranodale concernée. Elle peut s’étendre a quelques segments
adjacents et engendrer une diminution des vitesses de conduction de I’influx nerveux (Grinsell
et Keating, 2014).

- e T — s
%‘-ﬂ.‘-—-—; S — ]
1 \ R
Premiére étape
T .t o, P d
ey i e—m—
‘ —
1 v
: Deuxieme étape
- -
Troixieme étape _
= e SN
D e y °
= ;5,‘,77\ . | %
L i | S L . A
N PO "
~ 7 ol
Astrocytes Macrophage

Figure 4 : Représentation schématique de la dégénérescence Wallérienne (Wang et al., 2012).

I.5. Régénérescence neuronale :

C’est un processus biologique qui met en place un environnement permissif afin de restaurer

I’architecture, le métabolisme et les fonctions du tissu endommagé.
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1.5.1. Mécanisme moléculaire :

La régénérescence commence par une phase de réorganisation neuronale visant a rétablir
I’intégrité cellulaire, promouvoir et guider I’allongement des axones en direction de la cible et
enfin instaurer une néo-synaptogénése. En amont de 1’axotomie, la membrane plasmique va
fusionner afin de refermer 1’axone. Suite a cela, I’extrémité se structure de fagcon bourgeonnante

ce qui forment les cones de croissance.

Les filopodes qui composent ces cones sont des structures a composante sensorielle,
mais également a composante motrice. Effectivement, la perception de signaux chimiques
(molécules sécrétées ou présentes sur la surface des cellules de Schwann) permet un
déplacement global, entrainant 1’élongation de 1’axone auquel il est attaché. Les fibroblastes et
cellules gliales telles que les cellules de Schwann vont sécréter ou présenter différents facteurs
neurotrophiques et molécules d’adhérence cellulaire, tels que le (NGF, BDNF, et N-CAM), des
facteurs de croissances (b-FGF, IGF) et des cytokines (CNTF, IL-6, TNF-a) afin de guider les
cones de croissance. Ces cones de croissance avancent ainsi de proche en proche, dépendant
des facteurs attractifs ou répulsifs présents au niveau des bandes de Bungner (Figure 5)
(Holmberg and Durbeej, 2013).

3 semaines apres la lésion prolifération des cellules de schwann

bandes de germination
axonales de bungner

3 mois apres la lésion

régénération nerveuse réussie

Figure 5 : Représentation schématique du processus de la régénérescence neuronale (Holmberg and
Durbeej, 2013).
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L’étape finale de la régénération cellulaire se traduit par une néosynaptogénese distale afin
de substituer le conduit de remplacement créé par les cellules de Schwann, une remyélinisation
des axones de gros diametre et le rétablissement de la transmission de I’influx nerveux a sa
cible. Lors de la formation de bandes de Bingner, les cellules sécrétent aussi des molécules
reconnues par les fibroblastes qui a leur tour proliferent et migrent vers le site Iésé (Fex-

Svennigsen and Dahlin, 2013).
|.6. Réparation nerveuse :

Toutes les applications de réparation n’ont qu’un seul et unique but, permettre aux fibres
nerveuses de regenérer afin de permettre le rétablissement de la transmission fonctionnelle de

I’influx nerveux.
1.6.1. Technique d’anastomose Termino-terminale :

Cette technique microchirurgicale introduites a la fin des années 1950 permet d’améliorer la
réparation.

Cette technique consiste en une connexion entre deux structures (neurone), permettant de
rendre compte d’une stabilité fonctionnelle en partie indépendante des incertitudes du vivant.
Quand la distance entre les trongons proximaux et distaux est petite (pas plus que 0,5-2cm chez
I'nomme), la coaptation des extrémités de nerf (du bout en bout) peut étre résolu par la suture
épineural directe, tant que la réparation tension libre est possible. Apres élimination de la partie
marquée du tissu blessé, les modeles en trousseau et les navires extérieurs longitudinaux
aideront a garantir la réorganisation précise en suturant différents fascicules (Bell and
Haycock, 2012). Cette technique nécessite aussi 1’utilisation d’une colle biologique appelé
colle de fibrine.

1.6.2. La colle de fibrine :

11 s’agit de solution dérivée du plasma préparée par addition de deux composants (protéine
de coagulation, thrombine du chlorure de calcium. (Dubrana et Pasquier, 2013).

La colle de fibrine a été appliquée a I'épinévre des trongons proximaux et distaux du nerf.
La colle de fibrine peut étre une bonne alternative pour la réparation périphérique de nerf dans
des cas sélectionnés. Elle peut étre employée efficacement en cas de blessures périphériques
multiples de nerf, dans les cas qui ont besoin des greffes multiples de nerf de céble et d'ailleurs
dans les situations ou l'application de sutures est difficile ou impossible pour des raisons
techniques. (Breshah et al., 2013).
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Enfin, elle est également pro-cicatrisante, puisque la fibrinoformation est la premiere étape
de la cicatrisation. Donc les colles de fibrine par leurs propriétés d’adhésivité, d’hémostase et
cicatrisantes, representent un outil trés intéressant dans les sutures (Dubrana et Pasquier,
2013).

1.7. Molécules bioactives :

1.7.1. Miel :
1.7.1.1. Définition :

La réglementation définit le miel comme suit : Le miel est la substance sucrée naturelle
produite par les abeilles de I'espéce apis mellifera a partir du nectar de plantes ou des sécrétions
provenant de parties vivantes des plantes ou des excrétions laissées sur celles-ci par des insectes
suceurs, qu’elles butinent, transforment et combinent avec des matieres spécifiques propres
emmagasinées et laissées murir dans les rayons de la ruche. Cette denrée peut étre fluide,

épaisse ou cristallisee (Ouchemoukh, 2012).
1.7.1.2. Composition :

Le miel se compose principalement de sucres, d'eau et diverses autres substances telles que
les protéines (enzymes), les acides organiques, la matiere azoté les vitamines, les minéraux, les
composés phénoliques etc. Ainsi que des particules solides dérivées de la récolte de miel (Da
Silva et al., 2015).

1.7.1.3. Propriétés thérapeutiques :

Plusieurs auteurs ont prouvé 1’efficacité du miel dans le traitement des plaies infectées. Des
pansements (permettent d’accélérer la cicatrisation, la stérilisation des plaies et également
limite les problemes esthétiques) imprégnés du miel manuka, sont disponibles en Nouvelle-
Zélande et Australie (Dunford et al., 2000).

1.7.1.4. Mécanisme de la cicatrisation des plaies par miel :

De nombreux travaux expérimentaux ont démontré les mécanismes cicatrisants du miel
commencent a étre élucidés. Au contact d’une plaie, le miel réalise une barriere physique et

contribue a maintenir un milieu humide.

