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Résumé :

L'objectif principal de notre travail a été d'évaluer les effets préventifs de trois types de substances
. la poudre de feuilles de I’ Annona muricata (Graviola) a 120 mg/kg, le dichloroacétate (DCA) a 100
mg/kg, et un mélange d'immunostimulants d'origine fongique (Reishi, Shiitake et Maitake a 6,66 mg/kg,
associés au fB-glucane levurien et a l'arabinogalactane a 6,66 mg/kg) en application seule et combinée
sur une carcinogenese expérimentale de la peau induite chimiquement en deux étapes avec 100 g de
DMBA/ml d'acétone comme initiateur et I’huile de croton comme promoteur. Dans un premier temps,
nous avons procédé a la mise au point du modele animal de la cancérogénese sur la souche locale de
souris swiss albinos en variant soit la dose soit la fréquence d’application de D’initiateur. Les
observations morphologiques et histologiques ont permis d’établir le modéle voulu. En deuxiéme étape,
nous avons testé la toxicité chronique de la poudre de feuilles de Graviola ainsi que du mélange des
deux immunostimulants (B-glucane et arabinogalactane) en utilisant une dose dix fois supérieure a celle
utilisée en pharmacopée. Nos résultats histologiques et biochimiques ont confirmé l'innocuité des
immunostimulants, tandis que les feuilles de Graviola ont montré une reprotoxicité, se traduisant par
une baisse de la fertilité. Enfin, nous avons procédé a I'évaluation de I’éventuel effet préventif des
substances sur la cancérogénese expérimentale. Nos résultats ont montré une inhibition totale du
développement des papillomes chez les lots traités par toutes les substances testées, qu'elles soient
appliquées seules ou combinées. Les paramétres histologiques et hématologiques ont indiqué
I’implication du systéme immunitaire dans la suppression tumorale, avec cependant une plus forte
réponse inflammatoire lorsque les traitements sont combinés. Les paramétres du stress oxydant ont
indiqué que la suppression tumorale serait probablement due a une augmentation de I’état de stress
causé par un cumul de peroxyde d’hydrogene. Notre expérience représente un criblage pour estimer les
substances ayant un effet antitumoral et constitue une étape initiale pour tester et sélectionner d'autres
substances. Nos modéles pourront servir a l'avenir comme plateforme pour étudier des substances a

action prophylactique contre le cancer de la peau.

Mots clés : Cancer de la peau, DMBA/Huile de croton, Immunostimulants, Annuna muricata,

Dichloroacétate, Souris Swiss Albinos.



Abstract:

The primary objective of our work was to assess the preventive effects of three types of
substances: Annona muricata (Graviola) leaf powder at 120 mg/kg, dichloroacetate (DCA) at
100 mg/kg, and a mixture of fungal-origin immunostimulants (Reishi, Shiitake, and Maitake
at 6.66 mg/kg, combined with yeast -glucan and arabinogalactan at 6.66 mg/kg) applied alone
and in combination on a chemically induced experimental skin carcinogenesis model using 100
pg of DMBA/mI of acetone as an initiator and croton oil as a promoter. Initially, we developed
the animal model for carcinogenesis in the local strain of Swiss albino mice by varying either
the dose or the frequency of the initiator application. Morphological and histological
observations established the desired model. In the second phase, we tested the chronic toxicity
of the Graviola leaf powder and the mixture of the two immunostimulants (B- glucan and
arabinogalactan) using a dose ten times higher than that used in pharmacopoeia. Our
histological and biochemical results confirmed the safety of the immunostimulants, whereas
Graviola leaves showed reproductive toxicity, resulting in decreased fertility. Finally, we
evaluated the potential preventive effect of the substances on experimental carcinogenesis. Our
results showed a complete inhibition of papilloma development in groups treated with all
tested substances, whether applied alone or combined. Histological and hematological
parameters indicated the involvement of the immune system in tumor suppression, although
there was a stronger inflammatory response when treatments were combined. Oxidative stress
parameters suggested that tumor suppression was likely due to an increased state of stress
caused by a buildup of hydrogen peroxide. Our experiment serves as a screening tool to
estimate substances with antitumor effects and constitutes an initial step for testing and
selecting other substances. Our models may serve in the future as a platform to study substances

with prophylactic action against skin cancer.

Keywords: Skin cancer, DMBA/Croton oil, Immunostimulants, Annona muricata,

Dichloroacetate, Swiss Albino Mice.
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INTRODUCTION



INTRODUCTION :

Le cancer est une maladie caractérisée par la prolifération incontrdlée de cellules
transformeées, soumises a une évolution par sélection naturelle. Cette définition actualisée a été
proposée par (Brown et al., 2023). D'apres les estimations de I'Organisation mondiale de la
santé (OMS) en 2019, le cancer est classé comme premiére ou deuxiéme cause de décés avant
I'age de 70 ans dans 112 des 183 pays. Il est classé en troisieme ou quatrieme position dans 23
autres pays (Sung et al., 2021). Le registre des tumeurs de la wilaya Alger révéle qu'en 2021,
sur une population de 3 890 828 habitants de cette wilaya, 8731 nouveaux cas de cancers, y
compris les carcinomes basocellulaires, ont été enregistrés. Ce chiffre représente une
augmentation de 12,8 % par rapport a I’année 2020, o 7615 nouveaux cas avaient été recensés.
Parmi ces types de cancer, on note 141 cas de cancer de peau (carcinomes basocellulaires

exclus) soit 3,7 % des cas enregistrés (Boutekdjiret & Bouheraoua, 2021).

Notre travail vise a approfondir notre compréhension de la carcinogenéese de la peau, en
mettant au point un modele local de carcinogenese cutanee qui pourrait servir de référence pour
évaluer a l'avenir les effets anticancéreux, qu'il soit prophylactique ou curatif, de substances in
vivo. L'étude de la carcinogenese expérimentale est essentielle pour comprendre les
mécanismes de formation des tumeurs cutanées (Tanaka et al., 2013). Ceci nous permettra
d’évaluer la réponse de notre souche locale de souris de laboratoire a la carcinogenése chimique
et au traitement. Dans ce contexte, le papillome est un type de tumeur cutanée induit par des
substances chimiques, telles que le 7,12- diméthylbenz[a]anthracéne (DMBA) et le phorbol-
12-myristate-13-acétate (TPA). Ces substances peuvent induire des mutations génétiques et
des modifications épithéliales, menant a la formation de papillomes, qui peuvent évoluer vers

des carcinomes spinocellulaires (épidermoides) plus agressifs (Neagu et al., 2016).

Nous avons débuté par une mise au point de la cancérogenése cutanée en testant plusieurs
doses et fréquences d’exposition a I’initiateur (DMBA). Une fois le modéle choisi, nous avons,
a la base d’une profonde étude bibliographique, sélectionné trois substances (le dichloroacétate
(DCA), un mélange d'immunostimulants, et les feuilles de Graviola (Annona muricata)) pour

évaluer leurs effets préventifs contre la cancérogénese chimique. Cependant,



avant d'entreprendre ces évaluations, nous avons estimé nécessaire de vérifier 1’éventuelle
toxicité du Graviola et du mélange d’immunostimulants (béta-glucane et arabinogalactane)
pour garantir I'innocuité de ces substances sur I'organisme. Nous avons exclu le DCA de cette
étude en raison de son utilisation en clinique comme traitement approuvé pour l'acidose
lactique (Stacpoole et al., 2008). La toxicité chronique a été évaluée au niveau du foie, du
cerveau et de 1utérus, ainsi que sur les parametres de stress et les paramétres biochimiques
sanguins. Cette évaluation nous aidera a comprendre les effets secondaires potentiels de ces
substances et a approuver leur utilisation a long terme. Notre approche est caractérisée par la
combinaison des trois thérapies. Cette approche est souvent utilisée dans les soins
complémentaires ou alternatifs pour maximiser les bénéfices thérapeutiques en intégrant
plusieurs modalités de traitement (Mokhtari et al., 2017). La combinaison comporte :
= La Phytothérapie : le Graviola, qui un arbre tropical dont les feuilles, en particulier,
sont souvent étudiées pour leurs composés bioactifs, notamment les Acétogénines qui
présentent un grand pouvoir anticancérigene.
= La Myco-immunothérapie: les immunostimulants dérivés de champignons et de
levures (Beta-glucanes) en plus de I’arabinogalactane, connus pour leur réle activateur
de la réponse immune inneée.
= Therapie métabolique expérimentale : le DCA connu pour son réle inhibiteur de la

Pyruvate dehydrogénase kinase (PDK).

Les effets anticancérigenes de ces traitements ont été évalués via des études
morphologiques et histologiques, les paramétres hématologiques, ainsi que les parametres du
stress oxydatif. Cette étude pourrait ouvrir la voie a de nouvelles approches thérapeutiques pour

le traitement du cancer.
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Chapitre 1 : la peau et le cancer cutané

1 Structure anatomique:

La peau, appelée aussi tegument (du latin tegumentum = couverture), est I’organe le plus

lourd et le plus étendu de I’organisme, elle pése environ 4Kg et sa superficie est de 2 m?.
L’épaisseur de la peau varie, en fonction de la région, elle est de 1 mm au niveau des paupicres
(peau fine) et de 4 mm au niveau de la paume de la main (peau épaisse). Elle constitue beaucoup
plus qu’une simple enveloppe recouvrant notre corps ; elle est le siege de nombreuses fonctions
: protection, thermorégulation, fonctions sensorielles, d’échanges et métaboliques. Sur un plan
structural, la peau est constituée de trois tissus superposés :

- L’épiderme : est le tissu le plus externe,

- Le derme : est le tissu intermédiaire,

- L’hypoderme : est et le tissu le plus profond (figure 1) (Levacher & Melissopoulos, 2012).
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Figure 1: Coupe transversale de la peau et du pannicule (Kolarsick et al., 2011).
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1.1 L’épiderme:

L'épiderme est un tissu de revétement, c’est un épithélium stratifi¢é squameux kératinisé qui

assure principalement la protection de l'organisme contre les agressions extérieures. Cette

protection est assurée par la cohésion des cellules épithéliales et la production de kératine, une

protéine fibreuse résistante. Les cellules épidermiques sont reliées par les desmosomes, elles

sont attachées au derme par la jonction dermo-épidermique. L'épiderme, non vascularisé, Il est

alimenté par la diffusion de fluides intercellulaires depuis la vascularisation dermique
(Levacher & Melissopoulos, 2012).
L’épiderme contient plusieurs types de cellules (figure 2):

Les Kératinocytes : représentent la population majoritaire des cellules

épidermiques (90 a 95 %), ils produisent une protéine fibreuse, la kératine, qui
confére aux cellules de I’épiderme leurs propriétés protectrices (Démarchez, 2015).
Les kératinocytes subissent un processus de differenciation lors de leur migration de
la couche basale vers la surface de la peau, résultant en la kératinisation. Ce processus
se divise en une phase synthétique ou la cellule accumule de la kératine, un filament
fibreux faisant partie du cytosquelette cellulaire suivi de la phase dégradative ou la
cellule est transformée en une cellule cornée ou cornéocyte. Ce processus de
maturation aboutissant a la mort cellulaire est appelé différenciation terminale
(Kolarsick et al., 2011).

Les mélanocytes : ce sont des cellules épithéliales caractérisées par de fines

ramifications, responsables de la synthese de la mélanine, un pigment qui s'accumule
autour du noyau des kératinocytes conférant a la peau sa teinte brune. Les variations
raciales dans la couleur de la peau ne sont pas dues a des différences dans le nombre
de mélanocytes, mais plutot au nombre, a la taille et a la distribution des mélanosomes
ou granules de pigment a l'intérieur des kératinocytes (James et al., 2019).

Les cellules de Langerhans : présentes a hauteur de 3% a 5% parmi les kératinocytes

du stratum spinosum, elles jouent un role clé dans la réponse immunitaire. Elles
appartiennent a la lignée monocyte-macrophage et sont essentielles pour la
reconnaissance, l'absorption, le traitement et la présentation des antigénes aux

lymphocytes T sensibilisés (James et al., 2019)
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- Les cellules de Merkel : ce sont des mécanorecepteurs de type | en forme ovale et a

adaptation lente, elles sont localisées dans des zones de forte sensibilité tactile, telles
que les doigts, les lévres et certaines parties de la cavité buccale. Elles sont attachées
aux kératinocytes basaux par des jonctions desmosomales. Des déformations légeres
des kératinocytes voisins déclenchent la secrétion d'un signal chimique par les
cellules de Merkel, induisant un potentiel d'action dans le neurone afférent voisin et

transmettant ainsi le signal au cerveau (Kolarsick et al., 2011).

Tous les 28 jours, les kératinocytes basaux se différencient et migrent vers le haut pour former

le stratum corneum apres une accumulation de kératine et de lipides (Abdo et al., 2020).

Les cellules mentionnées ci-dessus occupent I'épiderme et forment quatre couches distinctes :

1. La couche basale : la plus profonde, est constituée de cellules souches qui se
differencient et se divisent, avec les cellules filles rejoignant les couches plus
superficielles. Les cellules de cette couche sont également appelées basales, d'oti le nom
du carcinome basocellulaire.

2. Lacouche épineuse : est formée de plusieurs rangées de kératinocytes.

3. La couche granuleuse : est composée de kératinocytes aplatis dont les organites se
désintégrent, et le cytoplasme est rempli de granules.

4. La couche cornée : la plus superficielle, est constituée de plusieurs couches de
kératinocytes morts, transformés en sacs membraneux remplis de kératine. C'est la
couche qui est éliminée lors d'un gommage de la peau. Les cellules des couches 2, 3 et
4 sont également appelées squameuses, malpighiennes, épidermiques ou spineuses,

d'ou le nom du carcinome spinocellulaire (So, 2007) (Marieb et al., 2015).
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Figure 2: Principales structures de 1’épiderme humain en couches transversales (Démarchez,
2015).

1.2 Lederme:

C’est un tissu conjonctif constitué d’une substance fondamentale dans laquelle baignent
des fibroblastes et diverses cellules, des fibres de collagene de types | et Il a raison de 70%,
des fibres élastiques a raison de 5% qui conferent a la peau ses propriétés extensibles.
L’¢épaisseur du derme varie de 0,5 a 5 mm selon la région du corps. Il se divise en deux couches
principales :

= Le derme papillaire, en contact avec la membrane basale,
= Le derme réticulaire, en contact avec le tissu sous-cutane.

Le derme abrite également des vaisseaux sanguins, des canaux lymphatiques et des nerfs
sensoriels. 1l contient également des terminaisons nerveuses spécialisées, telles que les
corpuscules de Pacini pour la détection des vibrations et les corpuscules de Meissner pour les
sensations tactiles et de pression (figure 3) (Lai-Cheong & McGrath, 2017; Marieb et al,
2015).
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Figure 3: Photographie d’une coupe de derme prise au microscope optique (Marieb Elaine
N, 2015).

1.3 L’hypoderme :

Principalement composé de tissu adipeux qui stocke les graisses et joue un role crucial
dans les réserves énergétiques. Il assure également la liaison entre la peau et les structures sous-
jacentes, en particulier les muscles, tout en permettant une liberté de mouvement en glissant
sur ces structures (figure 1). Chez les individus non obéses, environ 80 % de la graisse
corporelle totale est localisée dans le tissu sous-cutané. Ce tissu adipeux a une fonction
endocrinienne, il produit la leptine qui joue un réle dans la régulation de I'appétit et le contrdle
énergétique meétabolique (Alexandre et al, 2012 ; Lai-Cheong & McGrath, 2017; Levacher
& Melissopoulos, 2012).

2 Fonction de la peau:

2.1 Fonction protectrice :

La peau exerce une fonction protectrice essentielle contre diverses agressions
extérieures. Elle assure une protection mécanique contre les mouvements du corps et les
chocs grace a la couche cornée, aux fibres du derme et au coussin graisseux de I'hypoderme.
La barriere chimique est assurée par la couche cornée et le film formé par la sueur et le

sébum, mais certains produits peuvent la franchir, représentant un risque d‘absorption,
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notamment chez les nourrissons. La peau protége également contre les microbes par la
couche cornée, les cellules immunitaires du derme et la flore microbienne normale.

Contre les rayons du soleil, la peau s'épaissit et sécréte davantage de mélanine pour une
double protection (Tran, 2007).

2.2 Régulation thermique:

La peau joue un role crucial dans le maintien d’une température corporelle constante.
Deux mecanismes contribuent a la thermorégulation cutanée : le contréle du flux sanguin
cutané et la sudation thermique. En réponse a la chaleur, elle favorise I'évacuation de I'excés
de la chaleur par la dilatation des petits vaisseaux du derme et la sudation. En cas de froid, la
peau agit en resserrant les petits vaisseaux, en utilisant le coussin graisseux de I'hypoderme et
en provoquant la contraction des petits muscles des poils (chair de poule), afin de contrer le
refroidissement de I'organisme (Cranston, 1989; Tran, 2007).

2.3 Fonction sensitive :

La peau joue un role essentiel dans notre perception sensorielle, encodant des sensations
telles que la tempeérature, le toucher et la douleur. Les sensations cutanées sont générees par
des neurones somatosensoriels présents dans la peau. Ces neurones, dont les corps cellulaires
se trouvent dans les ganglions trigéminaux et dorsaux (DRG), convertissent les stimuli
sensoriels en potentiels d'action qui se propagent vers le systéme nerveux central (Lumpkin &
Caterina, 2007). La peau peut detecter des motifs fins grace a une collaboration entre
terminaisons nerveuses et capteurs épidermiques. Les diverses cellules de I'épiderme, telles que
les kératinocytes, mélanocytes, cellules de Langerhans et cellules de Merkel, expriment des
protéines capteurs et des neuropeptides, contribuant ainsi au systéeme sensoriel de la peau
(Boulais & Misery, 2008).

3 Lecancerdelapeau:

Le cancer de la peau est la forme la plus répandue de cancer aux Etats-Unis. Il se divise
généralement en cancer de la peau mélanique et non mélanique. Les études épidémiologiques

indiquent une augmentation des cancers cutanés au fil des décennies. Les options de
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traitement incluent I'excision chirurgicale, la cryothérapie, la chimiothérapie, I'immunothérapie

et la radiothérapie. La protection solaire adéquate, notamment I'utilisation de creme solaire, est

cruciale pour prévenir le cancer de la peau (Gruber & Zito, 2024).

3.1 Facteurs de risque :

Le principal facteur de risque environnemental pour tous les cancers de la peau est le

rayonnement ultraviolet. La nature de I'exposition aux rayonnements ultraviolets, qu'elle soit

intermittente ou accumulée, semble différer entre le carcinome épidermoide (CSC) et le

mélanome (CMM). En outre, des caractéristiques individuelles telles que le type de peau, la

couleur des yeux et des cheveux, la présence de navus et la suppression immunitaire jouent un

réle crucial en tant que facteurs prédictifs de la susceptibilité individuelle au cancer de la peau.

De plus, le mélanome est également associé a un statut socioéconomique éleve (Alam &
Ratner, 2001; Y. Chang et al., 2009; Robsahm et al., 2014).

3.2 Epidémiologie :

Selon le Plan National du Cancer, 2015-2019 Algérien on observe que la fréquence des

cancers cutanées en Algérie reste faibles avec un pourcentage légerement plus élevé chez les
hommes par rapport aux femmes (figure 4 ) (PLAN NATIONAL CANCER 2015 2019,

2014).
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Figure 4: Les formes de cancers les plus fréquents chez deux sexes en Algérie en 2010.
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Selon I’organisation mondiale de la sant¢ (OMS) Un tiers des cancers diagnostiqués sont
des cancers de la peau, et environ un Américain sur cinq développera cette maladie au cours
de sa vie, selon la ‘Skin Cancer Foundation’. La diminution des niveaux d'ozone entraine une
perte de la protection filtrante de I'atmosphere, exposant davantage la surface terrestre aux
rayonnements ultraviolets solaires (Radiation, s. d.).

3.3 Différents types de cancers de la peau :
On peut différencier les cancers de la peau en fonction de leurs types histologiques en
carcinomes et sarcomes.

3.3.1 Lescarcinomes:

3.3.1.1 Le carcinome basocellulaire (CBC) :
Le carcinome basocellulaire (CBC) est la forme la plus fréquente de cancer de la peau,

représentant la majorité des cas diagnostiqués chaque année aux Etats-Unis avec plus de 4
millions de cas diagnostiqués chaque année aux Etats-Unis ce qui représente 80 % de tous les
cancers de la peau non mélanomes. En raison de sa croissance lente, la plupart des CBC sont
curables avec un traitement précoce. La prévention et la détection précoce, notamment la
protection solaire, sont cruciales, car 90 % des cancers de la peau, excluant le mélanome, sont
liés a une exposition aux rayons UV. Bien que l'origine exacte des cellules a l'origine du CBC
soit débattue, une hypothése courante suggere qu'elles proviennent des cellules souches basales
des keratinocytes. Cette compréhension approfondie est essentielle pour développer des
stratégies de prévention et de traitement efficaces (figure5 A) (Fagan et al., 2024; Julie K.
Karen & Ronald L. Moy, 2020).

3.3.1.2 Le carcinome spinocellulaire (épidermoide) (CSC) :

C’est la deuxieme forme la plus fréquente des cancers de la peau, apres le carcinome
basocellulaire. Il est caractérisé par des lésions précurseur appelées kératoses actiniques. 1l
affiche une progression tumorale et a le potentiel de métastaser. Son principal facteur de risque
consiste en l'exposition cumulée aux radiations solaires ultraviolettes (UV) (Howell &
Ramsey, 2023). Les petites Iésions de carcinome épidermoide peuvent étre excisées sans étre
fatales, mais leur emplacement peut entrainer une morbidité significative. La plupart des

cancers épidermoides (figure 5 B) dans la région de la téte et du cou nécessitent une
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chirurgie complexe, susceptible de causer une esthétique défavorable. Les cancers
épidermoides avancés ont un pronostic sombre, avec un taux de survie de 5 ans (inférieur a
40%). Les lésions plus importantes présentent également un risque de récurrence tumorale

malgré une excision large (Dalal et al., 2018; Higgins et al., 2018).

3.3.2 Les mélanomes:

Résultent de la transformation maligne des mélanocytes, qui sont issus de la créte neurale. Bien
que ces tumeurs se développent généralement sur la peau, elles peuvent également apparaitre
dans d'autres régions ou les cellules de la créte neurale migrent, telles que le tractus gastro-
intestinal et le cerveau. Le taux de survie relatif sur cinq ans varie considérablement en fonction
du stade, atteignant 97% pour le stade 0 et environ 10% pour le stade IV (Heistein et al., 2024).
Le mélanome est souvent declenché par une mutation de 'ADN, généralement liée a une
exposition excessive au soleil. Les individus a la peau claire et aux cheveux clairs, vivant dans
des environnements fortement exposés au soleil, présentent un risque accru. Sur le plan
clinique, le mélanome se caractérise par une forme irréguliere, une couleur inégale et une
asymétrie (figure 5 C) Parfois, il peut présenter des signes d'ulcération et de saignement,

associés a un pronostic plus sombre (Puckett et al., 2024)

METRIC |

Figure 5: Types de cancers cutanés : A) Carcinome basocellulaire superficiel (CBC) (James
et al., 2019). B) Nodule important de carcinome épidermoide (CSC) de la main (Rigel,
2011).C) Mélanome (Heistein et al., 2024).

3.3.3 Les Sarcomes:

Les sarcomes cutanés sont des tumeurs malignes mésenchymateuses qui se forment dans
le derme ou le tissu sous-cutané, bien qu'ils soient moins fréquents que d'autres types de
néoplasmes cutanés. Parmi les sarcomes primaires courants, on compte le

dermatofibrosarcome protubérant, le fiboroxanthome atypique, le sarcome pléomorphe cutané
11
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indifférencié et le léiomyosarcome. Il existe également les néoplasmes vasculaires tels que le
sarcome de Kaposi (figure 6) et I'angiosarcome. Ces sarcomes, provenant des tissus conjonctifs
et mous, peuvent se manifester sur la peau par croissance continue ou métastases. En raison
d'un pronostic souvent moins favorable, leur prise en charge nécessite généralement
l'intervention de chirurgiens spécialisés et/ou de radiothérapeutes. L'utilisation de
I'immunohistochimie est essentielle pour une différenciation précise et I'exclusion d'autres
diagnostics, tels que les tumeurs malignes des gaines nerveuses périphériques ou le mélanome
(Kohlmeyer et al., 2017).

Figure 6: Sarcome de Kaposi chez un patient atteint du SIDA (James et al., 2019).

4 Cancérogenese chimique de la peau:

4.1 Identification:

La cancérogénese chimique a débuté en 1915 avec les travaux de Yamagiwa et Ichikawa,
qui ont mis en évidence la cancérogénicité du goudron de houille sur Ioreille du lapin
(Yamagiwa, K. & Ishikawa, K., 1917). Ultérieurement, Elizabeth C. Miller et James
A. Miller ont indiqué que la cancérogénése peut survenir par une interaction directe de
composes électrophiles avec I'ADN (da Costa et al., 2021; Miller & Miller, 1981).

4.2 Etapes de la cancérogénese cutanée chimiquement induit :
La cancérogenése peut étre divisée en trois étapes distinctes : initiation, promotion et

progression (Hennings et al., 1993). Dans un modele murin de carcinogenese cutanée, les

souris ont été traitées d'abord avec un hydrocarbure aromatique polycyclique (initiateur),

12
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suivi d'huile de croton (promoteur). Ce modéle a été étendu a d'autres tissus chez les rongeurs,
notamment la vessie, le colon, I'eesophage, le foie, les poumons, la glande mammaire, I'estomac

et la trachée (Weston & Harris, 2003).