Lors de la dégradation du glucose (du miel) en présence d’eau et d’oxygene par la glucose-
oxydase, il y a formation d’acide gluconique et d’eau oxygénée. L’eau oxygénée, outre ses

propriétés antiseptiques, joue un rdle trés important dans les processus de cicatrisation. En effet,

10 |
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au contact des tissus et du sang, elle se décompose en eau et en oxygene créant un nettoyage
mécanique de la plaie (détersion). De plus, ’eau oxygénée favorise la prolifération des
fibroblastes in vitro et I’angiogenése in vivo. En fait, dans le miel, de nombreux composants
semblent stimuler la multiplication cellulaire et sont capables, au cours de la cicatrisation, de
moduler la réaction inflammatoire. Le miel stimule notamment la croissance des fibroblastes et
des cellules épithéliales qui participeront a la réparation tissulaire. Dans le méme temps,
il favorise le développement d’une néo-vascularisation dans le tissu cicatriciel. Le miel induit
également la synthése de collagéne en activant vraisemblablement le Transforming Growth
Factor-B1 (qui présente un puissant pouvoir réparateur) et favorise la formation du tissu de
granulation en augmentant sa contraction. A cela s’ajoutent des pouvoirs antioxydants et

globalement régulateur de I’inflammation (Al-Waili., et Salom ,2011).
1.7.2. L’espece Pistachier lentisque :

Pistacia lentiscus est une plante connue depuis longtemps par les humains, Pistachier
lentisque est connu sous ’appellation de : Tidekth en kabyle, darou, en arabe local, et lentisk
en Anglais, appartient a la famille des Anacardiacées, est fortement ramifié a partir de la base
a odeur résineuse forte (Maamari et al.,2012). C’est un arbre spontané qui pousse sur tout le

bassin méditerranéen. Cette espéce est caractérisée par branche ; feuilles ; fleurs ; mastic ; fruit.

Fruits : ont l'aspect de petites amandes ou de grosses graines de poivre, est une baie globuleuse
de 2 a 3 mm, monosperme, remplie par nucléole de la méme forme, d’abord rouge, il devient

brunétre a sa maturité en automne (Belfadel, 2009).
1.7.2.1. Huile de fruit de Pistascia Lentiscus :
1.7.2.1.1. Définition :

L’Huile de lentisque est extraite a partir du fruit comestible (dont les baies peuvent fournir
20 a 25 % de leur poids), est de couleur vert foncé ; elle n’est entiérement liquide qu’a la
température de 32 a 34 C° ; en-dessous, elle laisse déposer une matiére blanche, susceptible de
cristallisation, qui bientot envahit la totalité de 1’huile et la solidifie complétement. Cette huile
est couramment utilisée pour l'alimentation, I'éclairage et elle entre aussi dans la confection de
savons. Cette huile est produite en Algerie, surtout dans le nord-est du pays ou I’espéce abonde
(Abdeldjelil et al., 2014).
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1.7.2.1.2. Composition biochimique :

L’huile de lentisque est constituée majoritairement par des acides gras insaturés (mono et
polyinsaturés) et acides gras saturés, accompagnés de substances lipidiques auxiliaires dites
constituants mineurs, tels que les tocophérols, les phytostérols et des composes phénoliques
(anthocyanes, flavonoides, tannins). Avec une présence modérée des mucilages et une absence

totale des saponosides, des sénosides, et des alcaloides (Arab et al., 2014).
1.7.2.1.3. Effet cicatrisant :

Pistacia lentiscus est connu pour ses propriétés médicinales depuis I’antiquité. En Algérie,
I'nuile fixe extraite des fruits mirs est employee comme remede d'application externe locale

sous forme d’onguent pour soigner les brilures et les petites blessures (Bammou et al., 2015).

Cette huile a un effet astringent (elle asseche les tissus et facilite leur cicatrisation),
cicatrisante. Abdeldjelil et ces collaborateurs, souligne que 1’ensemble des herboristes et
pharmaciens interrogés connaissent les utilisations thérapeutiques majeures de cette huile a
savoir son utilisation comme une application topique pour traiter les affections cutanées telles

que brdlures, plaies et eczéma (Abdeldjelil et al., 2014).

5 |
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11.1. Matériels biologiques

11.1.1. Modeles animaux :

Afin de bien mener notre étude, nous avons utilisé des souris males et femelles de souche
albinos BALB/c consanguines (Institut Pasteur d’Alger), 4gées de six a huit semaines et dont
le poids varie entre 27-45¢g. Les souris sont élevées dans des cages spéciales (Figure 6), sont
maintenues a une température de 25-28°, avec cycle obscurité/lumiére de 12h. Les animaux ont
un acces libre a une alimentation de type bouchon (Ets ONAB EIl Kseur, Bejaia) dont la
composition est citée dans I’Annexe I, et a de 1’eau de robinet contenant de la pénicilline. La

litiere (sciure) est renouvelée quotidiennement.

Figure 6 : photographie originale d’élevage des souris au sein de ’animalerie.

11.1.2. Substances naturelles :

Dans cette étude deux (02) substances naturelles ont été utilisées, le miel et I'huile de
lentisque tout deux gracieusement fournies respectivement par Dr OUCHEMOUKH et Pr
TLIBA. L’extrait de miel brut utilisé a été récolté en juillet 2017, dans la région de Yakouren,
Tizi Ouzou (Figure 7A, B).

Figure 7 : Fabrication naturelle et échantillons de miel. 4) La ruche d’abeilles, B) Photographie
originale d’échantillons de miel utilisé.

E
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L'échantillon d'huile de Lentisque (Pistascia lentiscus L.) est extrait a partir des fruits de
pistachier récoltés a maturité en 2017 en Tunisie (Figure 8 C, D). Les cultures sont realisées
loin de la pollution et ceci pour écarter toute modification dans la composition chimique de la
plante. L’huile est extraite par une méthode traditionnelle (voir, Annexe Il) laquelle est

conservee au frais protégée de la lumiére jusqu’a utilisation.

Figure 8 : le fruit de pistascia lentiscus et I’huile de lentisque. C : Fruit d 'une plante de genre
Pistascia (Abdeljalil, 2014), D : Photographie originale huile de fruit de Pistascia Lentiscus. L.

11.1.3. Matériels et équipements scientifiques :

La réalisation de notre travail a nécessité 1’utilisation d’une fiche technique (Annexe I11), et
de différents équipements et matériels scientifiques présentés dans le tableau ci-dessous
(Tableau ) :

Tableau | : Matériels et équipements scientifiques utilisés dans les différentes méthodes.

NB : L appareillage utilisé pour la réalisation de nombreuse expérimentation » ‘est mentionné
qu 'une seule fois.

Méthodes Matériels

Chirurgie Seringue 1ml, Compresses stériles, lames de scalpel, aiguilles et fils a suture 4/0,
9/0, gants chirurgical, balance électronique, plan dur en liége, tendeuse, boite a
dissection, kétamine, xylazine, xylocaine, désinfectant stéranios 20%
bétadermines 10%, eau physiologique (Na CI 0,9 %).

Histologie Automate de déshydratation, microtome, station d’enrobage, lames, lamelles,
histo-cassettes, microscope de dissection, étuve, tube a essai, bain marie, xyléne,
éthanol, hématoxyline, éosine, formol 10%, paraffine, eau de robinet, huile
d’immersion, 1’eukitt.

IFS Regle graduée (cm).

Euthanasie Chloroforme, boite en plastique, papier absorbant.
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I1.2. Anastomose termino-terminale du nerf sciatique :
Le protocole expérimental utilisé dans cette étude est conforme aux recommandations

d’usage en matiére de soins pour animaux utilisés dans la recherche et I’enseignement (NRC,

1996).

Les souris ont été réparties en trois lots différents comportant chacun quatre a cing souris
(Tableau I1) :

Tableau Il : Disposition des souris dans des lots distinct.

N° du lot Nombre de souris Type d’anastomose  Substance bioactive
Lot N°1 Témoin Cing Souris Termino-terminale _

Lot N°2 Cing Souris Termino-terminale Miel

Lot N°3 Quatre Souris Termino-terminale L’huile de Lentisque

11.2.1. Anesthésie :

Les souris sont pesees et marquées avant de subir une anesthésie générale qu’il s’agit de
potentialiser I’activité des canaux de type inhibiteur GABAergique (récepteur a I’acide gamma-
amino-butyrique de type A). Plusieurs essais d’anesthésie ont été testées afin d’aboutir au
meilleur protocole concernant les doses a administrer par voie intra péritonéale (IP) (Figure 9a)

selon les protocoles suivants :

e Anesthésie générale par injection IP d’une solution de kétamine a 120-140 mg.kg et a

raison de 0,09 ml de solution, suivie d'une anesthésie locale une injection sous cutanée d’une

xylocaine a 5mg.kg™ a raison de 0,01 ml de solution.

e Anesthésie générale par injection IP d’un mélange de kétamine a 120-140mg.kg™ et de
xylazine a 4mg.kg™a raison de 0,01 ml.

NB: Les doses a administrer sont calculées selon le poids corporel de I'animal.

Aprés avoir regu 1’anesthésie les souris sont completement sédatées, au bout de deux a sept
minutes (Figure 9b). La patte droite de chaque animal est rasée de la colonne lombaire jusqu'a

la cheville, a I’aide d’une tendeuse (Figure 9c).

E
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Figure 9 : photographies originales représentatives des étapes de préparation des souris.
(@) Injection de kétamine + (xylazine ou xylocaine), (b) Sédation des souris,

(c)Rasage de patte droite.

11.2.2. Phase opératoire :

L'anastomose termino-terminale du nerf sciatique est pratiquée par le Dr HIMEUR du
service de neurochirurgie du CHU de Bejaia. L'opération chirurgicale débute d’abord par une
préparation de tout le matériel ainsi que les instruments nécessaires cités ultérieurement. Les
instruments chirurgicaux sont désinfectés en utilisant du stéranios a 20% pendant 20 min, puis
rincé avec de I’eau physiologique (Na cl 0,9%).

Lorsque 1’animale est totalement sédaté, il est déplacé sur un plan dur en liége recouvert

d’un champ stérile le tout est déposé sur une table opératoire, des points de repéeres du nerf

sciatique sont réalisés (Figure 10d) avant de badigeonner la patte de I'animal a la Bétadine iodée
(Figure 10e).

Figure 10 : Photographies originales des étapes, identification, dissection
(d) Identification des points de repéres, (e) badigeonnage par le betadermine, (f) dissection cutanée.

Une fois que le nerf sciatique est identifié il est sectionné a l'aide de ciseau (Figure 11g, h)
puis une anastomose termino-terminal est pratiquée et enfin la suture est réalisée avec un fil de
suture 9,0 (Figure 11i).

B
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Figure 11 : Photographies originales des étapes de réalisation d’anastomose nerveuse de type.termino-
terminal (X16). (g) nerf sciatique, (h) réalisation de la coupure, (i) réalisation de I’anastomose.

Pour finir, deux gouttes de miel équivalents a 0,20 g (Figurel2j), ou 0,1cc d’huile de
lentisque sont déposées au niveau du site d’anastomose (Figure 12k) puis la plaie est refermée

en réalisant suture cutanée (Figure 12I).
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Figure 12 : Application d’une substance bioactive (X16) , (j) application de miel, (k) application de
["huile de lentisque. (I) souris post opératoire.
11.3. Parametre d’amélioration de régénérescence neuronale :

11.3.1. Index Fonctionnel Sciatique (IFS) :

Il existe une variété de méthodes d’évaluation de la régénération nerveuse. Le but ultime
de la recherche de blessures de nerfs périphériques est d’obtenir une récupération fonctionnelle.

I1 est donc primordial qu’une évaluation fiable de la récupération fonctionnelle soit faite.

En 1982, de Medinaceli et collegues ont initié I’utilisation de 1’index sciatique
fonctionnel (IFS) puis Shen et collégues (1995) ont réévalué I’TFS afin de déterminer la fiabilité.
Leur étude démontre que I’'IFS est positivement corrélé a d’autres indices de récupération
fonctionnelle tel le potentiel d’action musculaire, ainsi que 1’épaisseur de la couche de myéline
entourant les axones régénérés. Plusieurs études ont confirmé la fiabilité de cette technique pour

I’évaluation de la récupération apres une blessure du nerf sciatique chez le rongeur.
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Celui-ci est mesuré a I’aide d’une régle graduée en utilisant les empreintes digitales au

cours de la récupération sciatique. Cette derniere refléte la fonction coordonnée des muscles du

membre inférieur.

Pour le calcul de I’TFS par intervalle de temps (6-8 semaines) : trois (3) empreintes du coté non

opéré (N), et expérimental (E) pour chaque souris sont choisis de fagon aléatoire (Figure 13).

-k

Figure 13: Photographies originales des mesures d’empreintes pour IFS.Exemple de mésure prise
pour IFS ( PL: bleu, TS: jaune, IT: rouge) d’'une patte de souris .(a) sans lésion nerveuse sciatique,
(b) éxperimentale.

Ces mesures sont ensuite introduites dans la formule modifiée par Bain et al (1989) afin

d’obtenir la valeur de ’'IFS :

EPL - NPL

ETS—NTS) 1 (EIT—NIT) 2
NPL ’ ’

) 109, 5( NTS NIT

IFS = —38,3(

IFS: Index Fonctionnel Sciatique.
PL: la distance entre le premier bout du plus long orteil et le talon.
TS: la distance entre le premier et le dernier orteil.

IT: la distance entre le 2™ et 4™ orteils.

Celui-ci est mesuré en utilisant les empreintes digitales, et afin de les obtenir nous avons

procédé a I’utilisation d’une regle graduée (Figure 14).
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Figure 14 : Photo originale technique de mesure des empreintes digitales.