4.2.1 L’initiation:

La phase initiale se manifeste par des altérations génétiques irréversibles déclenchées par
le DMBA, entrainant des mutations dans le géne Ha-ras, cette phase représente une étape
essentielle du processus d'amorcage des tumeurs cutanées (Cipolat et al., 2014).

4.2.2 Lapromotion:

Contrairement aux changements génétiques irréversibles nécessaires a [linitiation
tumorale, les modifications induites par les promoteurs semblent étre principalement
épigenétiques et largement réversibles. La promotion, réalisee par des applications répétées du
promoteur en respectant une dose et une fréquence déterminées, favorise la croissance des
cellules mutees, conduisant a leur expansion clonale formant une déformation cutanée appelée
papillome. Le promoteur le plus étudie est le TPA (12-O-tétradecanoylphorbol-13- acétate).
L'exposition aux promoteurs entraine des altérations dans I'expression génique, l'induction de
I'inflammation, la prolifération cellulaire et la différenciation terminale, mais aucun

changement critique spécifique n'a été identifie (tableau 1) (Hennings et al., 1993).

Bien que l'activation de la voie de signalisation Wnt/B-caténine soit cruciale, les
mécanismes précis par lesquels le TPA active cette voie demeurent peu clairs, selon 1’étude de
Suetal., (2018), le TPA entraine une cascade réactionnelle aboutissant a I’activation des génes
cibles Wnt ces genes gouvernent des protéines qui jouent un role dans divers processus de
développement physiologiques, notamment la prolifération cellulaire, la différenciation et

I'homéostasie tissulaire.
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Tableau 1: Caractéristiques de I'initiation et de la promotion dans la peau de la souris.

Initiation
1. Efficace en une seule application rapide
2. lrréversible
3. Additif
4. Induit par des agents mutagénes

Promotion

Nécessite des semaines d'exposition

Réversible

Epigénétique

Une exposition continue est nécessaire pour le maintien de certains papillomes
S'accompagne de changements dans I'expression génique

Sélection en faveur de la croissance des cellules initiées

oakrwnE

4.2.3 Laprogression:

La phase de progression du cancer de la peau implique la transformation des papillomes
en tumeurs malignes appelées carcinomes spinocellulaire ou épidermoides (CSC). Cette
transformation est associée a I'accumulation de changements génétiques supplémentaires dans
les cellules des papillomes, notamment des trisomies des chromosomes
6 et 7 ainsi que la perte d'hétérozygotie (DiGiovanni, 1992). La transformation des papillomes
en carcinomes épidermoides dépend de la souche animale et se produit de maniére aléatoire ;
a mesure que la population cellulaire se développe, la probabilité de modifications genétiques
supplémentaires augmente, et le traitement mutagéne ou la perte de p53 amplifie cette
progression. La transition subséquente des carcinomes épidermoides en carcinomes fusiformes

est un événement peu fréquent (Kemp et al., 1993; Nowotarski et al., 2015).

4.3 Lesinhibiteurs de la cancérogénese :

La chimioprévention du cancer, par le biais d'interventions alimentaires ou chimiques, a
le potentiel de prévenir ou de retarder l'apparition du cancer dans les populations a haut risque.
Bien que la kératose actinique (AK) ait été reconnue comme un précurseur du carcinome

épidermoide (CSC) mais non du carcinome basocellulaire (CBC), les AK qui sont
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plus fréquentes que le CSC, représentent d'excellentes cibles pour la chimioprévention.

(Einspahr et al., 2003).

Des résultats de recherche révélateurs montrent que plusieurs inhibiteurs présentent un
potentiel considérable pour contrecarrer des étapes spécifiques (figure 7) ou inhiber plusieurs
étapes du processus de carcinogenese. Ces découvertes ouvrent la voie a des approches ciblées
et polyvalentes dans le développement d'agents de chimioprévention. A titre d’exemple, la
vitamine E et le sélénium ont été découverts pour inhiber la carcinogenése mammaire de

maniére synergique au niveau de 1’étape de la promotion (Slaga, 1984).
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Figure 7: Schéma des différentes étapes de la cancérogenése cutanée et des endroits ou les
inhibiteurs potentiellement utiles sont efficaces (Slaga, 1984).
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4.4 LelLle 7,12 Diméthylbenz[a]Janthracéne (DMBA) et Ses Composés
Précurseurs :

4.4.1 Leshydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) :

C’est une catégoric de substances chimiques ayant une grande importance pour
I'environnement. Les HAP sont des contaminants chimiques constitués de structures d'anneaux
aromatiques possedent deux cycles de benzéne ou plus et formés de carbones et d'hydrogénes.
Ils se présentent généralement sous forme de composés solides sans couleur, ou de substances
blanches ou jaune péale (Ma et al., 2022).. On appelle HAP légers ceux qui comportent jusqu'a
quatre cycles, tandis que ceux qui en possédent plus sont considérés comme des HAP lourds.

Les HAP lourds sont plus stables et plus toxiques que les HAP Iégers (Sahoo et al., 2020).

Les étres humains peuvent étre exposés aux HAP par inhalation, contact cutané et ingestion.
Les effets des HAP sur la santé humaine dépendent de la durée et de la voie d'exposition, de la
concentration des HAP et de leur toxicité relative. De nombreux HAP sont connus pour étre
des cancérigéenes, des mutagenes et des tératogenes, ce qui représente un danger significatif
pour la santé et le bien-étre des individus. Une exposition a long terme aux HAP peut favoriser
le développement de tumeurs dans divers organes tels que la peau, les poumons, le pancréas,

l'cesophage, la vessie, le cOlon et le sein (Ma et al., 2022).

44,2 Les Benzanthracenes :

Ce sont des substances cristallines composées de quatre cycles benzéniques fusionnés
(figure 8), ils sont formés lors d'une combustion incompléte de matieres organiques. On les
retrouve principalement dans les gaz d'échappement des véhicules a essence et diesel, la fumée
de tabac et de cigarette, le goudron de houille et le brai de goudron de houille, les émissions
provenant de la combustion du charbon, les aliments grillés au charbon de bois, ainsi que dans
les acides aminés, les acides gras et les produits de pyrolyse des glucides. lls sont également
présents dans la fumée de bois et de suie, la créosote, l'asphalte et les huiles minérales
(Bouzidi, 2022).
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Figure 8: Structure de Benzanthracéne (« Http://Www.Chemspider.Com », s. d.).

Le Benzanthracéne a été démontré comme étant génotoxique et cancérigene dans des
études sur des animaux. L'ingestion, I'application cutanée et les injections sous-cutanées et
intrapéritonéales de Benzanthracéne ont induit des tumeurs chez de jeunes souris, affectant le
foie, la peau et les poumons. Le Benzanthracene subit un métabolisme via le cytochrome P450
et lI'epoxyde hydrolase, donnant lieu a plusieurs Dihydrodiols, notamment le trans-3,4-

dihydroxy-3,4-dihydrobenzo[a]anthracene qui est ensuite métabolisé en un carcinogéne ultime.

4.4.3 Le 7,12 Diméthylbenz[aJanthracene (DMBA):

Le DMBA, acronyme de Diméthylbenzanthracéne, est une substance chimique
cancérogene appartenant au groupe des hydrocarbure aromatique polycyclique (HAP) et fait
partie de la famille des Benzanthracénes. En se basant sur les sources pertinentes, il est clair
que le 7,12-diméthylbenzaanthracene (DMBA) est un carcinogene fréqguemment utilisé dans
les études expérimentales liées au cancer. Le DMBA (figure 9), un hydrocarbure aromatique
polycyclique (HAP) puissant, est couramment employé pour induire divers types de cancer,
tels que le cancer du sein, de la peau et de la bouche (Abd-Ellatef et al., 2017; Balakrishnan
et al., 2022; Han et al., 2007; C. Li et al., 2016; Modi et al., 2012). Des recherches ont
démontré que le DMBA peut provoquer des mutations dans les génes responsables du cancer
du sein et est utilisé comme initiateur ou promoteur dans le processus de la cancérogénese (Z.
Wang & Zhang, 2017).
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Diverses études se sont penchées sur les effets de différents composés naturels et agents
synthétiques pour prévenir ou inhiber la carcinogenése induite par le DMBA. Par exemple, des
substances telles que l'extrait de grenade, l'eugénol et les polysaccharides d'ulvane ont
démontré un potentiel d'inhibition du cancer induit par le DMBA dans des modéles
expérimentaux, Ces substances ont été identifiées comme ayant la capacité de réguler différents
aspects de la carcinogenése induite par le DMBA, englobant les dommages a I'ADN, le stress
oxydatif, et I'expression des genes liés a l'initiation et a la progression des tumeurs (Abd-
Ellatef et al., 2017; Bishayee et al., 2015; Han et al., 2007).

Le DMBA, choisi comme modéle d'étude des effets immunosuppresseurs par I'équipe de
F. Dean, est une molécule synthétique mutagene, cancérogene et immunosuppressive. Le
DMBA interagit avec les lymphocytes T, jouant un réle central dans la réponse immunitaire.
Il est le plus puissant immunosuppresseur de cette catégorie de composés (Dean et al., 1985;
Saas, 1997).

Figure 9: Structure de 7,12-diméthylbenzaanthracéne (DMBA)
(« Http:// Www.Chemspider.Com », s. d.).

4.5 Cancérogenese chimique de la peau induite par le DMBA :

4.5.1 L’initiation parle DMBA :

Le processus de cancérogenese cutanée déclenché par le DMBA a fait I'objet d'études
approfondies. On sait que le DMBA provoque des dommages a I'ADN dans la peau, entrainant
la formation d'adduits d'ADN et conduisant ultérieurement a la carcinogenése (Devanesan et
al., 1993a; Kleiner et al., 2002). L'activation métaboligue du DMBA
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implique des enzymes du cytochrome P450, notamment le CYP1A1l et le CYP1B1, qui
catalysent la création de meétabolites réactifs contribuant aux dommages a I'ADN et a
I'amorcage tumoral (Vabeiryureilai et al., 2019).

Le DMBA-3,4-dihydrodiol, qui est le précurseur du Diolepoxide de la région de la baie,
a été demontré comme étant un agent puissant pour initier des tumeurs dans la peau de souris
Des études ont signalé la formation d'adduits d’ADN DMBA dans I'épiderme de souris (Figure
10), induite par les énantioméres du tram-3,4-dihydrodiol & travers leurs DMBA- 3,C-
dihydrodiol 1,2-époxydes, Malgré le fait que la plupart des adduits de DMBA formés suite a
I'activation microsomale soient éliminés par dépurination (Devanesan et al., 1993). En outre,
la carcinogenese cutanée provoquée par le DMBA a été liée a l'augmentation de différentes
voies de signalisation, notamment NF-kB et le récepteur de xénobiotiques pregnane (PXR)
(Dao et al., 2015; Elentner et al., 2015). De plus, il a ete démontré que le DMBA induit des
mutations genétiques, comme la mutation du codon 61 de Hras, qui joue un réle spécifique

dans le déclenchement de la carcinogenese cutanee (Goldstein et al., 2015; Hu et al., 2020).

a0 e
O O

EH]

7-MBA-12-CH,-NTGua 7-MBA-12-CH,-N7Ade

Figure 10: Structures des Adduits DMBA-ADN (Devanesan et al., 1993a).

Aussi récemment il a été démontré que le développement et la progression des cancers
de la peau sont influencés par plusieurs voies de signalisation, en particulier celle du récepteur
du facteur de croissance similaire a l'insuline 1 (IGF-1R). Cette signalisation favorise divers

aspects du cancer, tels que la prolifération cellulaire, la survie, la migration,
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I'angiogenese, la réponse a I'hypoxie et la métastase. De plus, elle contribue & la résistance aux
traitements anticancéreux. Des preuves indiquent que I''GF-1R est surexprimé dans les zones
tumorales du carcinome épidermoide (X. Wang et al., 2022).

4.5.2 L’huile de croton, le promoteur :

L'origine de I'huile de Croton se situe dans les graines du croton tiglium (Figure 11), une
plante faisant partie de la famille des Euphorbiacées ; le genre Croton possede la plus grande
diversité d'espéces, totalisant environ 13 000 variétés (Hamer, 1888; Luu-dam et al., 2023).
Le Croton est largement répandu dans les régions tropicales d'Asie du Sud-Est et de Chine.
Diverses études antérieures ont examiné les actions pharmacologiques et physiologiques des
espéces de Croton, mettant en avant leurs propriétés anti-inflammatoires, anticonvulsivantes et
cicatrisantes (C. Li et al., 2016).

Les dermatologues et les chirurgiens plasticiens recourent a I'huile de Croton lorsqu'ils
réalisent des peelings chimiques profonds (Justo et al., 2021). Le 12-O- tétradécanoylphorbol-
13-acétate (TPA) (Figure 11) présent dans I'huile de Croton, en combinaison avec le DMBA,
joue un rdle évident dans le développement des papillomes cutanés (Ajith & Janardhanan,
2011).

Figure 11: Croton tiglium (Croton Tiglium L. | Plants of the World Online | Kew Science,
s. d.).
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OCO(CH);,CHy

Figure 12: Structure chimique de TPA (12-O-tétradécanoylphorbol-13-acétate)
(DiGiovanni, 1992).

4.6 Leslimites de la cancérogénése chimiques par le DMBA /huile de croton :

Bien que le modéle de carcinogenese cutanée en deux phases soit largement utilisé et
présente de nombreuses applications pour répondre a diverses questions concernant la biologie
fondamentale des cancers épithéliaux, il présente certaines restrictions. Dans ce modeéle, les
souris développent principalement des papillomes, qui n‘ont pas de correspondance humaine
directe. Néanmoins, les carcinomes épidermoides qui apparaissent aprés une transformation
maligne sont histologiquement tres similaires a ceux observés chez I'nomme. Une autre
limitation de ce modéle est que Hras est la principale cible de l'initiation chimique chez la
souris, alors que Tp53 semble étre une cible plus significative pour les mutations géniques dans
le cancer de la peau non mélanique chez I'nomme. Les cibles génétiques pour l'initiation
chimique dans la peau de souris sont plus comparables a celles trouvées dans d'autres cancers
épithéliaux humains, tels que les cancers du poumon, du célon et du pancréas. Par ailleurs, le
modéle de carcinogenese cutanée en deux étapes a une utilité limitée pour étudier les
métastases. Comme pour plusieurs autres modeles murins de cancer, le taux de métastases des

tumeurs cutanées est relativement faible (Abel et al., 2009).
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5 Le dépistage des cancers cutanés par biopsie :

La détection du cancer par biopsie est un aspect essentiel du diagnostic et de la
stadification du cancer. La biopsie cutanée est une procédure cruciale pour le diagnostic du
cancer de la peau, servant de norme de référence pour I'examen histopathologique (Mogensen
& Jemec, 2007).

La dermoscopie a été prouvée pour augmenter la sensibilité de la détection du cancer de
la peau, diminuant le nombre de biopsies de lésions bénignes nécessaires pour chaque
diagnostic malin et permettant la détection de mélanomes plus minces par rapport a lI'examen
visuel a l'eeil nu (Wolner et al., 2017). En outre, la biopsie cutanée est décrite comme une
procédure ambulatoire sre, simple et pertinente pour le diagnostic, mettant en évidence sa
commodité et son importance diagnostique (Nischal et al., 2008). En outre, l'utilisation de la
radiomique a travers des séquenceurs radiomiques profonds a plusieurs colonnes a démontré
une sensibilité et une spécificité élevées dans la détection du cancer de la peau, fournissant un
outil puissant pour améliorer l'efficacite, la cohérence et la précision du diagnostic du cancer
cutané (Shafiee & Wong, 2017).

6 Le métabolisme de la cellule cancéreuse :

6.1 Effet Warburg:

En 1920, le physiologiste allemand Otto Heinrich Warburg a identifié une caractéristique
distinctive des cellules cancéreuses par rapport aux cellules saines. Contrairement a la cellule
saine, qui tire 95% de son énergie de la respiration oxydative dans la mitochondrie en mode
aérobie, la cellule cancéreuse obtient son énergie principalement par la voie anaérobie,
favorisant la dégradation anaérobie du glucose dans le cytoplasme (figure 13). La
phosphorylation oxydative catalysée par le pyruvate déshydrogénase (PDH) génere un
rendement énergétique plus élevé que celui la voie lactique catalysée par le lactate
déshydrogénase (LDH). Le bilan énergétique défavorable d'une cellule cancéreuse constitue la
principale cause de la cachexie cancéreuse (Sutendra & Michelakis, 2013), phénoméne connu
sous le nom d'« Effet Warburg ». Warburg a avancé l'idée que le cancer résultait d'un
dysfonctionnement mitochondrial. L'accumulation d'acide lactique a des concentrations

élevées favorise le développement tumoral et les métastases en activant I'angiogenése et, par
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conséquent, la mobilité cellulaire. D'un autre c6té, l'inactivation de la mitochondrie confére a
la cellule cancéreuse son caractere distinctif, I'empéchant de déclencher le processus
d'apoptose, en inhibant toutes les voies mitochondriales dédiées a cet effet (Warburg, 1956).

Differentiated tissue Proliferative Tumor
« —h tissue
M - %
+02 20 02 x /)L/
+/—-0,
Glucose Glucose Glucose
Oz Pyruvate l O, Pyruvate
\ Pyruvate 85%
: Lactate l Lactate
Lactate
CO,
Oxidative Anaerobic Aerobic
phosphorylation glycolysis glycolysis
-36 mol ATP/ 2 mol ATP/ (Warburg effect)
mol glucose mol glucose ~4 mol ATP/mol glucose

Figure 13: Comparaison entre les métabolismes d’une cellule cancéreuse et celui d’une cellule saine (Vélez-
Paez et al., 2021)
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Chapitre 2 : le stress oxydatif

1 Définition du stress oxydatif:

Le stress oxydatif a été initialement décrit en 1985 comme un déséquilibre en faveur des
pro-oxydants par rapport aux antioxydants. Au fil du temps, les sources de pro-oxydants, tant
endogénes qu'exogenes, ont été identifiées, tout comme les antioxydants qui agissent comme
des puits métaboliques pour ces pro-oxydants. Aujourd'hui, le stress oxydatif est défini de
maniére plus précise comme un déséquilibre entre la production d'espéces réactives de
l'oxygéne (ERO) et d'especes réactives de Nitrogene (ERN) d'une part, et les antioxydants de
l'autre, favorisant les premiéres. Si la production d'antioxydants I'emporte sur celle de ERO et
de ERN, on parle de stress réducteur (K. Yuan & Zhang, 2021).

Les molécules ou les fragments moléculaires contenant un ou plusieurs électrons non
couplés sont appelés radicaux libres. En genéral, un radical libre est extrémement réactif en
présence d'électrons non couplés. La classe la plus importante de ces espéces produites dans

les systemes vivants est constituée de radicaux dérivés de lI'oxygene (Valko et al., 2004).

Les molécules antioxydantes de la peau interagissent avec les ERO ou leurs sous-
produits pour les éliminer ou réduire leurs effets négatifs. Le glutathion (GSH), l'alpha-
tocopeérol (vitamine E), l'acide ascorbique (vitamine C), les peroxydases de glutathion, la
réductase de glutathion, les transférases S-glutathione (GST), les dismutases de superoxyde
(SOD), la catalase et le réducteur de quinone sont quelques-unes de ces molécules
antioxydantes (Bickers & Athar, 2006) .

Le stress oxydatif dans la peau est une conséquence naturelle du métabolisme aérobie,
générant normalement de faibles niveaux de radicaux libres d'oxygene. Ces especes réactives
de l'oxygene (ERO) jouent des roles importants dans des processus cellulaires tels que la
prolifération, la différenciation et l'apoptose, ainsi que dans les réponses immunitaires.
Cependant, des niveaux élevés de stress oxydatif surviennent en raison de demandes
métaboliques accrues et de I'exposition a des sources externes telles que les rayonnements
ultraviolets, la pollution, la fumée de tabac, les micro-organismes et les xénobiotiques (Trouba
et al., 2002). Malgré la présence de systémes antioxydants dans la peau, ceux-ci peuvent étre
submergés lorsque la génération d'ERO est excessive. Ce déséquilibre oxydatif conduit a des

dommages cellulaires, notamment la peroxydation lipidique, les dommages a
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I'ADN et I'oxydation des protéines (Gordon & Brieva, 2012). Une production incontrdlée
d'ERO joue un rdle significatif dans diverses maladies cutanées, y compris le cancer de la peau.

2 Implication du stress oxydant dans le cancer :

Au sein du processus métabolique cellulaire, I'oxygene engendre la formation de
composés nuisibles pour notre organisme, connus sous le nom d'Espéces Réactives de
I'Oxygéne (ERO). Ces substances sont chimiquement instables et manifestent une grande
réactivité, comprenant des ¢éléments tels que I'anion superoxyde (O2e—), le peroxyde
d'hydrogene (H205), le peroxy-nitrite (ONOO-), le radical hydroxyle (HO®), et le monoxyde
d'azote (NOe) (Barouki, 2006). En conditions normales, une petite quantité de radicaux libres
est generée principalement au niveau mitochondrial lors de la conversion de I'oxygéne en eau
pendant la respiration cellulaire. Le radical superoxyde (O2+—) ainsi produit, est converti en
peroxyde d'hydrogéne (H20.), une forme plus stable, grace a l'action de la superoxyde
dismutase (SOD). Ensuite, il est transformé en une substance non toxique, l'eau, soit par la
catalase (CAT), soit par la glutathion peroxydase (GPx) (Turrens, 1997). On appelle ceci le

systéme antioxydant (figurel4).
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Figure 14: Production et neutralisation des ERO. SOD : superoxyde dismutase ; GPX :
glutathion peroxydase ; GR : glutathion réductase (Valle et al., 2010).
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Des especes réactives (ER) se forment dans le corps et agissent comme des agents
oxydants, pouvant endommager I'ADN et d'autres biomolécules. Une augmentation de la
formation d'ER peut favoriser le développement tumoral, ce qui pourrait expliquer le risque
accru de cancer chez les personnes agées. la diminution d'enzymes de défense antioxydantes

accroit les dommages oxydatifs et favorise le cancer lié a I'age (Halliwell, 2006).

3 Implication de la protéine p53:

Le géne TP53 code pour la protéine suppresseur de tumeur p53, souvent appelée le
"Gardien du Génome". Sa fonction principale consiste a protéger l'intégrité de 'ADN cellulaire,
tout en jouant des roles additionnels dans le développement, le vieillissement et la
différenciation cellulaire (Borrero & El-Deiry, 2021).

La protéine p53 joue un réle complexe en réponse au stress (Figure 15). (a) En l'absence
de stress ou apres un stress léger, des niveaux bas de p53 favorisent I'expression de génes
codant pour des protéines antioxydantes, réduisant ainsi les espéces réactives (ER) et facilitant
la réparation de 'ADN. (b) Cependant, une activation plus importante de p53 en réponse a un
stress sévere peut conduire a la formation accrue d'ER, contribuant a la senescence cellulaire
ou a la mort, ce qui peut jouer un rdle dans la suppression des tumeurs.

(c) La perte ultérieure de la fonction de p53 au cours de la malignité augmente les niveaux
d'ER, endommage I'ADN, et peut augmenter le taux de mutation, entrainant finalement le
développement du cancer en raison de I'incapacité a déclencher l'apoptose en réponse aux

altérations oncogeniques (Halliwell, 2006).
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Figure 15: La protéine p53 exerce des fonctions a la fois de promotion et d'inhibition des
processus oxydatifs. (Reprinted by permission from Macmillan Publishers Ltd: Nature
Medicine [40], copyright 2005 (http://www.nature.com/nm), by courtesy of Dr Karim

Bensaad and Dr Karen Vousden).

4 Le stress oxydatif et le cancer de la peau

Le cancer de la peau non mélanique (NMSC) est influencé par des facteurs
environnementaux, des caractéristiques phénotypiques et des éléments genétiques qui
favorisent le stress oxydatif cutané. L'exposition aux rayonnements ultraviolets (UVA et
UVB), constitue le principal facteur de risque, provoquant des dommages dans I'ADN. Ces
altérations néfastes non réparées peuvent provoquer des modifications progressives dans les
genes, incluant les génes suppresseurs de tumeurs et les proto-oncogenes, conduisant
ultimement a la formation de tumeurs (Choi et al., 2002; Karampinis et al., 2023). Concernant
le carcinome basocellulaire (CBC), I'exposition aux rayonnements ultraviolets et au stress
oxydatif, par exemple, favorise des altérations génétiques dans le géne PTCH (NEAGU et al.,
2016), qui code pour la protéine transmembranaire PTCH. Ces altérations conduisent a une
activation anormale de la voie de signalisation hedgehog, jouant ainsi un réle important dans

le processus de développement du CBC (Karampinis et al., 2023).

De plus, les dommages a I'ADN causés par les espéces réactives de I'oxygéne (ERO)

déclenchent la production de cytokines immunosuppressives et une suppression immunitaire,
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favorisant ainsi le développement du cancer de la peau (figure 16), Les
effets des ERO entrainent une physiologie cellulaire anormale, favorisant une augmentation
des ERO, telle que I'activité accrue de la Superoxyde Dismutase (SOD). Cela perpétue le cycle
des dommages a I'ADN, créant ainsi un potentiel pour le développement d'événements
favorables au cancer (Trouba et al., 2002).

Environmental ROS sources
UVA/B radiation
12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate
7,12-dimethylbenz(a)anthracene
Arsenic

epidermis

Cellular derived ROS (.g., ‘O, , H,0,, OH.)
BiNA-damage  Metabolism
# Fe,* - Fenton reaction
/ \  SOD, GPx activity
Immune system suppression
# Langerhans cell depletion DNA mutations
# Keratinocyte cytokine release: IL-6, TNF- P53
& Antigen presentation (dendritic cells) ras p21
Abnormal:
Proliferation - ;
K‘ Differentiation ——) Skin neoplasia

Apoptosis

DNA repair
Immunity

Figure 16: Dommages a I'ADN : un événement central dans le cancer de la peau (Trouba
et al., 2002)..
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On peut conclure I’effet du stress oxydatif dans chaque étape de cancérogenése comme

suit :

4.1 Dans la Phase d’initiation :

Au cours de cette phase, les ERO occasionnent des dommages a I'ADN, notamment des
cassures simples ou doubles brins de cette molécule. De plus, ces ERO peuvent provoquer la
formation de thymine glycol, qui constitue le principal produit des altérations touchant les
résidus de thymidine dans I'AND (Athar, 2002; Nishigori et al., 2004).

4.2 Dansla Phase de promotion :

Pendant la phase de promotion, le consensus sur le stress oxydatif en tant que mécanisme
de promotion tumorale est largement fonde sur des études sur le cancer de la peau chez la
souris. Par exemple, les peroxydes et les générateurs de radicaux libres favorisent la formation
de tumeurs cutanees chez la souris, il a été démontré que plusieurs promoteurs de tumeurs
généraient des ERO, réduisant ainsi les niveaux de capteurs des ERO et d'antioxydants qui

préviennent la croissance des tumeurs (Bickers & Athar, 2006).

4.3 Dans la Phase de progression :

La troisieme étape de la carcinogenese se produit lorsque les papillomes bénins évoluent
en tumeurs malignes. Athar et al. ont montré que les souris porteuses de papillomes
développaient un nombre accru de carcinomes cutanes lorsqu'elles étaient traitées avec des
composes générateurs de radicaux libres, démontrant ainsi que les ERO contribuent a la

progression tumorale (Athar et al., 1989).

5 Stratégies antioxydantes dans le cancer :

Bien que des études aient montré l'efficacité des antioxydants dans la prévention et le
traitement du cancer, la plupart de ces conclusions proviennent d'expériences in vitro. En
pratique in vivo, l'utilisation d'antioxydants n'a souvent pas réussi a inhiber l'initiation et la
croissance du cancer, en raison des conditions complexes telles que le type et le stade de la
tumeur, la capacité antioxydante endogene de la tumeur, et I'état redox de la niche tumorale. 11

existe un débat sur l'utilisation d'antioxydants ou de pro-oxydants dans le traitement du
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cancer, car certains médicaments anticancéreux actuels exercent leur cytotoxicité en stimulant
la production de radicaux oxygénés. Les stratégies pro-oxydantes reposent sur l'idée que, dans
les cellules cancéreuses, la capacité antioxydante est souvent renforcée pour équilibrer la
surproduction de radicaux oxygénés due a I'nypoxie et aux stress métaboliques. Cependant,
cette augmentation de la capacité antioxydante peut entrainer une résistance a la
chimiothérapie, car de nombreux antioxydants ont la capacité de détoxifier les médicaments.
Par conséquent, lors de la modification de I'état redox pour prévenir ou traiter le cancer, il est
crucial de prendre en considération les caractéristiques redox spécifiques de la
tumeur.(Chaiswing et al., 2018; DeBerardinis & Chandel, 2016; H. Yang et al., 2018; K.
Yuan & Zhang, 2021).

6 Les nouvelles approches utilisées dans le traitement du cancer :

Au cours des derniéres décennies, d'importantes percées ont marqueé la recherche sur le
cancer, ouvrant la voie au déploiement de stratégies novatrices et révolutionnaires dans le

traitement de cette pathologie, parmi ces Stratégies on peut citer :

6.1 L'immunothérapie:

Il s'agit de mobiliser les défenses naturelles du patient en exploitant son systéme
immunitaire pour cibler et éliminer spécifiquement les cellules cancéreuses. En mettant I'accent
sur les thérapies ciblant les points de régulation immunitaire, tels que PD-1 et CTLA- 4, on
observe un succes remarquable dans le traitement de diverses formes de cancer, notamment le

mélanome et le cancer du poumon. (Borghaei et al., 2015; Hodi et al., 2021).
6.2 Lathérapie cellulaire adoptive :

Elle consiste a extraire les cellules immunitaires du corps du patient, a les modifier pour
cibler les cellules cancéreuses, puis a les réinjecter dans le patient (Bollard & Heslop, 2016;

Maude et al., 2014). Cette technique a montré une réussite remarquable dans le traitement de

certains types de cancers du sang, tels que la leucémie et le lymphome.
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6.3 Lesnanoparticules:

Elles ont également émergé comme une nouvelle approche prometteuse pour le
traitement du cancer. Les nanoparticules sont des petites particules qui peuvent étre congues
pour cibler spécifiguement les cellules cancéreuses et délivrer directement des agents
thérapeutiques a ces derniéres (Davis et al., 2008). Cette approche a le potentiel de minimiser
les effets secondaires associés a la chimiothérapie traditionnelle et d'améliorer I'efficacité du

traitement.

6.4 Les thérapies Combinées:

L’utilisation de thérapies combinées, composées de médicaments cytotoxiques standard
et de nouvelles petites molécules ciblant la p53 et les voies de signalisation connexes, peuvent
étre une approche clé potentielle pour lutter contre le cancer (Wu et al., 2020). Par ailleurs,
I'émergence d'aptaméres, définis comme des molécules d'ADN, d'ARN ou de peptides
sélectionnées pour leur capacité a se lier specifiquement a des cibles biologiques, est promue
comme une approche novatrice dans le traitement des types de cancer résistants aux thérapies

conventionnelles (Shigdar et al., 2021).

7 Approches thérapeutiques traditionnelles :

7.1 Chimiothérapie:

La chimiothérapie est une méthode de traitement largement utilisée dans la gestion du
cancer, impliquant diverses approches et applications. Elle constitue un traitement systémique
pouvant étre administré en tant que traitement initial (ou inductif), en tant que traitement
adjuvant apres une intervention chirurgicale définitive et/ou une radiothérapie, et de maniére
concomitante avec la radiothérapie définitive et adjuvante (Adelstein, 2003). La
chimiothérapie vise a entraver la croissance des cellules cancéreuses, que ce soit en les

éliminant ou en les empéchant de se diviser.

Pour le carcinome basocellulaire, le carcinome épidermoide de la peau, et la kératose
actinique, la chimiothérapie adopte généralement une forme topique, consistant a appliquer les

médicaments directement sur la peau sous forme de creme ou de lotion. Le fluorouracile
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topique (5-FU) est ainsi employé pour traiter le carcinome basocellulaire (PDQ Adult
Treatment Editorial Board, 2002).

En raison de I’incidence croissante du cancer de la peau et des problémes de résistance
a la chimiothérapie, il a été nécessaire de mettre au point des composés synthétiques innovants.
Dans I’étude de (Chaube et al., 2016) ils ont pu identifier Cing molécules dérivées de la
pyrimidine, efficaces contre le cancer cutané, en utilisant des modéles pharmacophores et des
études in silico. Ou quatre molécules se sont révélées efficaces in vitro, notamment contre les
cellules du cancer de la peau. Ce composé appelé 6h, a démontré une action favorable lors
d'une étude in vivo avec le modéle de cancer de la peau induit par le DMBA.

Les inconvénients liés a la chimiothérapie sont nombreux et ont €té minutieusement
examinés dans le cadre du traitement contre le cancer. L'absence de sélectivité de la
chimiothérapie, agissant sur les cellules tumorales et les cellules normales qui se multiplient
rapidement, entraine divers effets secondaires tels que la toxicité orale, la mucosité et des
problemes gastro-intestinaux (Chaveli-Lopez, 2014). Les répercussions des effets secondaires
de la chimiothérapie sont fréequentes, persistent tout au long du traitement et peuvent étre

graves, impactant le bien-étre et la qualité de vie des patients (Pearce et al., 2017).

7.2 Radiothérapie:

La radiothérapie constitue une méthode de traitement fréquemment utilisée pour divers
types de cancer, y compris le cancer de la peau. On estime gu'au moins la moitié de tous les
patients atteints de cancer dans les pays développés recevront une radiothérapie a un moment
donné de leur maladie. Cependant, un nombre important de patients peuvent développer des
réactions cutanées induites par les radiations a la suite de ce traitement (Porock &
KristJanson, 1999). Ces réactions cutanées incluent la radio-dermatite (figure 17),
I'hyperpigmentation et l'irritation, pouvant avoir un impact significatif sur la qualité de vie des
personnes atteintes de cancer (Chu et al., 2021). De plus, des études ont montré que la
radiothérapie préedispose les individus au développement ultérieur de cancers de la peau

primaires, principalement non mélanique, dans la zone irradiée (Hoyt & Cohen, 2014).
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Figure 17: : Radiodermatite chronique avec une atrophie cutanée marquée et de nombreuses
télangiectasies (Hernadndez Aragués et al., 2017).

Dans le cadre du cancer de la peau, l'utilisation de la radiothérapie est reconnue comme
une méthode essentielle de traitement, surtout dans le cas des cancers cutanés non mélanique
(Veness & Richards, 2003). Néanmoins, il est impératif de gérer attentivement les éventuelles
complications de la radiothérapie, telles que le RIPR (Réaction inflammatoire post-radiation),

afin d'assurer le bien-étre des patients (J. Liu et al., 2022).

7.3 Immunothérapie:

7.3.1 Fondements de I'Immunothérapie :

L'immunothérapie dans le contexte des cancers vise a stimuler le systéme immunitaire
avec des médicaments pour cibler les cellules cancéereuses. Principalement utilisée pour les
mélanomes, elle s'étend aux cancers de la peau non mélanique. L'immunité joue un réle crucial
dans la défense contre le cancer, cependant, elle peut étre entravée par diverses limitations
telles que la reconnaissance inefficace des cellules cancéreuses ou la fragilité de la réponse

immunitaire en elle-méme (Anjali & Kaliyadan, 2022).

Des études ont mis en lumiere le potentiel des nanomodulateurs et nanocapteurs
fonctionnalisés pour améliorer lI'immunothéranostique du cancer de la peau et la médecine de
précision, ouvrant de nouvelles perspectives pour le développement de stratégies

immunothérapeutiques ciblées (Farhana, 2023).
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Le développement d'un vaccin contre le cancer de la peau, axé sur l'immunothérapie,
explore des formulations innovantes, telles que l'utilisation de nanoparticules comme les
liposomes, pour administrer efficacement les composants du vaccin aux cellules dendritiques
de la peau. Ces avancées mettent en lumiére le potentiel de la vaccination transcutanée dans le
traitement du cancer cutané. (J. Liu et al., 2022; Saliba et al., 2017).

7.3.2 Immunostimulants Naturels:

Les immunostimulants d'origine naturelle (tableau 2) suscitent un intérét croissant en
raison de leur potentiel dans le traitement du cancer de la peau. L'exploitation
d'immunostimulants issus de sources naturelles, comme les polysaccharides d'algues et les
polysaccharides de baies de ginseng, montre des résultats prometteurs dans le renforcement de
I'immunité non spécifique pour lutter contre les maladies (Dong et al., 2022; Lee et al., 2019).

34



Partie bibliographique

Tableau 2: Composés bioactifs issus de champignons présentant une activité anticancéreuse
(Ayeka, 2018).

CHAMPIGNON  Cancer Conunon Composé/extrait
naine

AGARICUS Sein, colorectal Bouton blanc  Polysaccharides, lectine
BISPORE
GANODERMA Sein, colorectal, Lingzhi/reishi  Ganodermepolysaccharides
LUCIDUM cervical, prostate, Jpeptides polysaccharides

foie et poumon
CORIOL Sein, colorectal etpeau  Yun Zhi Krestin, PSK, PSP
VERSICOLOR
LENTIIVUS Cervicale/ovarienn Shiitake Lentinane
EDODES e, gastrique et
GRIFOLA Poitrine et vessie Maitake Grifolan, fraction D de
FROIVDOS Maitake
AGARICUS Leucémie, brésilien Agacicuspolysaccharides
BLAZEI hématologique,

estomac et poumon
P.  TUBERCULE-Foie Tubercule Pleurane
REGIUM royal
FLAMMULLVA Peau \\Tinter Flammuline

VELUTIPES
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Chapitre 3 : traitements préventifs expérimentaux
contre le cancer

1 Le Dichloroacétate (DCA):

1.1 Structure:

L'acide Dichloroacétique, également appelé DCA ou Dichloroacétate, est un analogue
acide de l'acide acétique. Sa formule chimique est CHCI,COOH, avec une formule moléculaire
C2H2CLO2 et une masse molaire de 128,94 g/mol. 1l se présente sous forme d'un solide
cristallin incolore ayant une forte odeur, son point de fusion est de 9,44 °C («

Dichloroacetic Acid Formula », 2020).

1.2 Meécanisme d’action:

Le DCA est un modulateur métabolique, dans la recherche contre le cancer il a été
examiné en tant qu'inhibiteur de la pyruvate déshydrogénase kinase (PDK), enzyme inhibant
la pyruvate déshydrogénase (PDH). Il aurait ainsi la capacité d’inverser 1'effet Warburg, une
modification métabolique observée chez les cellules cancéreuses (figure 18) (Gang et al.,
2014). En inhibant la PDK, le DCA relance la voie de la phosphorylation oxydative et inhibe
la voie lactique (LDH). L'efficacité potentielle du DCA dans le traitement du cancer provient
des propriétés meétaboliques des cellules cancéreuses, généralement caractérisées par une
activité glycolytique accrue et une oxydation mitochondriale reduite, quelle que soit la
disponibilité en oxygéne. Le lactate dérivé de la glycolyse est absorbé par les cellules
environnantes pour soutenir la croissance tumorale et inhibe 1’apoptose. En revanche, le
pyruvate dans les mitochondries provogue un remodelage des organelles entrainant un afflux
accru de cytochrome c et d'autres facteurs induisant l'apoptose et une régulation positive des
niveaux de ERO avec une réduction conséquente de la viabilité des cellules cancéreuses
(Tataranni & Piccoli, 2019).
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Figure 18: Structure et mécanisme d'action du DCA. (a) Structure chimique du DCA. (b)
Mécanisme d'action du DCA : Lignes pointillées noires, processus biochimiques inhibés par
le DCA ; Fleches rouges, voies métaboliques activées par le DCA (Tataranni & Piccoli,
2019).

1.3 DCA et cancer de la peau:

Les effets anticancéreux du DCA ont surtout été démontrés dans le cancer colorectal
(Lan et al., 2019). Cancer du pancreas (Tataranni et al., 2019). Carcinome rénal a cellules
claires (Kinnaird et al., 2016). Cependant, il est important de noter que méme si le DCA
semble prometteur en tant qu’agent anticancéreux, son utilisation clinique efficace en thérapie
anticancéreuse demeure restreinte aux essais cliniques (Tataranni & Piccoli, 2019). Y compris
dans le cas de cancer de la peau (Leclerc et al., 2017). Par conséquent, des recherches
supplémentaires sont nécessaires pour comprendre pleinement les implications cliniques et les

effets indésirables potentiels du DCA dans le traitement du cancer.

37



Partie bibliographique

1.4 Effets secondaires et toxicité :

L'acide Dichloroacétique (DCA) est un composé toxique largement documenté, en
particulier en ce qui concerne ses effets sur divers organes et systémes. Des recherches ont
démontré que le DCA peut provoquer une toxicité développementale chez des especes de
poissons, comme le poisson-zebre, et est lié a des effets indésirables sur le foie, les reins, le
systeme nerveux, les testicules et les yeux (Hassoun et al., 2005; F. Williams et al., 2006).
De plus, le DCA aurait des effets spécifiques au genre, les souris males étant plus sensibles a
sa toxicité par rapport aux souris femelles (Y. Zhang et al., 2011). Il est cependant essentiel
de noter que le traitement au DCA n'a été associé a aucune preuve de toxicité hématologique,
hépatique, rénale ou cardiaque séveére dans des rapports précliniques et cliniques (Al-Azawi et

al., 2021; Khan et al., 2016).
Néanmoins, il est crucial de prendre en consideration les possibles effets secondaires, car le
DCA a été lié a la carcinogenese hépatique chez certaines souches de rongeurs lorsqu'il est
administré a des doses élevées (Stacpoole et al., 2008).

2 LesImmunostimulants :

2.1 LesBeta-glucanes:

Les B-glucanes sont des polysaccharides naturels composes de monomeres de D- glucose
liés par une liaison B-glycosidique (figure 19). lls constituent des éléments structurels
essentiels de la paroi cellulaire et servent de réserves d'énergie chez divers organismes tels que
les bactéries, les champignons, les levures, les algues et les plantes. Notablement absents des
tissus des vertébrés et des invertébrés, les B-glucanes jouent un réle significatif dans la biologie
cellulaire et la physiologie de ces organismes (Stier et al., 2014; Vetvicka & Vetvickova,
2011; Zekovi¢ et al., 2005).

La recherche sur les B-glucanes a débuté dans les années cinquante du siecle précédent
avec la découverte de I'effet immunomodulateur d'une fraction insoluble de levure. Plus tard,
il a été établi que l'activité immunologique de cette fraction provient des B-(1,3)-D-glucanes
(Stier et al., 2014). Les B-glucanes provenant de champignons et de levures, caractérisés par

un squelette composée de liaisons (1,3)-p accompagné de quelques ramifications liées par
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une liaison (1,6)-B, sont principalement identifiés pour leurs propriétés immunomodulatrices.
Cela se traduit par des activités antitumorale, I'antibactérien, l'antiviral, l'anticoagulant, et la

promotion de la cicatrisation des plaies (Bohn & BeMiller, 1995).

La paroi cellulaire des levures telles que Saccharomyces cerevisiae renferme deux types
de B-glucanes. Dans le cas de cette levure en particulier, le B-(1,3)-glucane ramifié représente
environ 50 a 55%, tandis que le B-(1,6)-glucane constitue de 10 a 15% de l'ensemble des
polysaccharides de la paroi cellulaire. Chaque chaine de cette paroi peut s'étendre jusqu'a 140
a 350 résidus de glucose en longueur. La proportion de résidus de glucose ramifiés en position
3,6 varie selon les espéces de levures, avec des pourcentages de 7%, 15%, et 75%
respectivement pour S. cerevisiae, Candida albicans, et Schizosaccharomyces pombe
(Aimanianda et al., 2009; Lesage & Bussey, 2006).

OH side chain
- (B-1,6-glucan) ' .
C O

— OH —

H
0.

OH
| main chain (B-1,3-glucan) branching point vy

Figure 19: Structure chimique du B-glucane dans la levure Saccharomyces cerevisiae

(Kath & Kulicke, 1999).

2.2 L’Arabinogalactane:
L'arabinogalactane de méléze, un polysaccharide présent dans le bois de méléze, a été

étudié pour ses effets sur le systéme immunitaire. Les recherches indiquent qu'il renforce les
cellules tueuses naturelles, les macrophages, et favorise la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires (Dion et al., 2016). De plus, il a été observé gu'il augmente la réponse en
anticorps au vaccin contre la pneumonie, suggérant un potentiel renforcement de la fonction

immunitaire (Udani et al., 2010).
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2.3 Lentinula edodes (Shiitake):

Le lentinane extrait du shiitake (figure 20) est un B-glucane qui a été signalé comme un
polysaccharide antitumoral grace a I'amélioration du systéeme immunitaire de I'hdte (Ahn et
al., 2017). En plus, Le mycélium de Lentinula edodes a été identifié comme renfermant un
sélénopolysaccharide novateur qui impacte l'activation des lymphocytes T humains et la
production de cytokines (Roszczyk et al., 2022).

Figure 20: Champignons Shiitake (Lentinula edodes) (Shiitake Mushroom - A
Comprehensive Guide, 2022).

2.4 Grifola frondosa (Maitake) :

Le Maitake, un champignon apprécié au Japon, est associé a une fraction appelée MD,
un glucane béta (1,3)(1,6) hautement purifié et soluble dérive du G. frondosa. Cette fraction a
démontré une activité antitumorale en stimulant le systeme immunitaire de I'hnéte, activant
notamment les macrophages, les cellules dendritiques (DCs) et les cellules tueuses naturelles
(NK). Ces actions favorisent une réponse immunitaire de type Th-1 (Masuda et al., 2008,
2009; Nanba et al., 1987).

Le champignon Maitake (Grifola frondosa) a été I'objet d'études approfondies en raison
de ses potentiels bienfaits pour la santé. Des recherches ont démontré que les extraits de
Maitake activent les cellules tueuses naturelles et les cellules dendritiques, renforcant ainsi
I'immunité antitumorale chez les souris (Tsao et al., 2013). En outre, on a observé que le -

glucane soluble issu du Maitake induit la régression tumorale en collaboration avec un
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agoniste de TLR9 par le biais de lI'immunité médiée par les cellules dendritiques (Masuda et
al., 2015). De plus, le Maitake a démontré une activité anticancéreuse et des effets préventifs
dans un modéle expérimental de carcinogenese mammaire chez la souris (Braico et al., 2017).
En parallele, le Maitake a été étudié pour ses propriétés antioxydantes et ses composés
aromatiques volatils (Aydin et al., 2021).

2.5 Ganoderma lucidum (Reishi) :

Le Reichi (figure 21), également connu sous les noms de "Ling Zhi" et "Mannentake",
est un champignon médicinal puissant reconnu depuis des centaines voire des milliers d'années.
Il est associé a des propriétés bénéfiques pour la santé, la guérison, la longévité, la connaissance
et le bonheur. Utilis¢ comme "champignon de l'immortalité" en Asie depuis 2000 ans, le
Ganoderma lucidum a été l'objet de nombreuses recherches en raison de son potentiel
thérapeutique. Ses composés bioactifs, tels que les triterpénoides, les polysaccharides, les
nucléotides, les stérols, les acides gras et les protéines, présentent divers effets
pharmacologiques, notamment : l'immunomodulation, anti-athérosclérose,  anti-
inflammatoire, analgésique, chimioprévention, anticacérigéne, améliore l'efficacité de la
chimiothérapie et de la radiothérapie promotion du sommeil, antibactérien et antiviral
(Sanodiya et al., 2009; Suarez-Arroyo et al., 2022; \Wasson, 1968).

Figure 21: Le champignon lingzhi (Ganoderm\a lucidum) (Wachtel-Galor et al., 2011).

Les effets thérapeutiques Anti-Cancéreux, Antitumoral, Chimio et Radio Préventifs de
Ganoderma lucidum sont due au D-glucanes, hétéropolysaccharides, glycoprotéines,
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lanostanoid et a un stéroide (Sanodiya et al., 2009). Les polysaccharides biologiquement actifs
présents dans G. lucidum sont principalement les B-D-glucanes (figure 22), ont montré une

activité antitumorale, en particulier grace aux B-D-glucanes ramifiés (1—3) (Sliva, 2003).

Figure 22: Structure des -D-glucanes de Ganoderma lucidum, A, Diagramme moléculaire

primaire ; B, Diagramme moléculaire de niveau supérieur (Sanodiya et al., 2009).

2.6 Mécanismes d’action des B-glucanes :

Les béta-glucanes, des glucides naturels, sont reconnus pour leur capacité a moduler le
systéme immunitaire, bien que les mécanismes précis de leur action restent largement inconnus
(Tsoni & Brown, 2008). Ces composés activent les cellules immunitaires innées telles que les
macrophages, les cellules dendritiques, les granulocytes et les cellules tueuses naturelles (NK),
induisant la sécrétion de cytokines qui inhibent la prolifération et favorisent l'apoptose des
cellules tumorales (Susanti et al., 2018 ; Yoon & Koppula, 2013). Les B- glucanes sont
capturés par les macrophages via le récepteur Dectin-1, indépendamment de la présence de
TLR-2/6 (figure 23). Ces grosses molécules de B-glucanes sont internalisées et fragmentées en
morceaux plus petits a l'intérieur des macrophages. Une fois libérées, les fragments plus petits
de B-glucanes sont ensuite absorbés par les granulocytes, monocytes ou macrophages circulants
via le récepteur du complément (CR)-3. Les granulocytes contenant des B-glucanes
fluorescentes liées au CR3 ont été montrés capables de détruire les cellules tumorales

inactivées opsonisées par le complément 3b (iC3b) apres avoir été attirés vers un
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site d'activation du complément, comme les cellules tumorales revétues d'un anticorps
monoclonal (Chan et al., 2009; Hong et al., 2004).

B-Glucans
% Monoclonal TORBE
Dectin-1 Antibod e
TLR-2/6 4
\\ / withic3b  Specific

Endosome with
B-Glucan B-Glucans
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Figure 23: L'absorption et les actions ultérieures du pB-glucane sur les cellules immunitaires (Chan et
al., 2009)..

De plus, les B-glucanes réduisent l'activation plaquettaire, présentent des propriétées
antioxydantes et sont liés a la régulation de génes impliqués dans la réponse immunitaire
(Blaszczyk et al., 2018; Saluk-Juszczak et al., 2010). En outre, les béta-glucanes montrent
un potentiel a améliorer la réponse glycémique et a moduler la microbiote intestinale (Telle-
Hansen et al., 2022).