Les mesures qu’on doit obtenir, dont IFS normal est représenté par une valeur numérique se
rapprochant de zéro indiquant une récupération fonctionnelle, et les valeurs négatives

croissantes (-30 a -100) indiquant un disfonctionnement neuronal.
11.3.2. Etude histologique :

Sept a huit semaines post-chirurgie les souris sont euthanasiées puis disséquées Les
extrémités distales et proximales du nerf sciatique sont prélevées et préparées pour I’analyse

microscopique. Pour ce faire, le protocole suivant a été suivi:

» La fixation:

Les échantillons neuronaux sont prélevés et transférés dans des tubes a essai stériles
contenant du formol 10% puis conserveés a 4°C pendant 48h. Cette étape a été réalisee dans le
but de conserver les tissus nerveux (maintenir leurs structures histologiques) (Figure 15 A).

> La déshydratation et éclaircissement

Les prélevements de tissus nerveux sont transférés dans des histo-cassettes identifiées, puis
mis dans un automate de déshydratation qui contient (08) bains d’éthanol (Figure 15B). Les
cassettes contenant les tissus vont étre plongées pendant 15-20 min dans des bains de
concentrations croissantes d'éthanol allant de 70-100%, dans le but d’éliminer le formol. Dans
I’étape suivante les cassettes sont immergées dans deux bains de xyléne et d’hématoxyline

pendant 30 min, puis dans deux bains de paraffine fondue pendant 1h30min.
> Etape d’enrobage

Les échantillons sont enrobés avec de la paraffine grace a un appareil appelé station
d’enrobage. Cette étape favorise 1’évaporation des solvants utilisés et ainsi obtenir des blocs

contenant les tissus (Figure 15 C).
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Il‘

Figure 15 : Photographies originales représentatives des étapes de fixation, déshydratation et
enrobage. A : Fixation au formol, B : Automate de déshydratation, C : Enrobage a la paraffine.

> Etape de coupure par microtome
Des coupes fines transversales d’une épaisseur de 2-3 um sont réalisées grace a un
microtome, puis étalées sur des lames référencées. Ces derniéres sont incubées dans un bain

marie, ensuite déparaffinées a 1’étuve pendant une nuit a 70°C (Figure 16D).

> Etape de coloration
Cette opération poursuit par transfere des lames dans différents bains, 1’éthanol,
éthanol/xyléne, xylene (Figure 16 E).
Les coupes sont transférées dans un bain d'hématoxyline, un colorant basique permettant
la coloration des noyaux. Pour mettre en évidence le cytoplasme, 1’éosine un acide qui favorise

sa coloration est utilisé. Le montage des lames se fait par la fixation a 'TEUKITT.

» Observation sous microscope :
Le montage se fait par I’ajout de ’EUKITT en recouvrant les lames par des lamelles.
Enfin I’observation est réalisée au microscope optique a un grossissement 20X, 40X et

100X en ajoutant I’huile & immersion (Figure 16F).
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Figure 16 : Photographies originale représentatives des étapes microtomie, coloration, montage des
lames. D : la microtomie, E : étapes de colorations, F : montage des lames.
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I11.1. Analyse quantitative et qualitatif du matériel neurobiologique :

Dans cette étude, nous avons évalué I’impact de la technique de réparation du nerf sciatique
« anastomose termino-terminale » et [l'application de substances bioactives sur la
régenérescence neuronale. Pour ce faire, deux approches méthodologiques ont été utilisées sur
trois (03) lots a savoir cing (05) souris du groupe témoin, cing (05) souris du groupe traité au
miel et quatre du groupe traité avec de I’huile de Lentisque. Toutes les souris ont survécu sauf

une qui a périe a la 5°™ semaine. Aucun animal n’a présenté aucune infection.
I11.1.1. L’analyse de I'indice fonctionnel sciatique et I'histologie :
I11.1.1.1. L analyse quantitative d’indice fonctionnel sciatique :
Les mesures d’empreintes digitales ont été analysées et comparées entre les trois (03) lots.
e Lottémoin :

Les valeurs d’TFS allant de -30 a -100 révélent des souris ne présentant aucune amélioration
alors qu’un IFS se rapprochant de zéro indique une récupération fonctionnelle. De facon
générale, nos résultats montrent que les animaux (Pino, Katia) ne présentent pas d’amélioration
fonctionnelle au cours des sept premiéres semaines post lésion (PL). Néanmoins, les valeurs
d’IFS a partir de la huitiéme semaine PL passent le seuil des -30 aux valeurs plus exactement

-24,73 et -25,84 pour ces mémes animaux (Pino et katia) suggérant une récupération
fonctionnelle (Figure 17 A et B). Tandis que I'IFS de I’animal (Sonic) augmente
progressivement jusqu’a -30,10 de la neuvieme semaine PL montrant un rétablissement

fonctionnel de la patte opérée (Figure 17 C).
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Figure 17 : Représentation graphique de la variation d’index fonctionnel sciatique pour trois souris
témoin. A) : évolution des valeurs d’IFS pour ’animal Pino, B) : évolution des valeurs d’1FS pour

[’animal Katia, C) : évolution des valeurs d’IF'S pour ’animal Sonic.

De facon intéressante, la différence entre deux (02) souris témoins par rapport aux trois (03)
souris précédentes, c’est que les animaux (Djidji et zoé) ne présentent pas une amélioration
fonctionnelle —51,56 au cours de la septiéme semaine avec des complications opératoires
(inflammation des membres inférieurs). Sachant que zoé est morte a la seizieme semaine PL

(stade de dégénérescence neuronale) (Figure D et E).

- femes {semaines) E) Temps (semaines)
O 0
e SI S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 T . 5 . -
5 .
T o Z,
1 A 52 y =-14,05In(x) - 56,152
w s -4 53 40
o x @
£ T A
=S N PPTUp Py LT TILL R = _60
n _60 ----------- I
- 80 T memeeeeee LOg (Djldjl) _— 80

Figure 18 : Représentation graphique de 1’évolution d’IFS pour deux souris témoin. D): les mesures
d’ifs de souris Djidji , E):les mesures d’ifs de souris zoé.

NB : Il est important de noter que la difference significative d ‘une souris a [’autre est les
semaines post Iésion pendant les mesures ont eu lieu .

Des résultats néfastes sur le rallongement des plaies lors des premiers jours post
chirurgicale, peuvent étre expliqués par une période inflammatoire de la cicatrisation de nerf

sciatique au site d’anastomose termino-terminale.