Le B-glucane exerce une fonction sur le systeme immunitaire inné et adaptatif en se liant
a divers récepteurs membranaires sur les cellules immunitaires (figure 24). a initialement la
liaison des B-glucanes se fait via déctine-1, les récepteurs de type Toll (TLRs) et le récepteur
du complément 3 (CR3). Cette interaction active plusieurs voies de signalisation qui conduisent
a la production de cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL- 12, I'lL-1, I'lL-6 et le TNFa,
ainsi qu'a I'expression de molécules co-stimulatrices comme le B7.1 et le B7.2, présent sur les
macrophages et les cellules dendritiques, Ces cytokines et molécules co-stimulatrices stimulent
les lymphocytes T (TH et TC), les activant. Les lymphocytes TC libérent ensuite des substances
cytotoxiques telles que la perforine et la granzyme, favorisant la destruction des cellules
tumorales. b le B-glucane se lie au CR3 sur les cellules tueuses naturelles (NK), les activant

également. Les NK, stimulées par le B-
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glucane, libérent la perforine et la granzyme, leur permettant de tuer directement les cellules
tumorales. (TH : lymphocytes T auxiliaires, TC : lymphocytes T cytotoxiques) (Roudi et al.,
2017).
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Figure 24: Fonction du B-glucan sur le systeme immunitaire inné et adaptatif (Roudi et al.,

2017).

3 LaPhytothérapie:

3.1 Annona muricata (Graviola) :

Annona muricata, également connue sous les noms de Graviola, Corossol ou Guanabana, est
une plante tropicale a feuilles, a verdure persistantes produisant un fruit vert épineux a la pulpe
blanche sub-acide (figure 25). On l'utilise dans la préparation de jus frais, de sorbets, ou comme
fruit de dessert (Campbell, 1985; F.-R. Chang & Wu, 2001; Janick & Paull, 2008). Il est
largement reconnu comme un remede éthnomeédicinal accepté pour divers maux en raison de
ses propriétés antimicrobiennes, antifongiques, antidépressives et de sa capacité a abaisser la
pression artérielle, ainsi que pour sa "cytotoxicité sélective”. De plus, le fruit est consommé
avec la conviction culturelle et folklorique qu'il posséde des propriétés anti- cancéreuses (de

Sousa et al., 2010).
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Figure 25: le Graviola : Plante entiére (A), feuilles (B), tige (C), fleur (D) et fruit (E) d'A.
muricata Linn (Zubaidi, Mohd Nani, et al., 2023).

A. muricata a fait I'objet d'études phytochimiques approfondies en raison de ses
propriétés médicinales potentielles. L'analyse phytochimique a révélé que les Acétogénines
annonacées sont les principaux constituants de A. muricata (Moghadamtousi et al., 2015).
Aussi, les flavonoides et les alcaloides isoquinoléiniques ont été identifiés dans cette plante,
démontrant des effets anti-inflammatoires, antioxydants et anticancéreux (Wahab et al., 2018;
C. Yang et al., 2015). Plusieurs extraits de feuilles d'A. muricata ont montré une forte activité
inhibitrice de la croissance des cellules cancéreuses pulmonaires in vitro (Grijaldo et al.,
2023). L'extrait de feuilles n-butanoliques de A. muricata, riche en composés phénoliques, a
montré un potentiel antinéoplasique significatif (George et al., 2012). Des alcaloides

provenant des racines ont démontré des propriétés antinéoplasiques et

45



Partie bibliographique

antipaludiques (Nugraha et al., 2019). De plus, les feuilles de A. muricata ont une activité
antioxydante attribuée a leur composition phytochimique (Orak et al., 2019; Qorina et al.,
2019).

A. muricata présente des propriétés pharmacologiques dans différentes parties de la
plante, telles que les feuilles, les fruits, les graines, I'écorce et les racines (figure 26).

Wound healing .
4%

Antihypertensive _
o 6%
Antiviral "

Antibacterial
8%

Figure 26: Répartition des activités pharmacologiques de A. muricata (Mutakin et al.,
2022).

3.2 LesAcétogenines (AGGS) :

La plupart des Acétogénines annonacées presentent entre un et trois cycles THF
(tétrahydrofuranne), avec un ou deux groupes hydroxyle flanquant le centre d'un acide gras en
C32/34. De plus, l'acide carboxylique terminal se combine a une unité de 2-propanol pour

former une y-lactone a,B-insaturée (figure 27) (Kojima & Tanaka, 2009).
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Figure 27: Structure représentative des Acétogénines annonacées (Kojima & Tanaka,
2009).

La classe des Acétogénines annonacées a une large gamme de propriétés biologiques,
comprenant des activités anticancéreuses, anti-infectieuses, immunosuppressives, pesticide et

répulsif alimentaire pour insectes et parasites (Takahashi et al., 2008).

Plusieurs études ont souligné la capacité des Acétogénines a agir comme COMpPOSEs
bioactifs ayant des propriétés médicinales importantes, surtout dans le domaine du traitement
du cancer (Bridgemohan et al., 2015; F.-R. Chang & Wu, 2001; Hamada et al., 2004).

Ces polykétides agissent comme des inhibiteurs du complexe I dans la chaine respiratoire
des cellules tumorales soit la NADH: ubiquinone oxydoréductase de la chaine respiratoire
mitochondriale, Cette inhibition du complexe | entraine une perturbation de la fonction
mitochondriale et une privation d'ATP, des éléments cruciaux pour la survie des cellules
cancéreuses influencant ainsi le métabolisme tumoral, la mort cellulaire, l'apoptose et
l'autophagie. D’ou ces substances se sont révélées étre fortement cytotoxiques envers les
cellules cancéreuses (Cecil & Brown, 2002; Hernandez-Fuentes et al., 2019; Jacobo-
Herrera et al.,, 2019; Y. Liu et al., 2012).

Le cycle tétrahydrofurane (THF) mono ou bis, accompagné de deux groupes hydroxyles
ou plus, est suggéré comme le groupe fonctionnel responsable de leur activité antinéoplasique.
Leur structure bis-THF est responsable de leur activité biologique principale ainsi que Des
études ont démontré que les AGGs mono-THF, agissent comme des inhibiteurs non compétitifs
du complexe | dans la chaine respiratoire, La bioactivité polyvalente des AGGs les positionne
comme des agents thérapeutiques potentiels pour le traitement du cancer (Jacobo-Herrera et
al., 2019).

Plus de 500 AGGs ont été répertoriées. Ils ont manifesté une activité cytotoxique contre
diverses lignées cellulaires cancéreuses humaines, notamment celles du poumon, du sein, du
cblon, du rein, du pancréas, de la prostate, du foie et de la vessie (Jacobo-Herrera et al., 2019;
F. Yuan et al., 2015).
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Les Acétogénines provoquent aussi l'arrét du cycle cellulaire en phase G1 déclenchant

ainsi I'apoptose mediée par les mitochondries (figure 28). lls stimulent la formation des ERO

et la protéine pro-apoptotique Bax, tout en inhibant la protéine anti-apoptotique Bcl-2. Ces

actions alterent le potentiel membranaire mitochondrial, entrainant la libération de cytochrome

c. Ce dernier active les apoptosomes, amorcant la cascade caspase intrinséque et induisant la

fragmentation de I'ADN, conduisant finalement a l'apoptose (Gavamukulya et al., 2017,
Mutakin et al., 2022; Zubaidi, Mohd Nani, et al., 2023).

A. In cancer cell

Cytosol

C]
oco L)
LX) ®
(X ) ®,/9

Support growth of cancer cells

‘ J \
\ | / CO02 CoA-SH \

i - T~ Pyruvate
£ NADH PN

/ HH_ N;AD‘ v

/  Acetyl-CoA ¢— Pyruvate

\
\

\
NADH + H+

|
\ Respiratory ) /
\ chain oz /

B. Treated with
acetogenins

Acetogenins

Cytosol l" F .
% -

T T Baxprotein ¥ Wapoptosis
ROs' Ros & > >

Ros ~ = ,

Ros + *1 Y
Ros {-’ DNA
fragmentation
‘l'Bcl-Z protein o= _5

%

Release of cytochrome ¢

““'E@@» 2

TApotosom formation

%

Activate intrinsic
caspase cascade

Figure 28: Altérations des activités mitochondriales dans les cellules cancéreuses et les
conséquences suite au traitement par les acetogenins (Zubaidi, Mohd Nani, et al., 2023).
TCA:"Cycle de I'acide tricarboxylique"” ou "Cycle de Krebs".
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Chapitre 4 : Matériel et Méthodes

1 Ethique
Ce travail comporte trois expérimentations animales effectuées sur trois périodes, elles ont

respecté les régles de déontologie en expérimentation animale conformément a la directive
2010/63/UE pour les expérimentations animales et a celle de I'AASAE : Association Algérienne des
Sciences de I'Expérimentation Animale (Agrément Numéro 45/DGLPAG/DVA.SDA.14).

2 Etapes et choix des expériences
Notre étude s’étale sur trois étapes illustrées dans la figure 29 :

ETAPES ET CHOIXDES EXPERIENCES

Q)
Mise au point du modele
animal de la (11
cancérogénése chimique Etude toxicologigue
de la peau Toxicité chronique et (1)
il reprotoxicité de : Effet préventif contre
- La poudre de feuilles de la cancérogénése

Etude basée sur la dose et
la fréquence d’application
du DMBA

Graviola,
-Mélange de p glucane et
arabinogalactane

chimigue des:
*Graviola,

* [mmunostimulants ,
*» DCA,
seuls ou combinés.

Figure 29: les étapes et les choix des expériences.
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3 Mise au point du modele animal de la cancérogenese chimique
expérimentale :

3.1 Objectif:

Cette étude a eu pour objectif de mettre au point un modele animal expérimental d’un
carcinome spinocellulaire. Le protocole de cancérogénése chimique a été inspiré de la littérature
Subramanian et al ; 4102 . Il consiste en ’application dorsale d’un agent initiateur (DMBA) et d’un
promoteur (huile de croton), sur des souris males de la souche Swiss albinos. Nous avons évalué
I’impact de la dose et de la fréquence d’application du DMBA sur le temps de latence, I’incidence
ainsi que le développement des papillomes sur les plans morphologiques : nombre et volumes et

histologique.

3.2 Animaux, conditions d’élevage et adaptation :

Trente souris Males de la souche Swiss Albinos, provenant de I’institut pasteur d’Alger agés
entre 3 a 4 semaines avec un poids corporel compris entre 21 et 25 g ont été équitablement
dispatchées en cinq lots. Une période d’adaptation de 14 jours a précédé le début de
I’expérimentation. Toutes les souris, mis a part celles du lot témoin, ont été placées individuellement
dans des cages en polyéthyléne et galva tapissées de copeaux de bois. Les souris ont été nourries
avec un régime de granulés standard procurés chez 'TONAB (Annaba, Algérie) et de I'eau a volonté
et maintenues dans des conditions de logement standard a une température de 25

+ 4°C. Les souris ont été rasées deux jours avant I'application du DMBA.

3.3 Protocole expérimental :

3.3.1 Cancérogénese chimique :

Apres la période d’adaptation, le DMBA (Sigma chemicals, USA.Cat.No. D3254) dissout
dans de I’acétone a été appliqué sur environ 3cm? de la surface dorsale soigneusement rasée sous

une haute chimique absorbante.
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Les souris ont été observées chaque semaine pour surveiller le taux de mortalité et la peau a

été palpée pour détecter la présence de papillomes. Le nombre et le volume des verrues ont été

enregistrés a partir de la semaine de leur premiére apparition jusqu'a la semaine ou ils n'étaient plus

mesurables en raison de leur chevauchement.

La Figure 30 montre les traitements appliqués aux cing groupes de souris :

Control :

= Une application topique et hebdomadaire de 100 pL d'acétone.

Groupe A :

= Initiation : une seule application topique de 100 pg de DMBA/100 pL d'acétone (0,1
%, p/v).

= Promotion : deux semaines aprés I’application du DMBA, les souris ont re¢u une
application topique d’huile de croton a 1 % trois fois par semaine jusqu'a la fin de
I’expérimentation.

Groupe B:

= Initiation : une seule application topique de 200 ug de DMBA/100 uL d'acétone (0,2
%, p/v).

= Promotion : deux semaines aprés I’application du DMBA, les souris ont re¢u une
application topique d’huile de croton a 1 % trois fois par semaine jusqu'a la fin de
I’expérimentation.

Groupe C :

= Initiation : une seule application topique hebdomadaire de 100 ug de DMBA/100 pL
d'acétone (0,1 %, p/v) pendant trois semaines consécutives.

= Promotion : deux semaines apreés la derniére application du DMBA, les souris ont regu
une application topique d’huile de croton a 1 % trois fois par semaine jusqu'a la fin de
I’expérimentation.

Groupe D :

= Initiation : une seule application topique hebdomadaire de 100 pg de DMBA/100 pL
d'acétone (0,1 %, p/v) pendant quatre semaines consécutives.

= Promotion : deux semaines apreés la derniére application du DMBA, les souris ont recu
une application topique d’huile de croton a 1 % trois fois par semaine jusqu'a la fin de

I’expérimentation.
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Apres la premiere application de DMBA, les souris ont été placées sous une lumiére jaune pour
accélérer I'étape d'initiation (Subramanian et al., 2014a).

Groupe control

4 S 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 1 22 X3 ;‘4]

AA A
Groupe D

»
»

[12345678910 11 12 13 14 15 16 17 18 1 20 2

&

23 24]

AAAA

1,23 ... Nombre des semaines
A Une seule application de DIVIBA (100 ug/100 ul d’acétone)
A uneseule application de DMBA (200 ug /100 u! d’acétone)

& Applications de I'huile de croton, trois fois par semaine (1 m/ /100 ml d’acé tone)
& Applications de I'acétone, trois fois par semaine

£ Une seule applications d'acétone

Figure 30: Schéma expérimental.

Chaqgue semaine, les parametres de grandeurs des papillomes ont été mesurés avec un pied a
coulisse. Le volume approximatif a été calculé en fonction de la forme de la verrue qui était

généralement cylindrique selon les formules suivantes :

Formes cylindrigues :

Volume (mm?®) = Hauteur x ni/4 x (Diamétre)?

Formes rectangulaires :

Volume (mm?) = Longueur x Hauteur x Largeur

Vingt et une semaines apres la premiere application du DMBA, toutes les souris ont été

euthanasiées et une biopsie cutanée a été réalisee immédiatement aprés le sacrifice.
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3.4 Etude histologique :
Des Biopsies cutanée ont été immédiatement fixées dans une solution de formol a 10 %.

L’enrobage et la confection des coupes ont été obtenus suivant la technique décrites par (Hould,
1984).

- Fixation

La fixation des échantillons a été faite dans une solution de formol & 10%. Les prélévements
réalisés on été mis dans des cassettes spéciales a parois retournées afin de permettre le passage des
liquides.

- Enrobage et obtention des blocs

La réalisation de coupes fines et réguliéres nécessite I'inclusion des échantillons dans un bloc
de paraffine, comme suit :

e Déshydratation : Les échantillons sont déshydratés dans un automate qui permet leurs
passages automatiques et progressifs dans des bains de méthanol puis d’éthanols pendant
24h.

e Eclaircissement : L’éthanol est remplacé par la paraffine. 11 s’agit du xyléne qui élimine
1’éthanol et clarifie les tissus (trois bains de 30 minutes chacun).

e Inclusion : Aprés avoir imbibé le tissus dans des bains de paraffine liquide (portée a
56/58°C). il est par la suite enrobé par inclusion dans un bloc de paraffine fondue, qui, en se
solidifiant, va permettre la réalisation de la coupe.

- Confection des coupes :

La réalisation des coupes minces de quelques microns (Spum en moyenne) a été possible grace
a un microtome (Leica RM2235). Ces dernieres ont été etalées sur des lames porte-objet, déplissées
et fixées par I'utilisation d’une eau gélatineuse chauffée.

- Coloration et montage :

Reéalisée par la technique & ’'Hématoxyline-Eosine (Hématéine-Eosine) en suivant les étapes
suivantes :

e Déparaffinage et hydratation des lames avec I’eau du robinet, suivi par un ringage a I’eau
distillée.

e L’incubation des lames pendant 15 minutes dans un bain d’Hématoxyline de Harris qui est
un colorant cationique basique qui colore en bleu violacé les structures anioniques ou acides

et donc basophiles, les noyaux.
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e L’immersion des coupes dans I’alcool acide (1 a 2 plongées) pour les différencier suivi d’un
ringage des lames dans un bain d’eau du robinet. La différenciation doit étre vérifiée par
I’observation des coupes au microscope.

e Bleuissement des coupes dans un bain d’eau ammoniacale suivi d’une immersion dans un
bain d’Eosine (15 secondes a 2 minutes) qui est un colorant acide qui colore en rose les
structures basiques et donc acidophiles, le cytoplasme.

e Tous ces bains sont séparés par des lavages a 1’eau du robinet.

e Enfin, les préparations sont séchées et observées au microscope optique.

4 Etude toxicologique :

Le choix porté sur les substances utilisées dans cette étude a été basé sur une étude
bibliographique qui a rapporté d’une part, leur effet anticancerigéne contre certains types de cancers,
autres que ceux de la peau, et d’autre part leur statut controversé. Nous avons entrepris une étude
approfondie pour évaluer I'éventuel effet toxique des substances qui ont été jugées peu ou
insuffisamment étudiées. Ce chapitre se concentre spécifiquement sur I'évaluation de la toxicité
chronique associée a la poudre de feuilles de Graviola (Annona muricata) ainsi qu'au mélange de

béta-glucane (provenant de Saccharomyces cerevisiae) et d'Arabinogalactane.

4.1 Animaux et conditions d’élevage :

Nous avons utilisé dix-huit souris albinos méales de la souche Swiss albinos agés de trois
semaines de I’institut Pasteur d’Alger. A leur réception, les rongeurs pesaient entre 17 et 20 g. Les
souris ont été placees dans une animalerie, loges et nourris comme précédemment décrit (3.2).
Pendant la période d’adaptation de deux semaines, les souris ont été équitablement séparées en trois

groupes et ont été pesés de maniere hebdomadaire pendant toute la durée de I’expérimentation.

4.2 Annona Muricata (Graviola) :

Nous avons utilisé la poudre fine des feuilles de Graviola commercialisé, originaire du Perou
et fabriquée en Allemagne (figure 31). Le produit a été acheté a la pharmacie, lot C17030059 de la

société Zein Pharma, posologie : 2 a 3 capsules de 500 mg par jour.
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Figure 31: Emballage commercial de la poudre de feuilles de Graviola.

4.3 LesImmunostimulants:

L'extrait de B-glucane de la levure Saccharomyces cerevisiae et l'arabinogalactane (issu du
méléze) ont été obtenus chez Now Foods (lot n° 21046780740), dans I'lllinois, aux Etats-Unis

(figure 32).

" Extra Strength
Beta-Glucans

With ImmunEnhancer

( Heg!tﬁ Immune SggPO“'
%0 Mg of Beta-Glucans N,
Jrerts Normal Immune Functio”

 Larch Arabinogalactan
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Dy e, (.:ae:mw/"*‘-“"

———— —

General Health

Figure 32: Emballage commercial des Immunostimulants (B-glucane/arabinogalactane).

52



Partie pratique

4.4 Composition des lots et traitement des souris :

> Lot 1, témoin : les souris ont regu de ’eau par gavage gastrique, jusqu’a la fin de
I’expérimentation.

> Lot 2, les souris ont recu, par gavage gastrique, une dose 10 fois (10 X) plus élevée que la
dose normale utilisée dans la pharmacopée traditionnelle de la poudre des feuilles de
Graviola dissoute dans I’eau. X= 0,53 mg/souris soit 10*X= 5,3 mg/souris et cela en
estimant un poids moyen de 25 g/souris (212 mg/Kg).

> Lot 3, les souris ont recu, par gavage gastrique, une dose 10 fois (10 X) plus élevée que la
dose normale utilisée dans la pharmacopée traditionnelle de la poudre du mélange
d’immunostimulants (béta-glucane de Saccharomyces cerevisiae et d'arabinogalactane)
dissout dans 1’eau. X=0,64 mg/souris soit 10*X= 6,4 mg/souris et cela en estimant un poids

moyen de 25 g/souris (265 mg/Kg).

4.5 Sacrifice et prélevement:

Aprés une periode d'expérimentation de 13 semaines de la toxicité chronique (Notions -
Comment évaluer un effet toxique ? - CNESST, s. d.) de la poudre de Graviola ainsi que la poudre
de béta-glucane et d'arabinogalactane, les souris ont été euthanasiées par décapitation et le
prélevement sanguin a été effectué immediatement. Le sang a été recueilli dans deux tubes de
polyéthylénes étiquetés. L’un sec et I’autre contenant 1’anticoagulant EDTA. Les tubes secs ont été
utilisés pour I’analyse des parameétres biochimiques, ceux de '’EDTA ont servi a la détermination

de la formule de numération sanguine (FNS) (figure 33).
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| Période d’adaptation de deux semaines ]

Lot Témoin Lot Traité Graviola Lot Traitd Immunostimulants

4 | g [ |

Gavage ) Gavage quotidien SUEaE IR
otidi ; avec la poudre de i

qu 'leﬂ avec ot 202 e Immunostimulants
I'eau F e Ses aidmeite 265mg/kg

Pesée hebdomadaire des souris

Apres l sacrifice

e Coupes histologiques
e Parameétres Biochimiques

e FNS
e Parameétres de stress
oxydatif

Figure 33: Schéma récapitulatif de I’expérimentation.
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4.6 Dosage de quelques biomarqueurs plasmatiques biochimiques :

Le dosage des paraméetres biochimiques de la toxicité chronique a été réalisé dans un systéme
automatise (MINDRAY).

4.6.1 Glucose:

Le dosage du glucose plasmatique a été effectué par la méthode de glucose oxydase selon
Trinder, 1969. La glucose oxydase catalyse I’oxydation du glucose en acide gluconique. Par la
présence d’une peroxydase, le peroxyde d’hydrogéne ainsi formé réagit avec le phénol et les quatre
aminophenazones pour former un composé rose de quinonéimine, 1’intensité de la coloration est
proportionnelle a la concentration du glucose dans I’échantillon. Le calcul de la concentration se

fait selon 1’équation suivante :

Glucose (mg/dl) = (DO échantillon / DO étalon) * concentration de I’étalon (100 mg/dl)

4.6.2 Triglycérides:

Les triglycérides sont hydrolysés en glycérol et en acide gras libres par la lipoproteine lipase
(LPL). Aprés deux réactions, le glycérol est converti en dihydroxyacétone phosphate (DAP) et en
H20,. Dans la derniére réaction, le H>O, réagit avec quatre aminophénazones (4-Ap) et p-

chlorophénol enprésence de la peroxydase (POD) + H.O; (Bucolo & David, 1973).

5 LPL
Triglycérides + H,O Glycérol + acides gras libres

GK
Glycérol +ATP —— > Glycérol 3 phosphate + ADP

GPO
Glycérol 3 phosphate + O, ———————> Dihydroxyacétone phosphate + H,0,

, POD .
H,0, + p-Chlorophénol —————————> Quinone + H,0,
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L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration des triglycérides dans
I’échantillon. Le calcule de la concentration se fait selon I’équation suivante :

Triglycérides (mg/dl) = (DO échantillon/ DO étalon) * 200

4.6.3 Cholestérol:

Le cholestérol et ses esters sont libérés a partir des lipoprotéines par des détergents. La
cholestérol estérase hydrolyse les esters, le H2O- est formé dans la réaction d'oxydation enzymatique
du cholestérol sous l'action du cholestérol oxydase. Ce dernier réagit avec le phénol pour produire
le quinonéimine, selon les réactions ci-dessous (Meiattini et al., 1978). L’intensité de la couleur

formée est proportionnelle a la concentration du chlore dans 1’échantillon.

Cholesterol Estérase

Cholestérol ester + H,0 > Cholestérol + Acides gras
. Cholesterol oxydase .
Cholestérol + O, > 4-Cholestérol + H,0,
Peroxydase
2H,0, + Phénol + 4-Aminophyna zone > 4H,0 + Quinone

Le calcul de la concentration se fait selon 1’équation suivante :

Cholestérol (mg/dl) = (DO échantillon / DO étalon) * 200

4.6.4 Aspartate Amino Transférase (ASAT ou TGO):

Le dosage enzymatique se fait a I’aide du Kit de SPINREACT (Kaplan A, 1984; Young,

1995) selon les réactions suivante :

TGO
Oxaloacétate + Glutamate

v

Aspartate + o cétoglutarate

MDH

Oxaloacétate + NADH/H* Malate + NAD*

A 4

Réactif 1 : Tampon L-Aspartate ; Réactif 2 : NADH, MDH, a- Ketoglutarate.

TGO : Transaminase Glutamo-Oxaloacétique,
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MDH : Malate déshydrogénase,

1ml de réactif est mélangé a 100l de sérum et incubé pendant 1 min aprés quoi la lecture

de I’absorbance (A) initiale se fait a 340nm dans un intervalle de 3 min.
Calculer la moyenne de I’augmentation d’absorbation par minute (AA/min).
Calcul : AA/min * 1750 = U/L de ASAT

4.6.5 Alanine Amino Transférase (ALAT ou TGP):

Le dosage se fait a I’aide du Kit de SPINREACT (Kaplan A, 1984; Young, 1995) selon

les réactions suivante :

TGP
Alanine + o cétoglutarate > Pyruvate + Glutamate

LDH
Pyruvate + NADH/H* > Lactate + NAD*

Réactif 1 : tampon L-Alanine,
Réactif 2 : NADH, LDH, a- Kétoglutarate.
TGP : Transaminase Glutamo-Pyruvique,

LDH : Lactate deshydrogénase.

1ml de réactif est mélangé a 100l de sérum et incubé pendant 1 min aprés quoi la lecture
de ’absorbance (A) initiale se fait a 340nm dans un intervalle de 3 min.

Calculer la moyenne de I’augmentation d’absorbation par minute (AA/min).

Calcul : AA/min * 1750 = U/L d’ALAT
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4.7 Dosage des parametres de stress oxydatif :

4.7.1 Dosage des protéines totales :

La méthode de Bradford, (1976) est une technique spectrophotométrique employée pour
mesurer la concentration de protéines en solution a l'aide du bleu de Coomassie G250. Ce réactif
interagit avec les groupements amines (—NH>) et cationiques des protéines pour former un complexe
coloré en bleu. L'intensité de cette coloration bleue, qui refléte le degré d'ionisation du milieu acide,
est directement proportionnelle a la concentration des protéines.

Pour préparer le réactif de Bradford : 100 mg de bleu de Coomassie (G 250) sont dissous dans
50 ml d'éthanol (95%). Apres deux heures d’agitation, 100 ml d'acide orthophosphorique (85%) sont
ajoutés apres quoi le volume est complété jusqu’a 1L avec de 1'eau distillée. La solution est filtrée

et conserver a 4°C, a l'abri de la lumiére, pour une durée maximale d'un mois.

Pour le dosage des protéines totales, 5 ml de reactif de Bradford sont ajoutés a 0,1 ml de
I'homogenat, apres une légere agitation et une incubation de 5 minutes, la densité optique est
mesurée a 595 nm contre a un blanc. La concentration des protéines est déterminée en comparant
les résultats a une courbe étalon d'albumine sérique bovine (Cinque concentrations allant de 0 a 1

mg/ml) réalisée dans les mémes conditions (figure 34).

y =0,908x + 0,1084

12 R2=0,9844
1
0,8
Q o6
0,4

0,2 ./

0

0 0,5 1 15

[BSA} mg

Figure 34: Gamme d’étalonnage de la BSA.

58



Partie pratique

4.7.2 Activité de la Catalase (CAT):

Dans les cellules eucaryotes, la CAT est principalement localisée dans les peroxysomes, qui
contiennent de nombreuses oxydases produisant de I'H2O>. En cas de fortes concentrations en H20»,
elle catalyse sa conversion en eau et en dioxygene (Minig, 2009), suivant la réaction :

2 H,O2 — 02 + 2 H.0

Le dosage de l'activité enzymatique de la CAT a été réalisé par spectrophotométrie en faisant

réagir les quantités montrées dans le tableau 3 :

Tableau 3: composition du milieu réactionnel pour le dosage de I'activité enzymatique de la CAT.

Essai (ul) Blanc (ul)
Tampon phosphate (PBS) | 780 800
H,0, 200 200
Sérum Fd (1/50) 20 0
Total (ul) 1000 1000

Le mélange réactionnel est préparé dans une cuve en quartz, placée dans le spectrometre, et
est soigneusement resuspendu a l'aide d'une micropipette. Les valeurs de la densité optique a 240
nm sont prélevées toutes les 15 secondes pendant une minute, car l'activité de la catalase diminue

rapidement. L'activité de la catalase est calculée en utilisant I'équation suivante :

Activité de CAT (pmol H202/min/mg de prot) =A DO /€*1*X*Fd

ADO : Variation de la densité optique par minutes.
¢ . Coefficient d’extinction d’H,0, (0,043 mM™cm™).
| : Largeur de la cuve.

X : Quantité de protéines en mg/ml.

R

Fd : Facteur de dilution pour le H202 dans la solution tampon (0,02)
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4.7.3 Activité de la Glutathion Peroxydase (GPx):

L'activité enzymatique de la GPx a été évaluée en utilisant la méthode décrite par Flohé &
Gunzler, 1984. Cette méthode repose sur la réduction du peroxyde d'hydrogene (H202) en présence
de glutathion réduit (GSH). Sous I'action de la GPx, deux molécules de glutathion réduit sont oxydé
en glutathion-disulfure (GSSG) selon la réaction suivante :

H202+ 2 GSH—7F— GSSG + 2 H20

0,4 ml de glutathion réduit (GSH) a une concentration de 0,1 mM et 0,2 ml d’une solution
tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4) ont été rajoutés a 0,2 ml d’homogénat. Le
mélange a été incubé au bain-marie a 25°C pendant 5 minutes. 0,2 ml d’ H2O> a une concentration
de 1,3 mM ont été rajoutés pour initier la réaction. Aprés 10 minutes d'incubation, la réaction a été
arrétée en ajoutant 1 ml de TCA (acide trichloroacétique) a 1%. Le mélange a été refroidi sur glace
pendant 30 minutes, centrifugé pendant 10 minutes a 3000 tours/minutes. 0,48 ml du surnageant a
été prélevé. 2,2 ml de la solution tampon TBS et 0,32 ml de DTNB (Ellman’'s reagent) a une

concentration de 1,0 mM ont éte ajoutés. La densité optique a été mesurée a 412 nm apres 5 minutes.

L’activité enzymatique du GPx est calculée selon 1’équation :

(DO échantillon— DO étalon) * 0,04

GPx (nmol /mg de prot) =
DO étalon

DO : Densité optique lue a 412 nm.
0.04 : Concentration de substrat (GSH).

4.7.4 Dosage du Malondialdéhyde (MDA) :

Le MDA se forme en tant que produit terminal lors de la dégradation des acides gras
polyinsaturés sous l'effet des radicaux libres. Pour évaluer le niveau de peroxydation lipidique, La

quantification du MDA est effectuée en utilisant la technique décrite par Buege & Aust, 1978.
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Cette méthode repose sur la réaction de condensation du MDA en milieu acide et chaud avec l'acide
thiobarbiturique, ce qui génére un pigment de couleur rose. Ce composé coloré est mesuré par

spectrophotométrie d'absorption a une longueur d'onde de 530 nm (figure35).
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Figure 35: Reaction du dialdéhyde malonique avec I’acide thiobarbiturique.

150 pl de la solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM pH 7.4) et 375 ul de la solution
TCA-BHT (TCA 20%, BHT 1%) sont ajoutés a 375 pl de 'homogénat., le mélange est vortexé puis
centrifugé a 1000 tours/min pendant 10 min. 400 ul du surnagent ont été prélevés, auxquels ont été
rajoutés 80 pl de HCI (0.6 M). 320 ul de la solution Tris-TBA (Tris 26 mM, TBA 120mM) ont été
rajoutés. Le mélange a été incubé au bain-marie a 80°C pendant 10 minutes et la densité optique a
été mesurée a 530 nm contre le blanc réactif, La concentration de MDA est calculée selon la formule
suivante :

C (nmol/mg protéines)=DO * 106/ €* X * | *

= C: Concentration MDA en nmoles/mg de protéines.
= DO : Densité optique lue a 530 nm.
= € : Coefficient d’extinction molaire du MDA = 1.56 105 M* cm™.
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= | : Longueur du trajet optique = 0.779 cm.
= X : Concentration de I’extrait en protéines (mg/ml).
= Fd : Facteur de dilution : Fd = 0.2083.

4.7.5 Dosage du glutathion réduit (GSH) :
Le glutathion est un tripeptide composé d’acide glutamique, de cystéine et de glycine. Il

contient un groupement thiol (-SH) et est reconnu comme l'un des principaux composants du
systeme antioxydant endogeéne. Le glutathion joue un rdle crucial dans la protection contre
l'oxydation en agissant comme cofacteur pour des enzymes antioxydantes telles que les glutathion
peroxydases et les glutathion transférases (Khaldi, 2018).

Le dosage du glutathion (GSH) est effectué selon la methode décrite par Weckbecker &
Cory, (1988). Cette methode repose sur la mesure de I'absorbance optique de I'acide 2-nitro-5-
mercapturique, qui résulte de la réduction de I'acide 5,5 dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB) par les
groupements thiol (-SH) du glutathion. Une déprotéinisation est réalisee pour isoler specifiqguement
les groupements thiol (-SH) du glutathion D.

0,2 ml de la solution d'acide salicylique (0,25%) ont été rajoutés a 0,8 ml de I'homogénat. Le
mélange a été agité et incubé pendant 15 minutes dans un bain de glace. Aprés une centrifugation a
1000 tours/minute pendant 5 minutes, 0,5 ml de surnagent ont été prélevés auxquels on a rajouté 1
ml du tampon Tris-EDTA, pH 9,6. 0,025 ml de l'acide 5,5 dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB) a
une concentration de 0,01 M ont été ajouté au mélange. Apres une incubation de 5 minutes a

température ambiante, la DO a été mesurée a 412 nm contre un blanc.

La concentration de glutathion est calculée comme suit :

DO *1*1,525

GSH (nmol / mg protéine) =
13100 * 0,8 * 0,5 * mg protéines

= DO : Densité optique.

= 1 : Volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation (0.8ml homogénat +
0.2 ml de I’acide salicylique).

= 1.525 : Volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau du

surnageant (0.5 ml surnageant+1 ml Tris + 0.025 mI DTNB).
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= 13100 : Coefficient d’absorbance du groupement —SH a 412 nm.
= 0.8 : Volume de I’homogénat.

= 0.5 : Volume du surnageant.

4.8 Etude histologique : (cf 3.4. Etude histologique)

4.9 Lareprotoxicité :
Dans le cadre de cette étude visant a évaluer la reprotoxicité potentielle du Graviola, vingt-

quatre souris d'un poids moyen de 20 g, comprenant un nombre égal de males et de femelles, ont
été obtenues aupres de I'Institut Pasteur d'Alger. Les souris ont été réparties en quatre groupes de
six individus chacun. Deux de ces groupes ont servi de témoins, composés a la fois de males et de
femelles, tandis que les deux autres groupes ont été traités avec une dose de Graviola correspondant
a 10 fois la dose normalement utilisée dans la pharmacopée traditionnelle, tel que défini pour cette
étude toxicologique. Aprés une période d'adaptation d'une semaine, l'administration par voie
gastrique de la poudre de Graviola a commencé pour les souris des groupes traités, tant males que
femelles. Un mois apres le début du traitement, les copulations ont été initiées entre les souris des
groupes traités et les témoins. Les males ont été séparés des femelles une semaine apres le début des
copulations, tout en continuant lI'administration gastrique du Graviola pour les groupes traités jusqu'a

la mise bas des femelles. Ensuite, les souriceaux ont été comptés pour chaque lot (figure 36).

La méme expérimentation visant a évaluer l'effet du mélange d'immunostimulants sur la
fertilité a été menée sur des souris, suivant le méme protocole que celui décrit précédemment pour

le lot de Graviola.

Figure 36: Souriceaux nouveau-nes.
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5 Etude de I'effet préventif des différents traitements contre la
cancérogenese chimique de la peau en application seules ou
combinées :

Les substances testées dans notre recherche incluent la poudre des feuilles de Graviola, un
mélange d'immunostimulants, et le dichloroacétate (DCA). Notre étude a été structurée en plusieurs
volets : chaque substance a été testée individuellement pour évaluer ses effets spécifiques sur la
carcinogenese cutanée. De plus, un groupe a été traité avec une combinaison des trois substances

afin de déterminer I'éventuelle synergie ou antagonisme entre ces agents.
5.1 Animaux et conditions d’élevage :

Pour chaque expérimentation, qu'il s'agisse d'évaluer les effets des substances seules ou
combinées, les souris étaient reparties aléatoirement en quatre groupes de six souris chacun. Nous

avons maintenu le méme choix d’animaux et conditions d’élevage que dans le chapitre de 1’étude

de toxicité :

5.2 Effet du Graviola sur la cancérogénese :

Pour cette partie, nous avons utilisé des feuilles de Graviola séchées a I’ombre et qui nous ont

été procuré de la société Toundoubeer, Dakar, Sénégal (figure 37).

Figure 37: Feuilles séchées d’ Annona muricata (Graviola).
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10g de feuilles de Graviola, sont broyées pour obtenir une poudre. Cette poudre est ensuite
dissoute dans 100 ml d'eau distillée et agitée dans un bécher a 40°C pendant 24 heures. Apres
I'agitation, la solution est filtrée. Le filtrat est placé dans des cristallisoirs et séché dans une étuve a
40°C pendant 24 heures. Le résidu sec est ensuite raclé avec une spatule et pesé. Le rendement de
I'extraction est de 1,7 g (17%). Nous avons utilisé 120 mg/kg (100% de feuilles). Pour une souris
de 30 g, une solution de gavage de 3,6 mg/ml a été administrée trois fois par semaine (Torres et al.,
2012).

5.3 Effet du mélange d'immunostimulants sur la cancérogénése chimique :

Pour le gavage des souris, nous avons utilisé un mélange de cing immunostimulants naturels
. le béta-glucane de Saccharomyces cerevisiae, l'arabinogalactane (figure 32), et une poudre
composee de trois champignons Reishi (Ganoderma lucidum), Shiitake (Lentinula edodes), et
Maitake (Grifola frondosa)) (figure 38). Nous avons administré une dose de 6,66 mg/Kg pour le
mélange de béta-glucane et d'arabinogalactane, ainsi qu'une dose de 6,66 mg/Kg pour le mélange

des immunostimulants provenant des champignons.

Figure 38: Le mélange de trois immunostimulants issus de champignons.
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5.4 Effet du dichloroacétate (DCA) sur la cancérogénese chimique :

Les souris ont regu, par gavage gastrique, une solution de 3 mg/ml de DCA trois fois par

semaine pendant toute la période expérimentale. La dose administrée, correspondant & 100 mg /Kg

est conforme a la dose clinique usuelle, qui varie entre 25 et 100 mg/kg/jour (Ohashi et al., 2013).

5.5 Lacombinaison:

Toutes les substances déja utilisées individuellement précédemment ont été combinées en un

seul traitement. Cette combinaison, comprenant le DCA, le mélange d’immunostimulants et le

Graviola, a été administrée en respectant les doses respectives utilisées pour chaque substance

lorsqu'elles étaient administrées seules.

5.6 Composition des lots et traitements des souris :

Soixante souris ont été equitablement réparties en dix groupes (figure 39) :

v

Lot témoin (T) : les souris ont recu 100 ul d'acétone ainsi que de I'eau physiologique par
gavage gastrique trois fois par semaine pendant toute la durée de I'expérience.

Lot DMBA : les souris ont été soumises au protocole de cancérogénése chimique (0,1% de
DMBA et 1% d’huile de croton) et ont recu de I’eau physiologique par gavage gastrique
pendant toute la durée de I’expérience.

Lot Graviola (Grav) : les souris ont recu une application cutanée de 100 ul d'acétone, et
I’extrait de feuilles de Graviola par gavage gastrigue.

Lot Immunostimulants (IS) : les souris ont recu une application cutanée de 100 pl
d'acétone et le mélange d’immunostimulants par gavage gastrique.

Lot Dichloroacétate (DCA) : les souris ont recu une application cutanée de 100 pl d'acétone
et la solution de DCA par gavage gastrique.

Lot combinaison des trois produits (COMB) : les souris ont recu une application cutanée

de 100 ul d'acétone et le mélange de Graviola, IS et DCA.
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v' Lot DMBA/Grav : les souris ont été soumises au protocole de cancérogénése chimique
(DMBAV/huile de croton) en parallele, elles ont recu la solution de I’extrait de feuilles de
Graviola par gavage gastrique.

v' Lot DMBAVJIS : les souris ont été soumises au protocole de cancérogénese chimique
(DMBA/huile de croton) en parallele, elles ont recu le mélange d’immunostimulants.

v' Lot DMBA/DCA : les souris ont été soumises au protocole de cancérogénése chimique
(DMBAV/huile de croton) en parallele, elles ont recu la solution de DCA.

v' Lot DMBA/COMB : les souris ont été soumises au protocole de cancérogénese chimique
(DMBAV/huile de croton) en paralléle, elles ont regu la combinaison des trois substances :
Graviola, 1S et DCA.
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Semaines de traitement

Lot témoin (T)

Lot sain traité (G)

Lot sain traité (IS)

Lot sain traité (DCA)

Lot sain traité (COMB)

Lot malade (DMBA)

Lot malade traité (DMBA/G)

Lot malade traité (DMBA/IS)

Lot maladetraité (DMBA/DCA)

Lot malade traité (DMBA/COMB) (123456 7

Une Application de DM BA ¥ Applicationsd’huile de croton 1l Applicationsde ’Acétone i

Gavagede 'extrait de Graviola + Gavagede FIS + Gavage dela DCA +

Gavagedela COMB + Gavagede l’eau physiologique @

Figure 39: Schéma des traitements des différents lots de souris.
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5.7 Biopsie, sacrifice et prélévement :

5.7.1 Biopsie cutanée:

A la fin de la 18éme semaine de promotion, des biopsies cutanées sont réalisées sur des
animaux vivants et anesthésiés afin de préserver l'intégrité des tissus et d'observer les éventuelles
réactions inflammatoires. L'anesthésie générale est induite par injection intrapéritonéale de 100 pl
d'une solution de phénobarbital & 20 mg/ml, ce qui permet d'éviter les réactions neuroendocriniennes
et comportementales a la douleur susceptibles de perturber I'expérimentation. Une anesthésie
profonde est atteinte deux a trois minutes apres l'injection (figure 40.A). La biopsie est effectuée a
I'aide d'une pince, d'un bistouri et de ciseaux chirurgicaux (figure 40.B).

Figure 40 : A) Injection intrapéritoneale de I’anesthésie. B) Biopsie cutanée.

5.7.2 Sacrifice et prélevement:

Apres la biopsie, les souris ont été sacrifiées par décapitation. Le sang a été recueilli dans des
tubes contenant de 'EDTA, puis rapidement analysé a l'aide d'un analyseur hématologique pour
réaliser la formule sanguine (FNS) (ERMA Model PCE-210). Les animaux sacrifiés ont ensuite
été dissequés pour prélever le foie. Les organes prélevés ont été conservés au congélateur pour
préparer des homogénats nécessaires a I'analyse des paramétres du stress oxydant ou dans le formol

pour I’étude histologique.
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5.7.2.1 Lanumération de la formule sanguines (FNS) :

Pour observer les variations du taux des cellules immunitaires et leur impact sur le
fonctionnement de ce systéme, nous avons calculé le nombre des principales cellules immunitaires
(globules blancs, monocytes et lymphocytes) connues pour leur role dans le cycle de I'immunité

contre le cancer.

5.7.2.2 Préparation des homogénats des organes :

2 g de tissu hépatique ont été broyeés a basse température (4°C) dans un tampon TBS [Tris (50
mM), NaCl (150 mM), pH = 7.4] a l'aide d'un broyeur. Aprés homogénéisation, les suspensions
cellulaires ont été centrifugées a 9000 tours/min a 4°C pendant 15 minutes. Les surnageants

(homogeénats) ont été aliquotés dans des eppendorfs puis congelés a -20°C jusqu'a l'analyse.

5.8 Exploration des parameétres du stress oxydant :

5.8.1 Activité de la Superoxyde Dismutase (SOD):

La mesure de l'activité de la SOD est basée sur la méthode de Beyer & Fridovich, (1987), qui
évalue l'inhibition de la photoréduction du nitro-bleu de tétrazolium (NBT) (Sigma N5514-10 TAB)
par les anions superoxyde O2-. Ces anions sont génerés par la méthionine et la riboflavine en
présence de lumiere et d'O atmosphérique (figure 41). La réduction du NBT produit une coloration
bleu pourpre (bleu de formazan) qui absorbe a 560 nm. La présence de la SOD dans le milieu
réactionnel empéche cette réduction en dismutant I'anion O2-, ce qui réduit la formation de bleu de
formazan. L'inhibition de la photoréduction est proportionnelle a l'activité de la SOD. Le tableau 4

présente le protocole suivi pour la préparation des milieux réactionnels.
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Lumiere

(Méthionine + (Riboflavine ) + 20, )

l

2(:)2' —_— (:)2 + Hzc)z
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Bleu de formazan (560nm) (

Figure 41: Schéma récapitulatif des interactions dans le milieu réactionnel pour mesure de
I’activité de la SOD.

Tableau 4: Composition des milieux réactionnels utilisés pour le dosage de I’activité de la SOD.

Lumiére Lumiére Obscurité
Tube Tube échantillon Tube blanc (ul) Tube blanc (pl)
EDTA-Methionine 500 pl 500 pl 500ul
PBS 446.1 ul 44.6 ul 44.6 pl
Echantillon 25 pl / /

PBS 475 pl 500 pl 500 pl

NBT 42.6 ul 42.6 ul 42.6 pl
Riboflavine 11.3 11.3 11.3 ul

V final 1500 pl 1500 pl 1500 pl

Mesure a 560 nm Mesuré le blanc Calibrer ’appareil
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Une unité d’activité de la SOD est définie comme la quantité d’enzyme nécessaire pour

inhiber la réduction du NBT de 50% dans les conditions spécifiées.
Y —— 1mgde protéine

50 —— 50/Y mg de protéine

Ou Y représente le pourcentage d’inhibition /mg de protéine

50/Y mg de protéine——  correspond a une unité SOD

1mg de protéine ———» correspond a : = (1x1) / (Y / 50) Unité SOD /mg de protéine.

L’activité SOD = % d’inhibition / mg de protéine :

Y= E[—HO“DQE * 100 ] * — j « Fd

DO, [Protéines tot ] mg/ml

Activité spécifique de SOD = Y/50 Unité SOD / mg de protéines

Fd : Facteur de dilution de I’échantillon.

5.8.2 Activité de la Catalase (CAT): (cf. 4.7.2)
5.8.3 Activité de la Gluthation peroxydase GPx: (cf.4.7.3)
5.9 Etude histologique (cf. 3.4)

5.10 Analyses statistiques :

Les résultats sont exprimés par la moyenne =+ écart type pour chaque type d’échantillon étudie.

Une analyse de variance a été faite avec comparaison des échantillons par un test apostériori PLSD
de Fisher (Statview 1V®, Abacus Concept Inc., Berkley, CA, USA). Les valeurs de probabilité p <

0,05 ont été considérées comme significatives.
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Chapitre 5 : Résultats et discussions

1 Mise au point du modeéle animal de la cancérogenése chimique :

1.1 Evolution des papillomes en nombre et en volumes :

Depuis le début de la promotion, Seuls les papillomes dont le diamétre > 1 mm ont été pris
en compte, les résultats sont présentés sous forme de graphiques qui expriment :

= Le nombre de souris ayant développé des papillomes par lot,

= Le nombre de papillomes par lot,

= Le volume total des papillomes par lot.
Le ratio volume total/nombre de papillomes par groupe a €té calcule et présente dans le tableau 5.

A la fin de I’expérimentation, les souris appartenant au groupe contrdle n’ont développé

aucun papillome. Les souris du groupe A ont développé un petit nombre de papillomes avec un ratio
V/In de 1,5 alors que nous avons observé les nombre et volumes les plus éleves chez les souris du
groupe B par rapport a tous les autres groupes avec un ratio V/n de 6,28. Les souris du groupe C ont
montré un nombre et un volume total moyen, confirme par un ratio VV/n de 4,5. Les souris du groupe
D ont montré un volume total trés important des verrues affichant le plus grand ratio de 18,75. En
effet, la moyenne des ratio calculée entre la 9°™ et la 14°™ semaine de I’expérimentation a montré
une augmentation significative chez les groups B, C and D par rapport au groupe A. En outre, le

ration V/n du groupe D est significativement plus élevé que celui du groupe C (Figure 42).
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Tableau 5: le ratio V/n dans les difféerent groups en fin d’expérimentation.

Group Nombre (n) de papillomes Volume total (V) de Volume / nombre
par groupe papillomes par groupe (mm?) ratio (V/n)
controle 0 0 0
A 6 9 (+2,34) 15
B 25 157 (+ 3,65) 6.28
C 16 72 (£ 7,64) 45
D 8 150 (+ 18,27) 18.75

18
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10

Mean of V/N ratio from the 9" to the 14t week

©

T

|

GroupA

Group B

Group C

Group D

Figure 42 : Moyenne du ratio V/n entre la 9eme et la 14eme semaine de promotion.

#p<0,05 vs groupe A; ##p<0,01 vs groupe A; ¢p=<0,05 vs groupe C.

La figure 43 exprime, le nombre de souris qui ont développé des papillomes/groupe (figure

43-A) et le nombre de papillomes développés/groupe (figure 43-B). Pour tous les groupes, la

premiére semaine correspond a la premiere application de DMBA, 100% des souris des groupes B,

C et D ont développé des papillomes (figure 43-A). Les souris du groupe B ont atteint en
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premier ce pourcentage a la semaine 12, suivi par les souris du groupe D et C, aux semaines 15 et

16. Nous avons noté dans ce groupe une disparition des papillomes entre les semaines 13 et 14.

La figure 43.B montre qu’a la semaine 14, les souris du groupe B possédent le nombre le plus

élevé de papillomes, suivi par les souris des groupes C, D et A. en ce qui concerne la période de

latence, les premiers papillomes sont apparus chez les souris du groupe D, a la semaine 6, suivi par

les souris des groupes B et C, a la semaine 8, puis le groupe A, a la semaine 9.