Les auteurs concluent que la méthode expérimentale d'évaluation fonctionnelle par I'index
fonctionnel sciatique chez les rats est entierement reproductible et fiable une fois appliquée

apres la deuxieme semaine des dommages produits par des Iésion du nerf (Monte-Raso02006).
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e Lot traité au miel :

Le groupe d’animaux (Nina, Yan et Pepsi et Sissi) traité au miel montre une augmentation
progressive des valeurs d’IFS a partir de la huitieme semaine PL dont les valeurs -23,46 /
-20,23/ -15,50 suggérant, plus précisément I’TFS de I’animal Sissi passe au seuil de -8,8 tend a

supposer que c¢’est un maximum de récupération fonctionnel (Figure 19 A, B, C et D).
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Figure 19 : courbes représentatives des valeurs d’IFS des souris traitées au miel. A) : évolution des
valeurs d’IFS pour I’animal Sissi, B): évolution des valeurs d’IF'S pour ’animal Nina, C): évolution des
valeurs d’IFS pour [’animal Pepsi, D): évolution des valeurs d’IFS pour [’animal Yan.

Malgreé un effet négatif sur la rétraction des plaies lors des premiers jours post chirurgicale,
correspondant a la période inflammatoire de la cicatrisation, le miel a permis un
raccourcissement significatif de la période d’épithélialisation grace a un effet cicatrisant marqué
en période proliférative de la cicatrisation. (Martini, 2006). Ces performances suggeérent

I’accélération des phénomenes cicatrisants de neurone

Il est important de noter qu'en 2011, une étude rétrospective a démontré et comparu
I’efficacité d’utilisation de pansement au miel dans la cicatrisation des brulures du 1 et 2°™
degré par rapport a des pansements classiques a base de sulfadiazine d’argent (SSD). Au travers
de ces rapports, ’efficacité du miel face aux traitements traditionnels a donc éte clairement

établie sur 51 patients (Kouechler, 2015).
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L’efficacité du miel dans le traitement des plaies s’explique par sa viscosité qui empéche la
contamination par les bactéries, et sa pression osmotique €levée crée un milieu humide autour
des plaies. Par conséquent, la croissance cellulaire n’est pas retardée, et le pansement n‘adhére
pas a la plaie. En plus, le miel stimule I’angiogenése (formation de nouveaux capillaires
sanguins) et la synthése de collagéne. Le peroxyde d’hydrogéne du miel dilué stimule la
croissance cellulaire en activant certaines enzymes (protéases a sérine, métallo- protéases) et le

récepteur de I’insuline (Kouechler, 2015).

L’effet cicatrisant de miel révélé dans notre étude, pourrait étre attribué aux différentes
propriétés physico-chimiques de ce produit. On suggére que d’apres ces propriétés lui conférent
un effet de barriere favorisant la cicatrisation neuronale. Par ailleurs, le miel est connu pour ses
effets antimicrobiens et anti-inflammatoires utiles au cours de la cicatrisation (Kouechler.
2015).

D’apreés les résultats obtenus une seule souris Simoun qui ne représente pas une récupération

fonctionnelle, sa valeur d’IFS atteint -38,83 au bout de la huitiéme semaine (Figure 20)
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Figure 20 : une courbe représentative 1’évolution d’TFS pour une souris traitée avec miel (Simou).
e Lot traité avec huile de lentisque :

Nos résultats montrent que les animaux (Franklin, Hoba et Lala) ne présentent pas
d’amélioration fonctionnelle au cours des six premieres semaines post lésion (PL). Cependant,
les valeurs d’TFS a partir de la septiéme semaine PL passent le seuil des -30 aux valeurs de
-20,70 et -24,66 et-24,26 pour ces mémes animaux suggérant une récupération fonctionnelle
(Figure 21 A, B et C).
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Figure 21 : Représentation graphique de la variation d’index fonctionnel sciatique pour trois souris
traitées par huile de lentisque. A) : évolution des valeurs d’IFS pour [’animal Franklin, B) : évolution
des valeurs d’IFS pour [’animal Hoba, C) : évolution des valeurs d’IFS pour [’animal Lala.

Comme tout produit naturel I’effet cicatrisant de 1’huile de lentisque utilisée est attribuable
au diverses constituants phytochimiques entrant dans sa composition.

En effet, I'utilisation thérapeutique de I'huile de fruit de lentisque, notamment pour le
traitement des problémes cutanés semble n’étre rapportée que par la pharmacopée traditionnelle
des régions d'Afrique du Nord, dans les zones allant de I'est de I'Algérie a la Tunisie (Boulebda

et al., 2009).

D’apres la littérature, des chercheurs locaux ont ¢également investigué 1’innocuité de cette
huile, dont 1’utilisation topique serait 1égérement irritante pour la peau des lapins. Concernant,
durant six semaines consécutives montre que cette huile est bien tolérée et n’entraine pas
d’effets toxiques sur les fonctions rénales ou hépatiques, chez le model lapin. La toxicité aigué
de cette huile est également faible (DL50 = 37 ml/kg de poids corporel par voie orale ; DL50 =

2.52 ml/kg poids corporel par voie intra péritonéale) (Djerrou et al., 2013).

Nos résultats d’TFS pour la souris Marsilino ne présent pas d’amélioration fonctionnelle au
cours des six premieres semaines post Iésion (PL), comme c'est le cas a la huitieme semaine a

une valeur de -38,35 qui n'indique toujours pas de récupeération fonctionnelle (Figure 22).
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Figure 22 : Index Fonctionnel Sciatique d’une souris traitée par I’huile de Lentisque (Marssilino).
Analyses comparatives des trois (03) lots :

Nos résultat montrent I’IFS moyen des trois lots . Nous observons & une semaine post-Iésion,
une chute de la valeur de I’index sciatique fonctionnel dans tous les groupes experimentaux,
indiquant une perte de fonction. Au cours de la huitiéme semaine PL, nous constatons une

amélioration fonctionnelle progressive pour tous les groupes (tableau I1):

Tableau 111 : Moyennes d’index sciatique fonctionnel pour chaque lot par intervalle de temps avec

écarts types (S1 = 1 semaine post-lIésion, S2 = 2 semaines post Iésion et ainsi de suite).

S2 S5 S8 =0

S6 S7

S1 Si S4

5154 -61,33 -6741 -6489 -60,23 -4944 -4571 -3595 -26,89
-38,83 -6650 -69,15 -52,7 -4552 -36,32 -31,75 -23,15 -21,36
-58,69 -70,42 -61,68 -47,98 -4557 -41,32 -31,83 -24,06 -

Les valeurs moyennes d’IFS démontrent une repartition des lots dans le processus de
recupération fonctionnel au cours de la huitiéme semaine, a savoir le miel de valeur -21,36

I’huile de lentisque -24,06 et témoin ( suture epineural) -26,89.
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Figure 23 : Evolution des moyennes d’index sciatique fonctionnel pour chaque lot en intervalle de
temps.

L’IFS moyenne de la cicatrisation lot Témoin et celui traité avec huile lentisque, montre
une différence expressive a I’avantage du lot traité par du miel, qui présente un pouvoir
cicatrisant neuronal plus rapide que les autres lots.