A

Nombre de souris
w

Nombre de souris ayant développé des papillomes /semaine

123456 7 8 9101112131415161718192021

Semaines

—— Groupe A
—®— Groupe B

Groupe C
—*— Groupe D

=3 Contréle

30
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Nombre de papillomes

Nombre de papillomes par groupe / semaine

A,

—

/
‘i //x\"lxll’lil(
//Lu_/ AT
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—®— Groupe B

Groupe C
—=— Groupe D

=¥ Controle

Figure 43 : (A) Le nombre de souris qui ont développé des papillomes dans les différents groupes
au cours des 21 semaines d’expérimentation. (B) Variation hebdomadaire du nombre de

papillomes.
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Le tableau 6 et la figure 44 expriment les volumes totaux les papillomes par groupe au fil des
semaines. Les papillomes n’ont plus été mesurés au-deld de la semaine 14 en raison de leur
superposition. A partir de la 10°™ semaine les volumes totaux des papillomes chez les souris des
groupes B et D étaient significativement plus élevés que ceux du contréle (*p<0,05). A la 11°™®
semaine, ces mémes volumes étaient significativement plus élevés que ceux du groupe A (#p<0,05).
A partir de la semaine 12, les volumes des groupes B, C et D étaient plus élevés comparativement
au groupe A (##p<0,01 B vs A; #p<0,05 C et D vs A). Cependant, nous avons observé qu’aux
semaines 13 et 14 le niveau de signification entre les groupes B et A était plus important
(####p<0,0001). Des différences significatives entre le groupe A et le contrdle ont été relevées a
partir de la semaine 13 (*p<0,05). Il est important de noter que les papillomes des groups B et C ont
éteint leurs valeurs maximales de volume total & la 13°™ semaine avec 173 (+3,31) et 91 (+11,99)
mmd, respectivement. A la semaine 14, nous avons observé un léger déclin de ces volumes a 157
(+3,56) et 72 (+7,64) mm?>. Alors que dans le groupe D, le volume total augmente continuellement
sans décliner. La méme remarque a été portée sur le groupe A avec une importante diminution dans
le volume des papillomes entre les semaines 10 et 11. Enfin, aux semaines 13 et 14, une différence

significative dans le volume des papillomes a été relevée entre les groupes B et C (¢p<0,05;
¢dp=<0,01).
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Tableau 6: Variation dans les volumes totaux des papillomes au cours des semaines.

Semaines Groupe A Groupe B Groupe C Groupe D groupe contréle
(mmd) (mmd) (mmd) (mmd) (mmd)
1 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0
6 0 0 0 1(x04) 0
7 0 0 0 1(x04) 0
8 0 3(x1,22) 1 (x0,26) 2(£042) 0
9 1(x04) 5(x1,13) 1(x04) 4(£0,7) 0
10 7(£1,83) 18 (£ 2,36) 14 (£ 3,66) 24 (+3,52) 0
*p<0,05 vs Control *p<0,05 vs Control
11 1(x04) 32 (+3,20) 19 (£ 3,25) 30 (+4,09) 0
**p<0,01 vs control *p<0,05 vs control
#p<0,05 vs A #p<0,05 vs A
12 1(x04) 68 (+4,5) 52 (+6,91) 89 (+11,85) 0
**p<0,01 vs control *p<0,05 vs control *p<0,05 vs control
##p<0,01 vs A #p<0,05 vs A #p<0,05 vs A
13 8(x1,21) 173 (£3,31) 91 (+£11,99) 146 (+ 18,86) 0
*p<0,05 vs Control *%%%n<0,0001 vs *p<0,05 vs Control *p<0,05 vs Control
Control #p<0,05 vs A #p<0,05vs A
#H###p<0,0001 vs A
#p<0,05vs C
14 9(x1,37) 157 (£ 3,65) 72 (£7,64) 150 (£ 18,27) 0
*p<0,05 vs Control *%%%n<0,0001 vs *p<0,05 vs Control *p<0,05 vs Control
Control #p<0,05 vs A #p<0,05 vs A
#H###p<0,0001 vs A
¢¢p<0,01vs C
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Figure 44 : Variation hebdomadaire du volume total de papillomes.

1.2 Analyse morphologique et histologique :

La figure 45, présente les photographies dorsales des souris accompagnées des images de
coupes histologiques effectuées sur les biopsies cutanées dans les differents groupes.

Les souris appartenant au groupe contrdle présentent une surface dorsale saine avec une
couleur et un aspect normal. Les coupes histologiques de ce groupe montrent une peau saine. Nous
pouvons y observer les trois couches bien distinctes qui constituent la peau : I’épiderme (la couche
la plus fine) le derme, plus épaisse, avec ses annexes pilosébacés et 1’hypoderme (peuplé
principalement de cellules graisseuses et musculaires).

Pour les groupes A, B, C et D, les fleches montrent des sites de Iésions bourgeonnantes sur le
dos de la souris. Le nombre et l'apparence morphologique de ces Iésions change en fonction de la
dose et de la fréquence de I'application du DMBA.

= Groupe A : les souris présentent quelques papillomes, petits de taille, de couleur rosatre

et a contour régulier. Les coupes histologiques ont révélé une hyperplasie de bas grade

(fleche bleue) avec une anisokaryose (cercles).
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= Groupe B : les souris ont développé plusieurs papillomes, plus volumineux, de forme

circulaire, un contour régulier et une couleur rosatre.

= Groupes C et D : les papillomes observés étaient plus volumineux, de formes irréguliéres

avec une tendance a noircir chez les souris du groupe D.

Les souris des groupes B et C ont révélé le méme schéma histologique avec un carcinome
spinocellulaire in-situ caractérisé par une hyperplasie avec une dysplasie de haut grade. Le début de
I'angiogenese était clairement visible (fleches blanches).

Sur le plan histologique, les souris du groupe D ont montré un carcinome spinocellulaire
mature caractérisé par une désorganisation de l'architecture tissulaire (fleches vertes) avec la
présence de cellules atypiques et un stroma fibroinflammatoire. La nécrose tumorale (fleches
rouges) et un embole néoplasique (fleche jaune) étaient également visibles.
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Figure 45: L'aspect morphologique et histologique de la zone dorsale et des coupes histologiques
de peau des souris des différents groupes. GC : groupe contréle ; A : application unique de 100
ng DMBA /100 pl d’acétone ; B ; application unique de 200 pg de DMBA/100 pl d'acétone ;
C : 100 pg DMBA / 100 pl d’acétone une fois par semaine pendant trois semaines
consécutives ; D : 100 pg de DMBA / 100 pl d'acétone une fois par semaine pendant quatre
semaines consécutives (Digital microscope OX-2000X, 1200W pixels - China).
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1.3 Discussion:
Un cancérogene est défini comme un agent qui provoque un néoplasme par un processus se

déroulant en trois étapes : ’initiation (étape de la mutation génétique), la promotion (formation de
tumeur bénigne par prolifération de la cellule initiée) et la progression (transformation de la tumeur
bénigne en tumeur maligne indépendante du promoteur).

Le but de cette partie du travail a été de mettre au point un modéle animal de cancérogénése
chimique visant a induire un carcinome spinocellulaire chez des souris Swiss albinos. Comme
méthodes  d’investigation, nous avons procédé aux examens morphologiques et
anatomopathologiques de la peau, le tout sur quatre protocoles expérimentaux utilisant le couple :
DMBA comme initiateur et I’huile de croton comme promoteur de la cancérogénese. Une question
majeure dans la recherche en oncologie avec les modeles animaux, est de savoir si une augmentation
de la concentration en cancérogene ou de la fréquence de son administration influence de maniére
significative le développement de la tumeur. La mise au point du protocole a donc été basée sur la
variation de la dose ainsi que de la fréquence d’application du DMBA.

Nous avons constaté que contrairement au groupe témoin qui ne présentait aucune anomalie
morphologique et histologique, le groupe A (100ug de DMBA) présentait un taux d'incidence des
papillomes de 50 % accompagné d'un nombre et d'un volume de papillomes faibles, et donc d'un
faible rapport V/n, mais aussi une période de latence élevée de 8 semaines. Ces résultats sont en
accord avec ceux de Padmavathi et al, qui ont rapporté un taux d'incidence de 80% obtenu apres
I'utilisation de 100 pug de DMBA comme initiateur suivi d'une promotion hebdomadaire avec la
méme dose (Padmavathi et al., 2005). Les résultats de ce groupe soulignent donc I’insuffisance de
la dose utilisée qui se trouve étre en dessous de la dose seuil censée garantir un taux d'incidence de
100%. Dans le groupe B (200 pg de DMBA) nous avons constaté une diminution de la période de
latence a 7 semaines au lieu de 8 pour le groupe A. Ce groupe a également atteint le nombre et le
volume maximums de verrues par rapport a tous les autres groupes avec un rapport V/n de 6,28
; il atteint un taux d'incidence de 100 % a la semaine 12. En comparant les groupes A et B, nous en
avons déduit que l'augmentation de la dose de DMBA favorise la carcinogeneése ; par conséquent,
la dose de 200 ug est certainement supérieure ou égale a la dose seuil. Des recherches similaires ont
rapporté que l'initiation de la carcinogenese cutanée avec une seule dose élevée de DMBA pourrait
induire des tumeurs sur la peau apres 10 a 20 semaines, méme sans promotion (Slaga, 1983). Les

résultats histologiques des groupes A et B ont conforté I’aspect morphologique.
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En effet, la carcinogenese était nettement plus avancée dans le groupe B qui présente un carcinome
spinocellulaire in-situ comparativement au groupe A qui s’est arrété au stade d’hyperplasie bénigne.
Ceci confirme que l'augmentation de la dose permet datteindre un stade plus avancé de
cancérogenese en un temps plus court.

Concernant la fréquence d'application, la comparaison entre les groupes A, C et D a révélé
une nette évolution de la carcinogenése tant au niveau morphologique qu'histologique.
Morphologiguement, le volume et le rapport V/n des papillomes augmentaient d’autant plus qu’on
augmentait la fréquence d’application du DMBA (A < C < D). Les souris du groupe D comptent
moins de papillomes par rapport a celles du groupe C, ceci est dii au chevauchement des verrues,
ceci a été confirmé par le rapport V/n élevé. La période de latence et l'incidence diminuaient a
mesure que la fréquence d’application augmentait (A > C > D). L'évaluation histologique a montré
une évolution du grade de carcinogenese avec l'augmentation de la fréquence d'application (A< C
<D). Donc, I’augmentation de la fréquence d'application du DMBA a conduit a une évolution rapide
du grade de la carcinogenese. Ces résultats sont en accord avec ceux de Reddy & Fialkow, qui ont
utilisé des marqueurs cellulaires chez la souris pour étudier le mécanisme de développement des
papillomes. Ils ont montré que les souris traitées avec une administration hebdomadaire répétée de
200 pg de DMBA sans promotion par le TPA induisaient des papillomes qui provenaient de plus de
cellules mutées. En revanche, les papillomes résultant d'une seule application de DMBA suivie d'une
promotion par le TPA, ont été induits a partir d'une seule cellule ou de moins de cellules. Cela peut
expliquer I’évolution plus rapide des tumeurs a mesure qu’on augmente la dose ou la fréquence de
I’initiateur (Reddy & Fialkow, 1983). D’autre part, il a été démontré que deux expositions des
souris hybrides C57BL/C3H Ft au DMBA, avec un intervalle de 30 jours, entrainait une
augmentation du nombre de tumeurs par rapport a une seule exposition au DMBA 1,5% suivi d'huile
de croton. Cependant, il n'y a pas eu de modification appréciable du pourcentage de souris qui ont
développe des tumeurs (Vesselinovitch & Gilman, 1957). Conformément a ces résultats, Mughal
et al. ont traité deux groupes de souris : le premier uniqguement par des doses répétées de DMBA
réparties sur 20 semaines, et le second avec une seule dose de DMBA suivie d'une application
répétée de TPA sur 20 semaines. Le premier groupe a développé des tumeurs cutanées malignes
incluant le fibrosarcome, tandis que le second a développé des tumeurs cutanées bénignes excluant
le fibrosarcome. Par conséquent, les deux traitements ont conduit a la tumorigenese, mais avec des
grades différents (Mughal et al., 2005).
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Les groupes B et C ont montreé des résultats morphologiques et histologiques similaires malgré
le fait que la dose totale recue dans le groupe C (300 pg) était supérieure a celle du groupe B (200
Mg). Cela conforte I'idée que la concentration en cancérigéne influence également le taux de
cancérogenese. Cependant, cette hypothése devrait étre confirmée en comparant le groupe D a un
groupe traité avec une dose unique de 400 pg de DMBA.

Il a été constaté que la répartition d'une dose de DMBA en plusieurs applications était le
facteur qui avait le plus grand effet tumorigéne et cancérigéene (lversen, 1991). De la méme maniére,
de faibles doses de DMBA ont été utilisées comme cancérogene sur des souris SKH1-hr. Il a été
déduit qu'outre la concentration du cancérigéene, la fréquence de son application a une influence

majeure sur les taux de formation des tumeurs cutanées (Thomas et al., 2017).

1.4 Conclusion :

A la base de ces résultats, nous concluons que la dose et la frequence d'administration
de Pinitiateur influencent le déroulement de la carcinogenese. Cependant, modifier la
fréquence pourrait étre un moyen plus efficace d’accélérer la carcinogenése, compte tenu de
I"'évolution histologique de la tumeur.

La sélection de la dose idéale est une démarche délicate. Entre la dose de 100 ug et celle
de 200 ug de DMBA, se trouve potentiellement une dose seuil qui induirait une cancérisation

compléte, avec 100% d'apparition des verrues.

En considérant cette hypothése, pour la suite des travaux, nous avons choisi le modele
animal du groupes A, a savoir : 100ug DMBA/100ul acétone. Le but étant d’étudier les effets
préventifs des biothérapies sur les tumeurs bénignes. La dose de 100 ug a été choisie pour sa
relative modération, permettant une perception adéquate des effets anti-cancérogénes du
traitement, tout en évitant un stade trop avancé de la cancérisation qui pourrait masquer les
effets des traitements a faible pouvoir anticancérigene. D’autre part, ce modéle est celui qui
se rapproche le plus de la réalité considérant les tres faibles doses de DMBA auxquelles nous

sommes exposés dans I’environnement.

Une dose unique de 200 pug de DMBA ou une application fractionnée en quatre fois de 100 pg

de DMBA permet d'atteindre un stade de tumorigenese plus avance, franchissant I’étape de
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la progression. Ces deux modeéles sont donc mieux adaptés aux études experimentales sur les

carcinomes spinocellulaires proprement dit.

2 Etude toxicologique:

Pour Vérifier les éventuels effets toxiques des traitements employés, nous avons effectué une
étude de toxicité chronique sur :

= La poudre de feuilles de Annona Muricata (Graviola) ;

= Le mélange d’immunostimulants : béta-glucane et Arabinogalactane.

Les deux substances ont été administrées par voie orale chez les souris Swiss albinos suivant

le protocole précédemment décrit.
2.1 Variation du poids corporel :
Les résultats ne montrent aucune différence significative dans la variation du poids corporel

du lot de souris traitées avec 1’extrait brut du Graviola ou avec les immunostimulants par rapport au

lot témoin (Figure 46).
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Figure 46: Variations du poids moyen des souris.
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2.2 Formule de numération sanguine (FNS):

Nous avons enregistré une augmentation hautement significative dans le pourcentage des
lymphocytes (+25,24%) (Figure 47). Le Graviola semble avoir un effet significatif sur le taux des
globules rouges et des monocytes (Figure 48). Nous avons constaté une augmentation significative
de taux des monocytes (+40,47%) et des globules rouges (+53,38%), par rapport témoin. En ce qui
concerne le lot traité avec les immunostimulants, nous avons observé une augmentation significative
de taux des globules blanc (+24,88%) ainsi que celui des lymphocytes (+29,66%) comparativement

au lot témoin.

Variation de pourcentages des lymphocytes et des globules rouges
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Figure 47: Variation de la formule de la numération sanguine des pourcentages de Globules
Rouges et Lymphocytes. (**p <0,01 vs témoin).
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Variation des taux de Globules blanc , Globules rouges , Monocytes et
Lymphocytes
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Figure 48: Variation de la formule de la numération sanguine des Globules Blanc, Globules
Rouges, Monocytes et Lymphocytes (*p <0,05 vs témoin).

2.3 Parametres biochimiques :

2.3.1 Glycemie, cholesterol et triglycerides :

Les résultats de la figure 49 révelent une diminution hautement significative de la
concentration plasmatique des Triglycérides sanguins (- 49,04%) chez les souris traitées avec le
Graviola par rapport aux témoins. Nous avons également observé une diminution significative de la
concentration plasmatique du cholestérol (- 45,06%) chez les souris traitées avec les
immunostimulants par rapport au témoin. En revanche, aucune différence significative n’a été

observée pour la glycémie entre les trois groupes.
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Variation de la Glycémie et de Cholestérol et tri-glycerides sanguins
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Figure 49: Variations du taux de la glycémie, du cholestérol et des triglycérides sanguins (*p
<0,05 vs témoin, **p <0,01 vs témoin).

2.3.2 Transaminases:

Aussi bien pour le Graviola que pour les immunostimulants, les résultats ne montrent aucune
différence significative dans le taux de TGO (transaminase glutamique-oxaloacétique) entre les
souris traitées et le témoin. En revanche, une diminution significative dans le taux de TGP
(transaminase glutamique-pyruvique) a été notée chez les souris traitées avec les immunostimulant

par rapport au témoin (Figure 50).

Variation de taux des TGO/TGP
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Figure 50: Variations des taux de TGO et TGP (*p <0,05 vs témoin).

87



Partie pratique

2.4 Parametres du stress oxydatifs :

2.4.1 Catalase (CAT):

L’histogramme de la figure 51.A révele que le Graviola provoque une diminution
significative dans I’activité de la CAT hépatique (-29.26%). En revanche, I’activité de la CAT
cerébrale semble ne pas étre affectée (figure 51.B). Aucune différence significative n’a été relevée

concernant I’activité de CAT chez les souris traitées par les immunostimulants.

2.4.2 Glutathion peroxydase (GPx):

Nos résultats ont révélé une augmentation significative dans ’activité de la GPx hépatique
(+53,18%) (Figure 51.C) et aucune différence dans I’activité de la GPx cérébrale (Figure 51.D) par
rapport au témoin. Les immunostimulants entrainent quant a eux une augmentation significative
dans Dactivité de la GPx cérébrale (+50,34%) et aucune différence pour la GPx hépatique par

rapport au témoin.

2.4.3 Malondialdéhyde (MDA):

Le traitement des souris par la poudre des feuilles de Graviola n’entraine aucune variation
significative dans le taux du MDA dans les deux organes. En revanche, chez le lot traité par les
immunostimulants, nous remarquons une élévation significative du taux de MDA au niveau de
cerveau (+56,68%) (Figure 52.B), alors qu’aucune différence significative n’a été relevée au niveau
de foie (Figure 52.A).

2.4.4 Glutathion réduit (GSH) :

Etant donné les indications issues de la littérature suggérant une réduction du taux de catalase
au niveau du systéme nerveux alors que le GSH y est présent a des niveaux élevés, nous avons opté
pour la quantification du taux de GSH a ce niveau pour évaluer le stress, en particulier pour la plante
faisant I'objet de suspicions de maladies neurodégénératives dans plusieurs études. Nous avons

constaté une diminution hautement significative de taux de GSH (-55,36%) au niveau
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du cerveau chez les souris traitées par la poudre de Graviola comparativement au lot témoin (Figure

52.C). Les immunostimulants en revanche, ne semblent pas avoir d’effet sur ce paramétre.
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Figure 51: Variation des activités des enzymes du stress oxydant chez les souris traitées avec le
Graviola ou avec les immunostimulants. A) Activité de la catalase hépatique. B) Activité de la
catalase cérébrale. C) Activité de la glutathion peroxydase (GPx) hépatique. D) Activité de la
glutathion peroxydase (GPx) cérébrale (*p <0,05 vs témoin ; **p <0,01 vs témoin).
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Figure 52: Variation des taux des marqueurs du stress oxydant chez les souris traitées avec le
Graviola ou avec les immunostimulants. A) Concentration du MDA hépatique. B) Concentration du

MDA cérébral. C) Concentration du GSH cérébral (*p <0,05 vs témoin).
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2.5 LaReprotoxicité :

2.5.1 Le Graviola:

Apres trois semaines de copulation, 100% des femelles du groupe témoin étaient gestantes,
tandis que 33,33% (2/6) seulement des femelles du groupe traité avec le Graviola I’étaient. Apres la
mise bas de toutes les souris, les nouveaux nés ont été comptés et les résultats présentés dans le
Tableau 7.

Une diminution du nombre total de descendants par lot a été observée, avec une moyenne de
7,83 descendants dans le lot témoin (Lot T), tandis que ce nombre chute a seulement 6 dans le lot
traité par le Graviola (Lot G).

2.6 Lesimmunostimulants :
Chez les souris traitées avec les immunostimulants, aucune différence significative n'a été
observée, que ce soit en termes de nombre de femelles gestantes ou de la taille de la portée, par

rapport au groupe témoin. 100% des souris traitées sont devenues gestantes et, apres la mise bas, le

nombre de descendants dans ce groupe était semblable a celui du groupe témoin.

Tableau 7: Résultats de la mise bas et pourcentage de Souriceaux.

LotT LotG LotIS % G/T % G/IS % diminution par

rapport aulot T
G IS

Femelles pleines (Fp) 6 2 6 33,33 100 66,66 0

Nombre de souriceaux (Ns) 47 12 44 25,53 93,61 74,46 6,39

Ns males 23 9 21 39,13 91,30 60,86 8,7

Ns femelles 24 2 23 8,33 95,83 91,66 4,17

Ns/Fp 7,83 6 7,33
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2.7 Etude histologique :

2.7.1 Le Graviola:

Les coupes histologiques (figure 53) du foie dans les deux lots témoins et traités ont montré
une architecture cellulaire normale avec cellules hépatiques distinctes encore intactes, les espaces
sinusoidales et veine centrale sont claires ; les coupes histologiques cérébrales révélent une
architecture globale normale ainsi que des cellules cérébrales saines dans les deux lots de souris
témoins et traitées, Les coupes histologiques utérines ne révelent pas de différences entre les lots
traités et les témoins. Les variations d'épaisseur de I'endometre utérin sont fréquemment observées
chez les souris, qui présentent des cycles cestraux fréquents, contrairement aux cycles menstruels
humains. Aussi, il n’y a pas de variations visibles au niveau du myometre et du périmetre. Dans
toutes les couches de l'utérus, aucune Iésion ni infiltration de cellules immunitaires inflammatoires

n'a été observée.
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Foie

Cerveau

Figure 53 : Coupes histologiques du foie, du cerveau et de I’utérus chez le lot traité par la poudre
des feuilles de Graviola : A, B, C) témoin (x10) ; A’, B’, C°) traitée (x10) ; A”’, B”’, C”) traitée
(x40). Microscope optique Leica (x10) et (x40).

2.7.2 Lesimmunostimulants :

Etant donné que les résultats de la reprotoxicité obtenus chez les souris traitées par les
immunostimulants n’ont révél¢ aucun changement significatif en termes de nombre de portées et de
nombre de descendants par rapport au groupe témoin, nous avons mené notre étude de 1’éventuelle

toxicité des immunostimulants au niveau du foie et du cerveau uniquement.

Les coupes histologiques (figure 54) n’affichent aucune altération ou lésion au niveau des
tissus hépatiques ou cérébraux des souris traitées par les immunostimulants, comparativement au

groupe témoin.
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Foie

Cerveau

Figure 54 : Coupes histologiques du foie, du cerveau chez le lot traité par les immunostimulants :
A, B) témoin (x10) ; A, B) traitée (x10) ; A*’, B”) traitée (x40). Microscope optique Leica
(%10) et (x40).

2.8 Discussion:

18 souris méles de la souche Swiss albinos ont été soumises a une étude de la toxicité
chronique de la poudre de feuilles de Graviola ainsi qu’au immunostimulants (béta-glucane
(provenant de Saccharomyces cerevisiae) et d'Arabinogalactane). Les animaux ont été peseés de
maniere hebdomadaire, apres sacrifice, le dosage sérique des paramétres biochimiques (glycémie,
cholestérol, triglycéride, TGO, TGP), les parametres de stress oxydatif et la formule de numération

sanguine FNS ont été effectue.

Dans I'ensemble, tant pour les animaux traités avec la poudre de Graviola que pour ceux ayant
recu les immunostimulants, aucun changement significatif n'a été observé dans leur comportement

alimentaire ou global. De plus, aucune manifestation de maladie systémique n'a été
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constatée, et aucun signe d'anomalie systémique n'a été releve lors de I'examen histopathologique

des organes internes.

2.8.1 Pour le Graviola

La détection d'alcaloides et de flavonoides (anthocyanes et leuco-anthocyanes) dans I'extrait
d'’Annona muricata suggere qu'ils ont le potentiel d'induire diverses activités biologiques, car les
flavonoides, un groupe de composés phénoliques, sont impliqués dans plusieurs effets biologiques,
comme leur action anti-inflammatoire, leur pouvoir antioxydant et leurs effets hépatoprotecteurs
(Arnaud et al., 2020; Ortufio et al., 2006).