En effet, d’apres la littérature divers onguents contenant du miel ont été utilisés pour le
traitement des bralures dont le pansement au miel améliore la cicatrisation, raccourci le temps
de stérilisation des plaies et donne de meilleurs résultats en termes d'incidence de cicatrices
hypertrophiques. (Gupta et al., 2011) ainsi que d’autres problémes cutanés tels que : eczéma
chronique ; cicatrisation de site donneur de greffe de peau. L’étude a porté sur 40 malades suivis
sur une période de 12 mois, présentant des plaies d’étiologies diverses : chirurgicale,
accidentelle, infectieuse et trophique et des bralures essentiellement du deuxiéme degré
superficielles et profondes. L’étendue, 1’aspect et la profondeur sont appréciés des le début du
traitement et consignés dans le dossier. Une fois par semaine, une appréciation détaillée de tous
les éléments est effectuée.

L’évolution, suivie quotidiennement au moment des soins et apprécié objectivement par la
mesure de la plaie tous les huit (08) jours, a montré que la vitesse maximale de cicatrisation est
acquise apres deux semaines et la guérison au bout de cing (05) a (06) semaines en moyenne.
La durée est obtenue plus rapidement que celles des plaies infectées, aprés 14 et 46 jours
respectivement. La quantité du miel utilisée pour obtenir la cicatrisation ne dépasse pas 500

grammes.

Les resultats obtenus suggerent les utilisations médicales de 1’huile de lentisque rapportées
par nos études. Ces résultats sont également en accord avec d’autres études qui ont prouve
I’effet cicatrisant de cette huile pour le traitement des bralures et le traitement des plaies. A

noter cependant, que c¢’est la premiére fois que cet effet cicatrisant soit comparé avec miel dans

|




Chapitre 111 Résultats & discussions

le domaine de la régénérescence neuronale en appliquant la technique d’anastomose termino-

terminale.

Il y avait différence expressive entre les deux groupes au sujet du temps effectif en faveur
de groupe d’huile de lentisque mais avec un codt sensiblement plus élevé par rapport au groupe
témoin. En suggérant que I’huile lentisque a un effet important dans le processus de

régénérescence axonale.
111.1.1.2. Etude microscopique et analyse histologique :

¢ Analyse histologique de lot témoin :

Suite & la lecture des coupes histologiques au microscope optique aux differents
grossissements, nous avons constaté une apparition de régénerescence neuronale chez cette
souris témoin (Katia) qui est indiquée par des fleches (Figure 24), les fibres dégénérees
commencent a disparaitre au fur et @ mesure sont indiquées par des cercles en rouge. Par contre

chez Pino et sonic un début d’apparition de la régénération est observé puisque la plupart des

fibres dégénérées ont été dégradées par les microglie (figure 25 et 26).

Figure 24: photographies représentatives des coupes histologiques d’une souris témoin (Katia). a)
X40 & b) X100 correspondent aux différents grossissements.
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Figure 25: photographies représentatives des coupes histologiques d’une souris témoin (Pino).
a) X40 & b) X100 correspondent aux différents grossissements.
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Figure 26: photographies représentatives des coupes histologiques d’une souris témoin (Sonic). a) X40
& b) X100 correspondent aux différents grossissements.

En accord avec nos résultats et suggestion précédentes, les dommages de nerf surévalué
beaucoup de problémes qui sont vus avec des dommages pointus, massif trauma, ou traction
grave causant la rupture du nerf. La est la perte de continuité de tronc de nerf avec une complete
rupture de tous les éléments de soutien alors que la reinnervation ne se produit pas sans
anastomose de chirurgie avec suture epineurale est 1’'une des normes pour la réparation d'un
nerf blessé (Campbell, 2008).

Les résultats obtenus montrant une dégénérescence remarquable chez ces souris témoins

(Djidji et Zoé) donc il y a I’existance d’une dégénération axonale massive, ou les fibres

dégenerées sont plus abondantes ci-dessous indiquées par des cercles en rouge ( Figure 27 et
28).

Figure 27: photographies représentatives des coupes histologiques d’une souris témoin (Z0é). a) X20
& b) X40 c) X100 correspondent aux différents grossissements.
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Figure 28 : Photographies représentatives des coupes histologiques d’une souris témoin (Djidji). a)
X20 & b) X100 correspondent aux différents grossissements.

Le fait qu’il n'y’avait pas eu de régénérescence, est probalement lié a la technique opératoire,
il y a toujours un pourcentage dans lequel les fibres de régénérescenc ne dépassent pas le site
d’anastomose, défaut de coaptation nevrome. D’aprés la littérature, une étude d’anastomose
termino-terminale de type épineurale a été réalisée sur trois (03) groupes de rats dont le premier
groupe témoin, groupe deux en utilisant une substance chimique qui est le n-butyl-2-
cyanoacrylate et le troixiéme a été traité a la colle de fibrine. L'évaluation du rétablissement de
nerfs a été faite fonctionnellement et histologiquement plus de trois mois post-opératoire.
L’étude a montré que la régéneration était meilleure dans le groupe traité avec la colle de fibrine
en le comparant aux deux (02) autres groupes a savoir le groupe témoin et celui traité par le n-

butyl-2-cyanoarylate(Breshah et al., 2013).
e Analyse histologique de lot traité au miel :

Les résultats histologiques montrent que la régénérescence est meilleur dans le groupe traité
avec le miel en le comparant au groupe témoin et le groupe traité avec I’huile de lentisque. Dans
le groupe miel nous avons constaté qu’il y a un commencement de la régénération, ainsi qu'un
nombre élevé de faisceaux a régénérer lesquelles sont indiquées par des fleches, et pratiquement
le nerf sciatique devient normal car les fibres dégénérées ont été dégradées par les microglies
et I’apparition des faisceaux de régénération. Cette derniere avance la réparation des axones de
nerf sciatique, pour les souris Sissi, Yan, Pepsi tandis pour Nina ce phénomene est remarquable
beaucoup plus dans la partie distale 2 du nerf comme indiqué par des fleches (Figure 29, 30,
31, 32 et 33).
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Figure 29 : photographies représentatives coupe histologique d’une souris traitée avec miel distale 1
(Nina). a) X20, b) X40 & c) X100 correspondent aux différents grossissements.

Figure 30 : Coupe histologique d’une souris traitée avec miel (Nina) distale 2. A) X20, b) X40 & c)
X100 correspondent aux différents grossissements.

Figure 31: photographies représentatives des coupes histologique d’un nerf d’une souris traité

avec miel (Sissi). a) X20, b) X40 & c) X100 correspondent aux différents grossissements.
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Figure 32: Photographies représentatives des coupes histologique d’une souris traité avec
miel (Pepsi). a) X20, b) X40 & c) X100 correspondent aux différents grossissements.
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Figure 33: Photographies représentatives des coupes histologique d’une souris traitée au miel (Yan) .
Les a) X40 & b) X100 correspondent aux différents grossissements.

Nos resultats nous permettent de suggérer le pouvoir cicatrisant neuronal par le miel, en
accord avec la littérature. Depuis plusieurs annnées, le CHU de Limoges utilise le miel comme
cicatrisant des plaies. De 1984 a 2009, le Pr Descottes et son équipe, ont utilisé le miel de thym
sur 3012 patients pour traiter des lésions diverses (brulures, ulceres, escarres, etc.), des kystes
Sacrococcygiens, des fermetures pariétales aprés ablation de stomies et des désunions
cicatricielle post-chirurgie. Durant la période de 1’étude expérimentale, la surface et le volume
des plaies prises en charge ont été enregistrés d’apres une étude réalisée en 1988 qui comparait
la vitesse de cicatrisation du miel a celle de la BIOGAZE et du DEBRISAN pour des plaies de
taille égale en moyenne a 8,5 cm?. La BIOGAZE est un pansement gras protecteur composé
d’une compresse imprégnée d’huiles essentielle de niaouli et de thym, et de lanoline. Le
DEBRISAN dextranomere est un pansement osmotique utilisé pour la détersion des plaies
chroniques existant sous forme de poudre ou platre. Cette étude a permis de mettre en évidence
une vitesse de cicatrisation beaucoup plus importante avec le miel (0,78 cm? par jour) qu’avec
I’autre traitement (0,39 cm 2) par jour pour la BIOGAZE et 0,47 cm2 pour le DEBRISAN. La
vitesse moyenne de cicatrisation variait de 21 jours des plaies non infectées et de surface
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inférieure ou égale a 10 cm? & 75 jours pour des nécrosés pariétales supérieurs a 30cm 2 (Le
bihan, 2016).

L’histologie de 1’animal Simou qui, lui représente des fibres de dégénération sont indiquées

par un cercle qui occupent 25% de I’espace endoneurial ( Figure 34).

Figure 34: Photographies représentatives des coupes histologique d’une souris traité avec miel (simou).
Les a) X20 & b) X40 correspondent aux différents grossissements.

L’echec d’aboutissement de processus de la régénérescence peut étre causé par le fait que
lors de I’euthanasie, on a remarqué la partie proximale était plus longue et se régénére d’un seul

coté.

e Analyse histologique de lot traité par I’huile de lentisque :

Pour le groupe lentisque on remarque un début d’une régéneration faible indiquée par des
fleches pour franklin, lala et hoba puisqu’il y a toujours présence des fibres dégénerées, par
contre il n’y a pratiqguement aucun signe de régenérescence pour marssilino représenté par un

cercle (Figure 35).

Figure 35: coupe histologique d’une souris traitée avec ’huile de lentisque franklin a) X40 & b) X100
correspondent aux différents grossissements.
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Figure 36: photographies représentatives des coupes histologiques d’une souris traité avec 1’huile de
lentisque (Hoba). a) X40 & b) X100 correspondent aux différents grossissements.

Figure 37: photographies représentatives des coupes histologiques d’une souris traitée avec 1’huile de
lentisque (Marsilino). a) X40 & b) X100 correspondent aux différents grossissements.

Figure 38: photographie représentative d’une coupe histologique d’une souris traitée a I’huile

de lentisque (Lala) grossissement X40.

L’effet cicatrisant de I’huile de lentisque a été plus marqué durant la phase proliférative
de la cicatrisation ou les plaies de lot utilisant des rats ont présenté des reductions de taille tres
importantes. Ces résultats ont trouvé un effet plus marqué de cette huile au cours de la période
inflammatoire. A noter cependant, que ces chercheurs ont utilisé le lapin comme model

expérimental au lieu du rat, ce qui pourrait expliquer les différences constatées. Ces dernieres

E
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seraient liées aux propriétes différentes des peaux des deux espéces notamment en matiere de

perméabilité transcutanée qui est supérieure pour la peau du lapin.

Les produits naturels cicatrisants manifestent leurs effets grace a I’un des mécanismes
suivant effet antimicrobien, anti-inflammatoire, antioxydant, stimulation de la synthese du
collagene, de la prolifération cellulaire et effets angiogéniques. Dans le cas de I’huile de Pistacia
lentiscus sa richesse en produits bioactifs tels que les acides gras, triglycérides, phytostérols,
tocophérol pourrait expliquer 1’effet cicatrisant constaté. Les différents constituants de cette

huile agiraient par divers mécanismes (Mammeri et al., 2012).
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CONCLUSION

Les blessures traumatiques telles que les lésions périphériques sont une cause significative
d’handicap physique causées essentiellement par les accidents de la voie publique, ce qui a
mené a I’utilisation des sutures microchirurgicales a savoir la technique temino-terminale,
associée a des substances naturelles tel que le miel et I’huile de lentisque.

Les résultats de cette technique chez les souris et I’application des différentes substances
naturelles a permis de tirer les conclusions suivantes :

e Le groupe traité avec miel montre une meilleure régénérescence, c’est ce qui a été
montré par le calcul d’index fonctionnel sciatique et les différents résultats
histologiques, en les comparant avec le groupe témoin et celui trait¢ au ’huile de
lentisque.

e [L’IFS et les analyses histologiques ont révélés un effet cicatrisant réel de 1’huile de
lentisque ; cet effet cicatrisant était plus au mois remarquable que celui de témoin.

e Etpour les souris qui ne présentent pas de processus de régénérescence, on suggere qu’il
y a défaut de coaptation des névromes, sur les sites d’anastomose, car il y a un
pourcentage dont lequel quelques fibres ne dépassent pas le site d’anastomose.

En termes de perspective et afin de compléter et d’approfondir la présente étude, qui ouvre de

nouvelles voies de recherches, notamment :

v’ L’utilisation d’un mélange de I’huile de lentisque avec miel.

v' Effectuer des injections d’une solution du miel ou I’huile de lentisque durant la
période post-chirurgical dans le but d’aboutir & un phénomeéne de la régénérescence
neuronale a court terme.

v’ Réaliser test de fonctionnalité, par exemple parcourir de longues distances 60 cm
environ, ascensionner.

v D'utiliser un logiciel pour calculer I’'IFS afin de mener plus de précision, et opter
pour d’autres parameétres d’évaluation tels que I’angle de décollement, et la neuro-
électrophysiologie.
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ANNEX |

Tableau : composition d’aliments de souris.

Composition Supplément
Mais, Tourteaux de soja, Issues de Antioxydant : BHT
Meunerie, Calcaires, Phosphates, Sel, Vitamines : A, E, D3

Acides Aminés, Oligo-éléments,

Poly-vitamines, Antioxydant.

ANNEX 11

Méthode d’extraction de I’huile de Pistacia Lentiscus en Tunisie :

> Récolte des baies de lentisque : la récolte a été faite pendant le mois de novembre. Le
choix a été porté sur des arbustes dont le stade de pigmentation (Maturité) des baies était
semi-noir ou noir en évitant le stade vert ou rouge.