Glycémie et poids corporel

Le Graviola est une espéce de plante tropicale connue pour ses fruits comestibles qui ont des
vertus médicinales. Les utilisations médicinales traditionnelles du Graviola ont éteé identifiées dans
les régions tropicales pour traiter diverses affections. En outre, les études cliniques soutiennent
l'activité hypoglycémique des extraits éthanoliques des feuilles d'’Annona muricata et certaines
activités pharmacologiques comme les activités antioxydantes, antimicrobiennes, et hypotensives.
Le Graviola a aussi des effets toxicologiques par exemple : effet neurotoxique (Coria-Téllez et al.,
2016; Ferreira et al., 2022). Elle entraine de nombreux effets secondaires, tels que des nausées et
des vomissements graves, une néphrotoxicité aigué et chronique (Arroyo et al., 2009; Arthur et
al., 2011; Coria-Téllez et al., 2018).

Dans notre étude, nous avons observé une légere perte de poids chez les souris traitées avec
I’extrait brut de Graviola de 5,1% pour le lot chronique par rapport témoin. Nos résultats se
rapprochent de ceux de Sasso et al., (2019) qui ont évalué les effets thérapeutiques de doses
croissantes d’un extrait aqueux de Graviola (50, 100 et 150 mg/kg) sur des souris pendant 14
jours. lls ont observé une perte de poids significative chez les souris traitées par rapport au témoin.
Cela dit, aucune réduction de I'apport calorique n'a été observée chez les groupes traités avec
’extrait au cours de la période expérimentale. Ainsi, la réduction du poids ne semble pas étre reliée

a une consommation calorigue plus faible (Radapong et al., 2019).

Dans la méme étude, Sasso et al., 2019 ont observés une augmentation de I'adiponectine dans

le groupe traité avec 50 mg/kg de I’extrait de Graviola par rapport aux autres groupes.
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L'adiponectine est une protéine sécrétée par les adipocytes qui posséde des effets anti-diabétiques,
anti-athérogenes et anti-inflammatoires. Une expression accrue de cette protéine, peut prévenir et/ou
contribuer au traitement des maladies métaboliques liées a 1’obésité (Scoditti et al., 2015). Elle est
Impliquée dans la régulation du métabolisme des lipides et du glucose. Les taux d’adiponectine sont
inversement proportionnels aux réserves de graisses de 1’organisme. Quand I’adiponectine
augmente, I’insulinorésistance diminue ce qui favorise la perte de poids. D’ailleurs, plusieurs études
ont montré¢ qu’un taux élevé d’adiponectine est corrélé avec la diminution du risque de diabéte de

type 1l (https://www.nutripro.nestle.fr/nutripro).

Cette réduction du poids corporel pourrait s'expliquer par I'effet hypolipidémiant de la plante,
comme en témoigne son impact réducteur sur le cholestérol et les triglycérides, comme illustré dans

la Figure 49.

Notre étude a révélé une légere augmentation non significative de la glycémie (+7,08%) dans
le lot traité par rapport au témoin. Ce résultat est en accord avec les résultats de Radapong et al.,
(2019) qui ont remarqué une légere augmentation de la glycémie dans une étude de toxicité

chronique avec un extrait aqueux de 1’Annona muricata chez les rats males.

A l'inverse la conclusion rapportée par une étude de Adewole & Caxton-Martins, (2006) qui
a porte sur I’effet des extraits aqueux et méthanoiques des feuilles de Graviola (100 mg/kg) sur la
morphologie des cellules B pancréatiques sur un modéle expérimental de rats diabétique, ont
rapporté d’une part une activité hypoglycémiante des extraits de feuilles de Graviola et d’autre part
une absence d’altérations des cellules B pancréatiques habituellement observées chez les rats
diabétiques. La baisse du taux de sucre dans le sang grace aux extraits d'A. muricata est associée a

la présence de composés polyphénoliques (Hernandez Fuentes et al., 2022).

Formule de numération sanguine (FNS)

Dans cette étude de toxicité chronique I’extrait de Graviola ne semble avoir aucun effet
significatif sur le taux des cellules sanguines (Globule blancs, Lymphocytes, % Lymphocytes et %
de Globules rouges) mais nous avons observé une augmentation significative dans le nombre des
globules rouges (+53,38%) et de monocytes (+40,47%), ces résultats corroborent ceux de Shukry
et al., (2020) qui montrent une élévation non significative dans le nombre de globules rouges et ce

de globules blancs a la fois, chez des rat traités par une dose de 200 mg/Kg d’extrait sec de
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Graviola pendant 8 semaines. Dans cette méme étude, il a été observé que l'extrait de Graviola avait
un effet prophylactique chez les rats traités au glutamate monosodique, une substance connue pour
ses effets néfastes sur les paramétres hématologiques, induisant une leucopénie et une diminution
du taux de globules rouges. En revanche, l'extrait de Graviola a significativement augmenté le
nombre de ces cellules (GR et GB), les ramenant approximativement aux valeurs normales. Cela
suggeére que l'augmentation du nombre de globules rouges n'était pas due a une pathologie sous-
jacente.

En outre, une étude de toxicité aigué de Naik et al., (2020) ayant utilisé une dose de 500
mg/kg de I'extrait méthanolique des feuilles de Graviola, a révélé une augmentation non significative
du taux de globules rouges, accompagnée d'une diminution du pourcentage de monocytes.

En revanche , L'étude de AGU et al., (2017) montre que I'administration des divers extraits
des parties de la plante chez les animaux a entrainé une augmentation frappante et significative
(P<0.05) du nombre de globules rouges par rapport aux témoins. Ces observations pourraient étre
attribuées a la quantité notable d'alcaloides, de flavonoides et de phénols presents dans les fractions
foliaires et fruitiéres, qui agissent sur la moelle osseuse pour stimuler ou réguler la production de

cellules sanguines.

Arthur et al ont évalué la toxicité aigué et sub-chronique de l'extrait aqueux des feuilles de
Graviola chez des souris Swiss albinos méles et femelles. L'étude de toxicité a éte réalisée en
employant des doses croissantes d’extrait de feuilles de Graviola (100, 1000, 2500 et 5000 mg/kg).
Les résultats ont montré que les plus fortes doses (2500 et 5000 mg/kg) de I’extrait induisaient une
augmentation significative dans le taux de lymphocytes. Tandis qu’aucune différence significative
n’a été relevé pour les autres doses. Par ailleurs, I'extrait aqueux des feuilles de Graviola na eu
aucun effet significatif sur le taux des globules rouges, ceci est en accord avec nos résultats (Arthur
et al., 2011).

Triglycérides / Cholestérol

Nos résultats ont révélé une diminution hautement significative du taux des Triglycérides

sanguins (-49,03%) chez les souris traitées par rapport aux témoins. Nous avons également releve
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une légére diminution non significative dans le taux du cholestérol sanguin (-24,15%) chez les souris
traitées par rapport aux témoins.

Nos résultats sont en accord avec ceux d’Adeyemi et ses collégues qui ont évalué, pendant
deux semaines, 1’effet de ’extrait méthanoliques du Graviola (100 mg/kg) sur les changements du
profil lipidique sérique dans un modele de diabéte expérimental induit par la streptozotocine chez
des rat Wistar. Les résultats de l'analyse des lipides sériques ont révélé une activités anti-
hyperlipidémiques qui se traduit par une réduction significative du taux de cholestérol total sérique
et des triglycérides (Adeyemi et al., 2008).

Nos résultats sont également en accord avec ceux de Florence et al, qui ont évalué les effets
hypoglycémiants et hypolipidémiant de doses croissantes (200, 400 et 800 mg/kg) de l'extrait
aqueux de feuilles de Graviola sur un modéle experimental de diabetes a I' streptozotocin chez des
rats Wistar. Les résultats de cette étude montrent qu’aprés 4 semaines de traitement, les taux du
cholestérol total et les triglycérides ont diminué de fagon tres significative chez tous les groupes
traités (Ahalya et al., 2014; Florence et al., 2014; Sovia et al., 2017).

Sandhar et al, ont constaté que les flavonoides présents dans ces extraits jouent un role
important dans I'effet hypolipidémiant. En outre, ils protegent des LDL (Low Density Lipoprotéine)
contre les modifications oxydatives ce qui en fait un bon moyen pour prévenir les maladies
cardiovasculaires telles que I'hypertension artérielle et I'athérosclérose (Sandhar et al., 2011). En
plus, Sovia et al., (2017) suggére que la présence de flavonoides, de tanins, de saponines, de
phytostérols et de composés phénoliques dans I'extrait semble contribuer a I'effet hypoglycémiant

et hypolipidémiant constaté dans son étude.

Les transaminases

Nos résultats n’ont révélé¢ aucune variation significative dans les niveaux des transaminases
(TGO et TGP) chez les souris qui ont recu la poudre de Graviola par rapport au témoin, suggérant
ainsi une absence d'atteinte de la fonction hépatique et donc l'innocuité de la dose de poudre de
feuilles de Graviola administrée. Ces résultats sont en accord avec 1’étude de Zubaidi et al., qui ont
effectué une étude de toxicité aigué de I’extrait éthanolique des feuilles de Graviola (2000mg/Kg)
chez les rats, les mesures des parameétres hépatiques transaminases et phosphatase alcaline ont été

comparées a celles du groupe non traité. Les résultats n’ont montré aucune
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différence statistiqguement significative dans les marqueurs enzymatiques du foie entre les groupes
témoins et traités (Zubaidi, Qadi, et al., 2023).

Contrairement a ces résultats , Aivodji et al., (2018); qui ont étudié les éventuels effets
toxiques de doses croissantes d'extrait éthanolique des feuilles de Graviola (50 100 et 200 mg / kg)
sur le fonctionnement des reins et du foie chez le rat Wistar. Leurs résultats ont monté une
augmentation significative de TGP avec une diminution significative de TGO, pour les trois doses
étudiées. En revanche, ces travaux ont rapporté que des symptomes de toxicité dépendant de la dose
pouvaient étre observé, a titre d’exemple, une légére somnolence, problémes respiratoires,

accélération du rythme cardiaque entrainant des convulsions.

Les paramétres de stress oxydatif

Le Graviola a été étudié dans de nombreuses recherches et a montré divers bienfaits pour la
santé. Il protége contre le stress oxydatif et améliore les enzymes antioxydantes comme la catalase,
la glutathion peroxydase (El-Shahat et al., 2021; Shukry et al., 2020; Zeweil et al., 2024) .
Certaines etudes ont mis en évidence une certaine toxicité associée a la plante, notamment en ce qui

concerne sa neurotoxicité (Coria-Téllez et al., 2018; Mutakin et al., 2022).

Dans notre étude, nous avons observé une diminution significative de l'activité de la catalase
hépatique. En revanche, aucune variation de cette activité n'a été constatée au niveau du cerveau.
Cette observation pourrait s'expliquer par une possible concentration élevée de I'anion superoxyde
(O%) entrainant une inhibition de l'activité de la catalase. Cette capacité de I'oxygéne singulet a
entraver l'action de la catalase ouvre la voie a une collaboration potentielle avec la superoxyde
dismutase. Il est également plausible que cette altération de la capacité de la catalase a neutraliser
le peroxyde d'hydrogéne (H202) soit due a I'exposition a la plante Annona muricata (Irshad &
Chaudhuri, 2002; Kono & Fridovich, 1982).

Dans le méme ordre d'idées, une altération de la catalase, ainsi que l'inhibition de son activite,
pourraient entrainer une augmentation de la concentration de peroxyde d'hydrogene (H202) dans le
milieu. Cela pourrait alors nécessiter I'implication de I'enzyme glutathion peroxydase (GPx) pour
neutraliser le H2O.. En effet, nous avons constaté une augmentation de I'activité de la GPx au niveau

du foie, tandis qu'aucun changement n'a été observé au niveau du cerveau.
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Dans notre étude nous n’avons remarqué aucun changement significatif dans le taux de MDA
que ce soit dans le foie ou dans le cerveau. Ceci pourrait étre expliqué par 1’absence de toute forme
de Iésions par peroxydation lipidique da a la plante. Ce résultat
va a I'encontre des conclusions de Grover et al., (2009). Qui a trouvé que la dose de 300 mg/kg of
extrait de graine d’Annona squamosa a provoqué une augmentation significative de la MDA chez
plusieurs organes des rats.

Au niveau du cerveau, nous avons constaté une diminution hautement significative de taux de
glutathion réduit (GSH), ce qui témoigne un niveau élevé de stress oxydatif dans cet organe, cet
épuisement important de GSH cérébrale est du au perte de 'homéostasie redox suite ’augmentation
des especes réactifs d’oxygene (ERO) (Conde de la Rosa et al., 2022). Les troubles de la fonction
du glutathion dans le cerveau sont liés a la diminution des neurones qui survient au fil du
vieillissement ou dans des conditions neurologiques telles que la maladie de Huntington, la maladie
de Parkinson, l'accident vasculaire cérébral et la maladie d'Alzheimer (Iskusnykh et

al., 2022). Nos résultats sont coherents
avec ceux de (Grover et al., 2009). Les chercheurs ayant étudié l'extrait de graines d'’Annona
squamosa ont constaté une diminution du taux de GSH dans le cerveau. Leur étude a également mis
en évidence une génotoxicité associée a une concentration élevée de cet extrait. Cette génotoxicité

semble étre induite par les especes réactives de lI'oxygene (ERO).

Histologie

Les images des coupes histologiques ne révelent aucune anomalie tissulaire hépatique ou
cérébrale. Ceci appuis nos résultats hématologique et biochimiques ainsi que ceux de stress oxydatif.
Nos résultats sont confortés par ceux de Chagonda et al, qui ont testé ’effet toxique de doses
croissantes allant de 250 a 1000 mg/Kg pendant 28 jours de I’extrait de A. stenophylla appartenant
a la famille des annonaceaes sur des rats Sprague Dawley. IIs ont en effet rapporté I’absence de
toute lésion histologiques au niveau du foie et du pancréas (Chagonda et al., 2015). En revanche
nos résultats histologiques relatifs au cerveau vont a I’encontre de certaines études épidémiologiques
se doutant d’un possible rapport entre la consommation accrue du Graviola et la maladie neuro-

dégenérative de Parkinson (Lannuzel et al., 2006). Peut-étre faut-il prendre en
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compte le facteur temps, car il se pourrait qu'aucune manifestation de la maladie de Parkinson ne

soit observée aprés 3 mois d'expérimentation.

A TP’encontre de nos résultats, Aivod;ji et al ont observé une atteinte hépatique a partir d’une
dose de 100 mg/kg. Cette atteinte est accentuée dans une pycnose hépatique des noyaux a la dose
de 200 mg/kg caractérisé par un effacement des limites cellulaires dans les hépatocytes sans
modification de l'architecture (Aivodji et al., 2018). En revanche, Menon et al., (2023) ont montré
que la poudre de pulpe de fruit de Graviola avait un effet protecteur important contre les lésions
hépatiques aigués induites par le paracétamol chez les rats. Ces effets semblent étre dus au
rétablissement de I'équilibre redox dans le foie et au maintien de son architecture chez les rats traités.
De plus, il est envisagé que la pulpe de fruit du Graviola puisse influencer les enzymes du
cytochrome P450.

Des recherches préliminaires ont montré que bien que les Acétogénines, comme I’Annonacine,
aient la capacite de traverser la barriere hémato-encéphalique, la quantité d'Acétogenines atteignant
le cerveau est limitée a des doses de 10 mg/kg (Bonneau et al., 2015). De méme, quelques études
ont révélé que I'Annonacine peut provoquer un état parkinsonien atypique en raison de son effet
neurotoxique. Cela est attribuable au dép6t de ces composés dans les cellules du systeme nerveux,
‘protéine tau’ (Champy et al., 2004; Escobar-Khondiker et al., 2007; Ferreira et al., 2022). Dans
notre étude, une immunohistochimie sur les coupes histologiques de cerveau aurait permis de mettre
en évidence les enchevétrements neurofibrillaires caractéristiques des maladies neurodégénératives
telles que la maladie d'Alzheimer. Ces enchevétrements sont causés par l'agrégation anormale des

protéines tau au niveau des neurones.

Usunomena, (2014) a suggéré que la capacité des extraits de feuilles de Graviola a moduler
la toxicité aigué du DMN (dimethylnitrosamine) au niveau du foie, pouvait étre due a I’abondance
de la plante en substances chimiques telles que les Acétogénines, les tanins, les phénols et les
flavonoides qui renforcent les capacités endogénes des enzymes et les antioxydants non

enzymatiques.

La reprotoxicité

L'expérimentation basée sur la reproduction a révelé une diminution importante du taux de

portées chez les souris traitées avec le Graviola par rapport au témoin, De méme, on observe une
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réduction de la moyenne des descendants par lot (exprimée en tant que ratio Ns/Fp) dans le groupe
traité par rapport au groupe témoin.. Cette diminution suggere une altération de la fertilité des souris,

males, femelles ou les deux.

Aucun cas d'avortement n'a été observé, ceci concorde avec les résultats de I'étude menée par
(Damasceno et al., 2002), qui ont constaté I'absence d'avortement chez les rates gestantes ayant
recu des doses élevées de l'extrait d’/Annona squamosa pendant les cing premiers jours de la

gestation.

Les coupes histologiques relatives aux utérus des souris ayant recu le Graviola n’ont montré
aucune anomalie architecturale par rapport aux témoins, ceci, malgré les résultats indiquant
clairement une baisse de fertilité. Dans le méme sens, Damasceno et al., (2002) n’ont observé
aucune altération morphologique de I'endometre utérin. Ceci suggére la possibilité que la plante ait
causé une éventuelle reprotoxicité affectant d'autres organes que 1’'utérus, étant donné que les males
et les femelles ont tous deux recu la poudre de feuilles de Graviola. Nous avons relevé dans la

littérature qu’il été possible que le Graviola ait un effet sur :

= Les testicules : Affectant la production et la qualité des spermatozoides (Borg et al.,2010
; Hou et al., 2021). Bien que I’é¢tude de Eyeghre et al., (2023) a contredit cette hypothése
en montrant que l'extrait de feuille éthanolique de Graviola pourraient avoir un impact
positif sur la qualité du sperme et les niveaux hormonaux chez les sujets présentant une
dysfonction testiculaire liée a l'arsenic trioxyde.

= Les ovaires : Perturbant la maturation des gametes en perturbant la sécrétion hormonale
(Pelusi et al., 2008).

= L'hypothalamus et I'hypophyse : Perturbant la régulation des hormones de l'axe
hypothalamo-hypophyso-gonadique (HPG), y compris la testostérone, I'hormone
lutéinisante, I'hnormone folliculo-stimulante... Chez les femelles, nous pouvons observer
une perturbation de la folliculogenese et I'ovogenese, entrainant un échec de I'ovulation et
du cycle utérin (Piomboni et al., 2014).

= Les trompes de Fallope : Provoguant une obstruction ou un dysfonctionnement (Shen et
al., 2020).
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Toutes ces hypotheses nécessitent des investigations supplémentaires pour déterminer les
mécanismes précis par lesquels la Graviola affecte la fertilité.

2.8.2 Pour les immunostimulants :

La question de la toxicité des polysaccharides immunostimulants, notamment des béta-
glucanes, a fait I'objet d'un examen approfondi et de discussions au sein de la communauté
scientifique. Les béta-glucanes sont reconnus pour leur faible profil de toxicité, ce qui les rend
prometteurs pour différentes applications thérapeutiques et suscite un intérét soutenu dans la
recherche (Barton et al., 2016; EFSA Panel on Dietetic Products, Nutrition and Allergies
(NDA), 2011).

L'arabinogalactane a été largement accepté comme sir et a été autorise par la FDA (Food and
Drug Administration, agence USA) pour une utilisation comme fibre alimentaire et dans diverses
applications alimentaires (A Review of Larch Arabinogalactans | Clinical Education, 2016). Les
donnees disponibles suggerent que l'arabinogalactane présente une faible toxicité et est bien tolére
par l'organisme humain. Les études menées sur les animaux ont démontré l'innocuité de
I'arabinogalactane, que ce soit lors d'une administration intraveineuse unique (chez la souris, a une
dose de 5000 mg/kg) ou lors d'études de toxicité a doses répétees (chez le rat, a une dose de 500
mg/kg/jour pendant 90 jours) (Groman et al., 1994). De plus, aucune réaction indésirable n'a été
constatée chez les rats et les souris soumis a un traitement a l'arabinogalactane au cours d'études

prolongées.

Formule de numération sanguine (FNS)

Nous avons noté une augmentation significative du nombre de globules blancs (GB) et de
lymphocytes (Ly) dans le sang des souris du lot traité par les beta-glucanes, accompagnée d'une
augmentation hautement significative du pourcentage de lymphocytes (%Ly). Nos résultats sont
cohérents avec plusieurs études évaluant la toxicité des béta-glucanes provenant de diverses sources,
qui ont généralement observé une augmentation Iégere mais non significative des taux de GB, Ly et
% Ly mais aussi des changements non significatifs des taux des monocytes (MO) et des globules
rouge (GR) (S. N. Chen et al., 2011; Delaney et al., 2003). Aussi, des études cliniques effectues

sur I’arabinogalactane n‘ont pas montré de changement significatif dans les taux de GB,
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mais ont observé une augmentation significative des taux de Ly (Dion et al., 2016; L. S. Kim et
al., 2002). On peut suggérer que dans notre etude, une potentielle synergie entre les deux
polysaccharides (béta-glucane et arabinogalactane) pourrait expliquer ces augmentations
significatives des cellules immunitaires. Ceci confirme I’activité immunomodulatrice de ce mélange

d’immunostimulants naturels.

Glycémie et poids corporel

Dans notre étude, une légére diminution non significative du poids corporel a été observée
chez les souris traitées par les immunostimulants par rapport au groupe témoin. Ces résultats
concordent avec ceux de I'étude menée par Williams et al., (1988), qui ont également constaté une
Iégére diminution dans le poids corporel aprés 60 jours de la méme expérience (Canaan et al.,
2021).

Par ailleurs, notre étude a mis en évidence une légére baisse non significative du taux de
glucose sanguin, ce qui est cohérent avec les observations de Williams et al., (1988) qui ont
également constaté une diminution non significative de ce parametre. En revanche, I'étude de
Tudrmina et al, (2012) a rapporté une diminution significative de la glycémie suite a
I'administration par gavage de B-(1—6)-d-glucane de Lasiodiplodia theobromae pendent 28 jours

chez les souris.

Triglycérides / Cholestérol

la prise de fibres alimentaires, en particulier celles provenant de sources céréalieres riches en

béta-glucane, peut contribuer a abaisser le taux de cholestérol sanguin (Brown et al., 1999).

Nous avons observé que l'administration d'un mélange d'immunostimulants a entrainé une
diminution significative du taux de cholestérol sanguin, tandis que le taux de triglycérides est resté
inchangé. Nos résultats sont en accord avec I'étude clinique menée par (Nicolosi et al., 1999) portant
sur le béta-glucane de la levure boulangére, ainsi qu'avec ceux de Jonker et al., (2010) , montrant
que l'administration de béta-glucane d'orge (GlucagelTM) a des rats Wistar, a des niveaux
alimentaires de 10 %, a entrainé une diminution significative de leurs taux de cholestérol sanguin,
tandis que leurs taux de triglycérides ont demeuré stables. De plus, I'étude clinique menée par Kim
et al., (2002) démontre qu'il n'y a aucun effet de I'arabinogalactane sur les paramétres lipidiques

chez les personnes traitées avec des doses relativement élevées de ce polysaccharide,
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Cela suggere que l'effet hypocholestérolémiant observé dans notre expérience est attribuable au
béta-glucane plutét qu'a l'arabinogalactane.

Les B-glucanes visqueux modulent le cholestérol de I'hdte en influengant le métabolisme des
acides biliaires. lls interagissent avec les acides biliaires, les empéchant d'étre réabsorbés dans I'iléon
terminal, ce qui entraine une augmentation de leur excrétion fécale. Cela stimule la synthese de
nouveaux acides biliaires a partir du cholestérol, contribuant ainsi & abaisser le taux de cholestérol

LDL systémique (Joyce et al., 2019).

Les transaminases

Le traitement des souris par le mélange d'immunostimulants n'entraine aucun changement
significatif dans les niveaux de TGO hépatiques, alors qu'une diminution significative des niveaux
de TGP est observée, Ce résultat est partiellement cohérent avec celui de Babicek et al., (2007) qui
n‘ont trouvé aucun changement significatif dans les niveaux de TGO, ainsi que dans les niveaux de
TGP, pour toutes les doses de béta-glucane levurien testées, Plusieurs études menées sur des béta-
glucanes de différentes origines appuient cette observation, ne montrant également aucun
changement significatif dans ces deux parametres (S. N. Chen et al., 2011, 2018; Jonker et al.,
2010).

Vu le nombre trés restreint des articles traitant la toxicité de l'arabinogalactane, et connaissant
préalablement I'innocuité de ce traitement sur I'organisme, on peut suggeérer que I'effet de ce mélange
sur le taux de TGP est principalement di au béta-glucane. Une telle diminution pourrait refléter un

éventuel effet protecteur de ce mélange d'immunostimulants sur le foie.