> Effeuillage : Cette opération a été effectuée manuellement dans le but de se débarrasser
des rameaux et des feuilles récoltés avec les fruits.

» Lavage : les baies ont ét¢ lavées avec de 1’eau courante.

> Séchage : les baies lavées ont été égouttées et en suite séchées dans un endroit aéré a
I’abri de la lumiére.

> Broyage et malaxage : les baies de lentisque ont été ensuite écrasées, y comprises les
enveloppes et les graines, et malaxées pour les transformer en une pate.

» Decantation : le mélange obtenu a été versé dans une jarre contenant de 1’eau froide.
Dans cette étape I’huile a été séparée de 1’eau et des déchets par décantation naturelle.
L’huile remonte naturellement a la surface puisque sa densité est inférieure a celle de
I’eau.

» Stockage : L’huile obtenue a été stockée dans des bouteilles en verre bien remplies et
fermées hermétiquement. Elles étaient gardées au frais a 1’abri de la lumiere jusqu’a
utilisation.
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ANNEX 111
Souris
Surnom
Sexe
Poids

intervention chirurgicale

Date de l'intervention :

Durée sédation

Type d’anastomose nerveuse

Utilisation substance bioactive

Complication post opératoire immédiate

Evolution

01 sem. 02 sem.

03 sem.

04 sem.

empreintes digitales

la longueur de
I’'empreinte(PL

I’écartement des
orteils(TS

I’écartement des
orteils
intermédiaires (IT

la valeur de I'Index
Fonctionnel
Sciatique (IFS).

IFS = —-38,3 (

EPL—- NPL

NPL

)+ 109,5( NTS

ETS—NTS) (

EIT — NIT
—) - 8,8

processus de I'euthanasie

Date :

Methode :

Etude histologique

Analyse quantitative
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Etude Expérimentale

Animal :

Souris
- Race : swiss-albinos
- Sexe : male et femelle
- Nombre : 20 souris reparties en 04 groupes de 5 :
o 1) anastomose termino-terminale;
= Avec miel
= Sans miel
o 2)anastomose latero-terminale;
= Avec miel
= Sans miel
- Poids : entre 20-50 g
- Age : entre 4-6 semaines

Matériels :
Instruments :

- Substance anesthésiantes : Kétamine + Xylazine
- Seringue (1cc),

- Betadermine a 10%,

- Compresse stériles.

- Tendeuse

- Fils a suture:9/0, 4/0

- 1 paire de ciseaux forts 14cm a embouts pointu/arrondi pour débuter la dissection.

1 paire de ciseaux fins 11cm a embouts pointu/pointu pour les étapes nécessitant une grande
dextérité.
pince Dumont n°5 trés fine, idéale pour les travaux de précision.

- pince fine 11cm a embouts courbés et crantés pour étirer la peau de votre souris (adson

forceps)
- jewelers forceps curved
- lames de scalpel
- Epingles pour dissection
- Plan dur en liege
- substance bioactive : miel

Désinfection a l'aide du stéranios 20% pendants 20min, puis rincé avec de |'eau physiologique.

Protocole :
Anesthésie :

- substance anesthésiantes utilisées : Kétamine + Xylazine
- voie d’administration : intra péritonéale
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- Dose respective : 120mg/kg ; 5mg/kg
- Délai d’action

Les souris sont anesthésiées et placées sur une couverte chauffante afin de prévenir I’hypothermie.

Préparation de la souris :

- Lajambe droite est rasée de la colonne lombaire a la cheville.
- Position : I'animal est placé en décubitus ventral avec la jambe droite angulée a 450 de I'axe

longitudinal du corps.
- badigeonnage a la bétadine iodée

Chirurgie :

« Dr Himeur »

- Dissection plan par plan.

- Repérage et exposition du nerf sciatique

- Section du nerf sciatique

- Réparation Nerveuse : Méthode :
o Termino-terminale : Epineural; Fascicular
o Latero-terminale : Epineural; Fascicular

- Avecou sans l'utilisation substance bioactive

RESULTATS

Processus de I'euthanasie:

Comparaison des deux méthodes
Clinique: Observations comportementales

Etude histopathologique: Analyse quantitative des axones régénérés



Résumé:

Les |ésions nerveuses périphériques notamment de nerf sciatique sont I’ une des complications post-traumatisme altérant
les fonctions motrices et sensitives. Le ressort de cette étude, est la réparation du nerf sciatique par une technique
microchirurgicale «anastomose termino-terminal e». Expérimentalement, la technique d’ anastomose nerveuse a été appliquée
en gjoutant des substances naturelles telle que le mid ou I’ huile de Pistascia Lentiscus, qui ont été choisies et comparées entre
elles, afin d'évaluer leurs pouvoir cicatrisant et accélération de phénomene de la régénérescence du nerf périphérique. La
stimulation transcutanée a été également bénéfique a laréinnervation musculaire fonctionnelle démontrée par une amélioration
significative de |’ | FS atemps environ sept a huit semaines, sachant que les souris BALB/C traité par miel son IFS passe le seuil
-8,8.ensuite le deuxiéme paramétre qui est I’analyse histologique qui nous permettra une analyse morphologique des nerfs
régénérés. Notre étude rejoint les données de lalittérature en termes de suggérer le pouvoir cicatrisant des substances naturelles

utilisées.

Mots clés : Nerf périphérique, Réparation, Régénérescence de I’ axone, Lésion nerveuse périphérique, Pistascia Lentiscus,

Nerf sciatique, Miel, Anastomose termino-terminale, Index fonctionnel sciatique, microchirurgicale.
Abstract:

The peripheral nervous lesions in particular of nerve sciatic nerve are one of the complications post-traumatism
deteriorating the driving and sensitive functions. The spring of this study, is the repair of the nerve sciatic nerve by atechnique
microsurgery “end to end anastomosis’.In experiments the technique of nervous anastomosis was applied by adding natural
substances such as the honey or the oil of pistaschio lentisk, which were chosen and to compare between them, in order to
evaluate their healing capacity and acceleration of phenomenon of the rejuvenation of the periphera nerve. Transcutaneous
stimulation was al so beneficial with the functional muscular reinnervation shown by a significant improvement of the SFI has
time approximately seven to eight weeks, knowing that the BALB/C mice treated by honey its SFI pass the threshold -8,8. then
the second parameter which isthe histological analysiswhich will allow usamorphological analysis of the nervesto regenerate.

Our study joined the data of the literature in term to suggest the healing capacity of natural substances used.

Key words: Periphera nerve, Repair, Rejuvenation of the axon, periphera nervous Lesion, pistaschio lentisk, Nerve sciatic

nerve Honey, end to end anastomosis, functional Index sciatic nerve, microsurgery.
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