Les parameétres de stress oxydatif

Le béta-glucane a été proposé comme régulateur de l'activité des enzymes antioxydantes
(SOD) et comme agent inhibiteur de la peroxydation lipidique dans diverses études animales,
incluant des essais sur des rats et des lapins (Pietrzycka et al., 2006; Toklu et al., 2006). En plus
, l'arabinogalactane démontre une forte activité antioxydante et est prét a devenir une source végétale
sécuritaire d'antioxydants naturels, offrant ainsi un potentiel important dans le domaine de la
biomédecine (Zhang et al., 2023).
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Dans notre étude, aucun changement significatif n'a été observé dans Il'activité des enzymes
Catalase et GPx, ni dans le taux de MDA au niveau du foie, ces résultats sont en accord avec ceux
de Bobek & Galbavy, (1999) qui n'ont constaté aucune variation dans les activités des enzymes
antioxydantes dans le sang des lapins nourris avec un régime alimentaire contenant des

champignons (Pleurotus ostreatus).

Cependant, au niveau du cerveau, une augmentation hautement significative de l'activité de
GPx a eté observée, ainsi qu'une augmentation significative du taux de MDA. En revanche, l'activité
de la Catalase et le taux de GSH sont restés inchangés. De fagon semblable a notre recherche, une
étude a également signalé I'impact du beta-glucane de Pleurotus ostreatus sur la CAT et la SOD.
Elle a noté une élévation de l'activité de la CAT dans les érythrocytes, ainsi qu'une augmentation
de Tactivités de la SOD dans le foie (Bobek & Galbavy, 2001). De la méme maniere, une étude
menée par Zhang et al., (2023) a démontré que l'arabinogalactane pourrait induire une réduction
des niveaux de MDA et une augmentation de l'activité de la SOD au sein des cellules in vitro.. Ces
observations suggerent qu'il n'y a pas d'effet toxique global de notre mélange d'immunostimulants
sur l'organisme, étant donne que le foie, principal organe de détoxification, ne montre pas de réaction
significative. Toutefois, I'effet de ce mélange sur le cerveau est plus nuancé. Bien que I'augmentation
notable de l'activité de la GPx cérébrale puisse étre interprétée comme une tentative de lI'organisme
pour contrer les effets nocifs de ce mélange en neutralisant les radicaux libres et en réduisant les
dommages oxydatifs, I'élévation des niveaux de MDA suggeére que la production de radicaux libres
dépasse la capacité de lI'organisme a les neutraliser. Par conséquent, cela pourrait étayer I'nypothese

d'un effet pro-oxydant de notre mélange d’immunostimulants au niveau cérébral.

Une étude de Campa-Cordova et al., (2002) a constaté que la stimulation immunitaire induite
par le B-glucane était assez efficace pour provoquer une augmentation de I'activité antioxydante de

la SOD chez la crevette (Litopenaeus vannamei).

Histologie

Dans notre étude histologique, aucune altération ou Iésion n'a été observée au niveau des tissus
hépatiques ou cérébraux des souris traitées par les immunostimulants, comparativement au groupe
témoin. Nos résultats concordent avec ceux de Delaney et al., (2003),qui travaillais sur le beta

glucane de I’orge, ou les conclusions de la nécropsie et de I'histopathologie n'ont révélé
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aucune altération associée au traitement dans les organes examinés, notamment le foie et le cerveau.
Aussi, plusieurs études montrent 1’effet prophylactique des beta-glucanes, notamment, les travaux
de Demirel Yilmaz et al., (2024) qui ont éclairci les effets histologiques du cisplatine sur le foie,
mettant en lumiere une congestion sinusoidale, une dégénérescence hydropique, une
désorganisation des cordons hépatiques et une infiltration cellulaire mononucléée. Lorsque le B-
glucane est associé au cisplatine, les dommages cellulaires hépatiques causés par ce dernier sont

considérablement atténués.

La reprotoxicité

Nos résultats, qui ne montrent aucune différence entre le groupe témoin et celui traité par le
mélange d'immunostimulants, nous permettent de conforter I'hypothese de I'innocuité de ce mélange
en termes de toxicité ou d'impact sur la fertilité, et ce, a une dose dix fois supérieure a la normale

que nous venons d’utiliser dans cette étude.

2.9 Conclusion:

Le Graviola est une plante tres utilisée en pharmacologie et en médecine traditionnelle.
Elle posséde un large spectre d’activités biologiques ; mais I’excés de la prise ou I’exposition
trop prolongée peuvent entrainer des effets indésirables Cette étude a été menée dans le but
d’évaluer la toxicité chronique d’un extrait brut de feuilles de Graviola sur des souris Swiss
albinos.

A I'issue de ces travaux, nous concluons que I'extrait brut des feuilles de Graviola ne
présente aucun signe de toxicité chez les souris, a I'exception d'une baisse de la fertilité qui
pourrait étre liée a une reprotoxicité de la plante. Cela dit, il faut garder a ’esprit la célébre
loi de toxicologie dite par Monsieur Paracelse : « Rien n’est poison, tout est poison ; seule la
dose fait le poison ».

Pour la suite des travaux, qui consistera en I’étude de ’effet préventif du Graviola sur
une cancérogénése chimique de la peau, nous avons porté notre choix sur la dose
thérapeutique utilisée en pharmacopée de 21,2 mg/Kg de L'extrait de poudre de Graviola,
dose qui n’entrainerait aucun effet toxique qui viendrait affecter notre protocole sur la période

d’expérimentation.
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L'administration d'un mélange de B-glucane et d'arabinogalactane pendant 12 semaines
a des souris a une dose de 256 mg/kg de poids corporel n‘a montré aucun signe de toxicité.
Cette observation est cohérente avec nos résultats histopathologiques et biochimique.

Plusieurs études ont affirmé que D’utilisation de B-glucanes, a montré des résultats
prometteurs dans le contrdle glycémique (J. Chen & Raymond, 2008; Y.-W. Kim et al., 2005).
Le mécanisme sous-jacent a la diminution des niveaux de glucose et de cholestérol chez les rats
souffrant d'hypercholestérolémie reste peu compris. Cependant, il est suggéré que ces effets
pourraient étre attribués a une action biochimique corrective agissant sur les fonctions
pancréatiques et hépatiques, comme en témoigne la baisse des activités des transaminases
hépatiques (TGO et TGP) démontrée dans cette étude.

D’une maniére générale, les réductions des niveaux de glucose, de cholestérol et de
I'activitée des transaminases hépatiques chez les souris en bonne santé suggerent que les -
glucanes pourraient étre explorés comme traitements préventifs et adjuvants dans diverses

maladies chroniques dégénératives telles que le diabete, I'hypertension et la dyslipidémie.
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3 Etude de Vleffet préventif du Graviola, Dichloriacétate,
immunostimulant en application seules ou combinées sur Ila
cancérogenese expérimentale de la peau:

Soixante souris ont été réparties en dix groupes. Un groupe témoin (T), un groupe soumis au
protocole de cancérogénése chimique (DMBA), quatre groupes recevant respectivement les
traitements Graviola (Grav), Dichloroacétate (DCA), immunostimulants (IS) et la combinaison des
trois traitements (COMB). Et enfin, quatre autres groupes recevant simultanément les traitements
(Grav, DCA, IS et COMB) avec la cancérogenese.

Nous avons mené une étude morphologique et anatomopathologique et une étude biochimique

via I’étude des parametres du stress oxydant.

3.1 Etude morphologique et anatomopathologique :

3.1.1 Témoin/DMBA:

Les souris du groupe DMBA ont révélé l'apparition de papillomes chez quatre souris sur six,
soit 66,66 % du groupe. Les souris du groupe témoin quant a elles présentaient une peau saine, sans
aucune formation ou protubérance. Nous avons pris des photographies du dos des souris appartenant

aux groupes distincts et avons réalisé des biopsies cutanées peu de temps avant leur sacrifice.

La photographie présentée dans la figure 55 met en évidence deux zones de lésions
bourgeonnantes, mesurant respectivement (1x0,2x0,3) cm et (1x0,5x0,2) cm, sur le dos de la souris
issue du groupe expose au protocole de cancérogenese (fleches jaunes). En revanche, les souris du

groupe témoin ont présenté une surface cutanée saine, avec une couleur et un aspect, normaux.

L'examen anatomopathologique des échantillons de peau prélevés a permis d'identifier la
nature des Iésions en formation. 1l s'agit de papillomes hyperplasiques bénins touchant les cellules
épidermiques (fleche bleue, grossissement x10). Un agrandissement a x40 a permis d'observer les
cellules en expansion, certaines ayant développé une hyperplasie, anisocytose et anisocaryose

(fleches bleues). Les coupes histologiques de la peau des souris du groupe témoin ont révélé une
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peau saine, sans signe d'hyperplasie. On peut y distinguer les trois couches caractéristiques de la
peau : I'épiderme (la couche la plus superficielle), le derme (la couche la plus épaisse) avec ses

annexes cutanées, et I'nypoderme (principalement constitué de cellules adipeuses et musculaires).

Témoin

Figure 55: Photographies des régions dorsales et des coupes histologiques effectuées a partir de
biopsies cutanées sur souris issues des lots témoin et DMBA (coloration H & E, Microscope

optique Leica, Germany. x10, x40).
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3.1.2 Témoin-traitement:

Sur les plans morphologique et histologique, les souris appartenant aux groupes DCA, IS,
Grav et COMB présentent des similitudes presque parfaites avec le groupe témoin affichant une
peau saine avec une couleur et un toucher, normaux et absence totale de papillomes (figures de 56-
59).

3.1.3 DMBA/traitement:

Les coupes histologiques (figures de 56-59) provenant des souris appartenant aux lots
DMBA/DCA, DMBA/Grav, DMBA/IS et DMBA/COMB révélent une surface cutanée saine
caractérisée par une absence de papillomes chez 100% des souris contre le développement de
papillome chez 66,6% des souris appartenant au lot DMBA seul. Tous les lots présentaient un
toucher cutané normal sauf le lot DMBA/DCA qui présentait un toucher rugueux et une peau irritée.

L’analyse anatomopathologiques des échantillons provenant de ces groupes n’ont révelé
aucun bourgeonnement de I’épiderme provenant d’une prolifération cellulaire anormale. Nous
avons également observé une architecture tissulaire bien préservé et ’absence de cellules
hyperplasiques. En outre, nous avons constaté la présence d’une forte réaction inflammatoire
caractérisée par une infiltration polynuclées, lymphocytaire et plasmocytaire dans tous les groupes

(fleches rouges).
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Figure 56: Photographies des régions dorsales et des coupes histologiques effectuées a partir de
biopsies cutanées sur souris issues des lots DCA et DMBA/DCA (coloration H & E, Microscope
optique Leica, Germany. x10, x40, x100).
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DMBA/IS
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Figure 57: Photographies des régions dorsales et des coupes histologiques effectuées a partir de
biopsies cutanées sur souris issues des lots IS et DMBA/IS (coloration H & E, Microscope
optique Leica, Germany. x10, x40, x100).
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DMBA/GRAV
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Figure 58: Photographies des régions dorsales et des coupes histologiques effectuées a partir de
biopsies cutanées sur souris issues des lots Grav et DMBA/Grav (Coloration H & E, Microscope
optique Leica, Germany. x10, x40, x100).
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Figure 59: Photographies des régions dorsales et des coupes histologiques effectuées a partir de
biopsies cutanées sur souris issues des lots COMB et DMBA/COMB (coloration H & E,
Microscope optique Leica, Germany. x10, x40, x100).
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3.1.4 Discussion:

Nos résultats ont révélé 66,6% de souris ayant développé des hyperplasies bénignes aprés
avoir été soumises a un protocole de cancérogénése avec une application unique de 100ug de
DMBA/100u1 d’acétone suivi de 18 semaines de promotion rythmée par trois applications par

semaine d’huile de croton.

Nos résultats concordent avec ceux de Subramanian et al., (2014), qui ont observé des
hyperplasies précancéreuses en utilisant le méme protocole et sur la méme période. En revanche,
d’autres équipes ont obtenu un carcinome spinocellulaire en appliquant un protocole similaire avec
les mémes doses de DMBA/huile de croton pendant 15 semaines (Agrawal & Pandey, 2013; Saini
et al., 2010). Cette différence de résultat peut étre expliqué par les travaux de Andrieu, (1991) qui
ont rapporté que 18 semaines d'exposition a ce type de cancérogenése chimique entrainent le
développement d'une hyperplasie bénigne, et que la progression vers des stades plus avancés
nécessitait au moins 24 semaines d'exposition. D'autre part, I'dge et le poids des souris sont des
facteurs limitant pour le développement de I'hyperplasie. En effet, les cellules cibles de la mutation
induite par le DMBA sont les cellules souches de la couche basale de I'épiderme. Le nombre de ces
cellules est trés élevé pendant I'embryogenese, modéré chez les nouveau-nés et trés faible chez les

souris agées (DiGiovanni, 1992).
Le DCA:

Les résultats morphologique et histologique du DCA ne montrent aucun effet
histopathologique. Ces résultats concordent avec ceux de Mather et al., (1990), qui ont observé que
I’administration de doses croissantes de DCA sur 90 jours a des rats ne provoque aucun effet
histopathologique. Il est important de noter que le DCA est couramment utilisé en clinique pour
traiter des troubles mitochondriaux. C'est un inhibiteur de la PDK, récemment identifié comme un
agent non toxique capable d'induire I'apoptose des cellules cancéreuses en réactivant la voie aérobie
mitochondriale initialement inhibée pendant la cancérogénése laissant place a la voie lactée
anaérobie. En outre, Nos résultats sont en accord avec ceux de Khan et al., (2017) qui, dans une
étude clinique, a étudié le cas d'un homme de 32 ans pour lequel une thérapie au DCA, sans
traitement conventionnel concomitant, a entrainé la régression et la stabilisation d'un mélanome

métastatique récurrent pendant plus de 4 ans, avec des effets secondaires insignifiants. Ce cas
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démontre que le DCA peut étre utilisé pour réduire la progression de la maladie et maintenir une
stabilité a long terme chez les patients atteints de mélanome.

Les immunostimulants :

L'analyse histologique des lots de souris traitées avec des immunostimulants seuls (IS) ou en
conjonction avec la cancérogénése (DMBAV/IS) ne montre aucun signe d'hyperplasie. Cependant,
les souris du lot DMBAV/IS présentent une réaction inflammatoire prononcée caractérisée par une
infiltration plasmocytaire, granulocytaire et lymphocytaire selon I'analyse histologique. Cette
réaction inflammatoire n'est déclenchée que lorsque les immunostimulants sont administrés en
conjonction avec la cancérogénese. Les résultats de I'étude de Riabchinskaia, (1983), qui a évalué
I'effet des immunostimulants sur l'activité anti-inflammatoire du Butadion (un anti-inflammatoire
non stéroidien de synthese), sont en accord avec nos observations. En effet, ils ont constaté que les

immunostimulants utilisés seuls comme témoin n'ont pas induit de réaction inflammatoire.

Le pB-glucane a une activité anticancéreuse en favorisant lactivité cytolytique des
macrophages contre les cellules tumorales in vitro. Son mécanisme d'action implique la stimulation
des macrophages et la libération de médiateurs inflammatoires. En plus du B-glucane de levure, les
polysaccharides des champignons ont également une activité antitumorale. L'arabinogalactane, un
polysaccharide trouve dans le méléze, stimule la cytotoxicité des cellules tueuses naturelles (NK) et
d'autres monocytes, améliore divers aspects du systéme immunitaire, et inhibe la métastase des
cellules tumorales du foie (Kobayashi et al., 2005; Larch Arabinogalactan - Cancer Care of
Western New York, 2014).

Le Graviola :

L'étude histologique des souris du lot DMBA/Graviola ne montre aucune hyperplasie ni
prolifération anormale des cellules de I'épiderme. Ces résultats concordent avec ceux de Hamizah
et al., (2012), qui ont observé que I'extrait de feuilles de Graviola réduisait de maniére significative
le développement des tumeurs cutanées chez les souris exposees a une cancérogenese chimique
(DMBA/huile de croton). D’autre part, Chamcheu et al.,(2018) ont trouvé que le Graviola a des
effets significatifs sur deux lignées cellulaires humaines de cancers de la peau non mélanomes, UW-
BCC1 et A431. L'extrait de feuilles et de tiges de Graviola a démontré qu'il : (i)
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supprime la croissance cellulaire, la motilité, la fermeture des plaies et la clonogénicité ; (ii) induit
l'arrét du cycle cellulaire en phase G, /G, ; (iii) provoque l'apoptose. Aussi, cet extrait module
I'expression des protéines pro-apoptotiques et anti-apoptotiques. Les extraits de Graviola
apparaissent comme des sources prometteuses pour de nouveaux agents chimiopréventifs et

thérapeutiques contre les cancers de la peau non mélanomes.

La combinaison (COMB) :

Les analyses histologiques de ce lot ne montrent aucun signe de lésion épidermique.
Cependant, elles révélent une réaction inflammatoire intense. Les résultats morphologiques de la
combinaison sont cohérents avec ceux obtenus précédemment avec les trois substances utilisées

individuellement.

3.1.5 Conclusion:

L’étude de Deffet préventif de produits (Grav/IS/DCA) en applications seules ou
combinée utilisée contre la cancérogénése chimique de la peau en trois étapes utilisant le
DMBA comme initiateur et I’huile de croton comme promoteur, nous a mené a conclure
gue le protocole de cancérogénése choisi induit le développement d’hyperplasies bénignes chez
66,6% des souris. En outre, tous les traitements testés possedent un effet préventif contre la
cancérogenese. Cependant les résultats morphologiques et histologiques indiquent que ces

produits détiennent le méme niveau d’inhibition contre la cancérogénése chimique.
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3.2 Le poids corporel:

Pour I'ensemble des expérimentations, qu'il s'agisse des groupes de traitement seul ou des
groupes de traitement combiné, nous avons observé qu'il n'existe aucune différence significative de
la moyenne du poids corporel sur une période de 11 semaines (derniéres semaines de
I’expérimentation) entre les différents groupes (figure 60). Cela vaut tant pour les groupes de souris
saines traités que pour les groupes de souris soumises a la cancérogénese et simultanément traitées

comparés aux groupes témoins.
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Figure 60: Variations du poids corporel des souris appartenant aux différents groupes
expérimentaux.
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3.3 Laformule de numérotation sanguine (FNS):

3.3.1 Comparaison des lots DCA, IS, Grav et COMB versus témoin :

Les résultats de la FNS (figure 61) ont montré une diminution hautement significative du taux
de globules blancs et des monocytes chez les souris du lot traité par le DCA par rapport au lot témoin.
Tous les autres traitements ne semblent avoir aucun impact sur le taux des différentes populations
étudiées.

3.3.2 Comparaison du lot DMBA versus témoin :

Aucun changement significatif dans le taux des globules blancs n'a été observé entre le lot
témoin et le lot DMBA.

3.3.3 Comparaison des lots DMBA/DCA, DMBA/IS, DMBA/Grav et DMBA/COMB versus
le lot DMBA:

Une augmentation significative dans toutes les populations de globules blancs a été observée
chez les lots DMBA/DCA, DMBA/IS et DMBA/COMB par rapport au lot DMBA.

Le lot DMBA/Grav ne semble pas différer du lot DMBA quant aux taux des populations de
globules blanc.

3.3.4 Comparaison entre les lots DMBA/DCA, DMBA/IS et DMBA/Grav versus le lot
DMBA/COMB :

Nous avons relevé une augmentation significative dans le taux de toutes les populations de
globules blancs chez les souris du lot DMBA/COMB par rapport a celles du lot DMBA/Grav ainsi
qu’une augmentation significative du taux de lymphocytes dans le lot DMBA/COMB par rapport
au lot DMBA/IS. Aucune différence significative n’a été notée entre les lots DMBA/COMB et
DMBA/DCA.
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Figure 61: Numeration de la formule sanguine effectuée sur sérum/EDTA. *p<0,05, **p<0,01
versus témoin. #p<0,05, ##p<0,01, ###p<0,001, ####p<0,0001 versus DMBA., @p<0,05,
@@p<0,01, @@@p<0,001, @@@@p < 0,0001 versus DMBA/COMB.

3.3.5 Discussion:

Les résultats n’ont révélé aucun changement du poids corporel des souris entre les différents
groupes. Cela indique clairement I'absence de tout signe de toxicité des doses utilisées pendant toute
la durée de ’expérience. Ces résultats sont en accord avec nos études précédentes de la toxicité
effectuées sur les IS et le Graviola. Pour le DCA, les études toxicologiques montrent également son
innocuité. Selon l'expérience de (Cicmanec et al., 1991), I'administration de DCA a des doses de
0, 12.5, 39.5, et 72 mg/kg/jour chez les chiens pendant 90 jours n'a entrainé aucun changements

significatifs du poids corporel.
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Les parametres sanguins revétent une importance cruciale dans I'évaluation de la gravité d'une
maladie et dans le rétablissement de la santé (Adhvaryu et al., 2007). De nombreuses conditions
pathologiques, y compris le cancer, se manifestent par des variations des différentes populations
cellulaires. Dans cette étude, la FNS a révélé des variations des parametres hématologiques.
Contrairement a Sakai et al., (2004), qui ont rapporté qu'une induction expérimentale d’un
carcinome spinocellulaire par le DMBA chez les souris pendant 24 semaines de traitement affecte
les populations lymphocytaires dans le sang périphérique, la rate et le foie, nos résultats n‘ont montré
aucune différence dans les taux des différentes populations leucocytaires (GB, LY, MO) chez les
souris traitées soumises au protocole de cancérogénése (DMBA) par rapport au témoin. Nous
pouvons croire que la dose de DMBA employée joue un r6le important dans le déclanchement de
la réaction inflammatoire. Le choix que nous avons porté sur la dose relativement faible de

’initiateur peut €tre a ’origine de ’absence de réaction inflammatoire chez ces souris.

Nos résultats ont revelé une augmentation significative des GB et MO chez les souris du
groupe DCA par rapport au témoin. Ce résultat peut s’appuyer sur les travaux de Hassoun et al.,
(2010) qui ont administré par voie orale différentes doses de DCA pendant 13 semaines a des souris
males. Leur étude a revelé que le DCA entrainait une augmentation significative de la production
de la cytokine inflammatoire TNF-o indiquant que le DCA peut entrainer une réaction

inflammatoire et donc augmenter le taux des populations leucocytaire.

Une augmentation significative de toutes les populations leucocytaires a été observée chez les
souris des lots DMBA/DCA, DMBAV/IS et DMBA/COMB par rapport au lot DMBA. L'induction
de cette réaction immunitaire met en avant l'effet antitumoral de ces produits. En effet, outre leurs
effets anticancéreux directs, les B-glucanes, présents dans les parois cellulaires des champignons,
sont connus pour leurs propriétés immunomodulatrices, stimulant les cellules immunitaires telles
que les macrophages, les cellules NK et les cellules dendritiques, ce qui améliore les performance
de la barriere de défense immunitaire contre les cellules cancéreuses (Noorbakhsh VVarnosfaderani
et al., 2024). Nos résultats concordent avec ceux de Yoon et al., (2008), qui ont injecté a des souris
des lignées cellulaires cancéreuses issues d’un carcinome colorectal (26-M3.1) et d’'un mélanome
(B16-BL6). L’administration de plusieurs doses de béta- glucane a ces souris a inhibé les métastases

des tumeurs de maniere dose-dépendante. Les auteurs
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ont rapporté que le béta-glucane possede des propriétés antitumorales qui seraient dues & son

pouvoir immunostimulant via l'activation des macrophages et des cellules tueuses naturelles.

Les souris du groupe DMBA/Grav ne montrent aucune signification quand au taux des
populations leucocytaires par rapport a celles du groupe DMBA. Ceci indique que le Graviola
n'induit pas de réaction inflammatoire et nous laisse penser que son effet préventif contre la
cancérogénese n’implique pas le systeme immunitaire inné. Par ailleurs, Oluwayinka et al., (2021)
n’ont constaté aucune différence significative dans la population leucocytaire chez des poulets
nourris avec 200 mg/kg d'extrait de Graviola par rapport a un groupe témoin. Nos résultats sont
aussi comparables a ceux de P & Durairaj, (2018), qui ont travaillé sur un modéle de tumeur induite
par l'ascite lymphomateuse de Dalton. lls ont constaté une augmentation significative du nombre
total de globules blancs, de plaquettes, de lymphocytes, de neutrophiles et d'éosinophiles chez les
souris cancéreuse. Le traitement avec un extrait hydroéthanolique de feuilles de Graviolaa réduit le
nombre total de ces cellules de maniére significative démontrant la capacité remarquable de I'extrait

de feuilles de Graviola a inverser les parametres hématologiques.

L’augmentation de la population leucocytaire chez les souris traitées avec la combinaison des
traitements simultanément a la cancérogénése (DMBA/COMB) est plus importante que
I’augmentation observe avec les trois traitements employés séparément et ce par rapport au groupe
DMBA. Ce résultat est conforté par les résultats histologiques qui ont révele une forte infiltration
leucocytaire chez les souris du groupe DMBA/COMB par rapport aux autres groupes. Nous avons
d’ailleurs relevé une différence significative entre le taux des leucocytes chez les souris du groupes
DMBAJ/COMB et celles du groupe DMBA/Grav. Aussi une différence significative a été relevée
pour le taux des Ly entre le groupe DMBA/COMB et DMBAVIS. Cette importante augmentation de
la population leucocytaire observée apres la combinaison des différentes substances suggere une
éventuelle synergie ou cumulation d’effet entre les immunostimulants et le DCA. Cependant,
I'nypothese d'une possible toxicité due a I'accumulation de toutes les substances (DCA+1S+Grav)

reste plausible.
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3.4 Les parametres du stress oxydatif :

3.4.1 Lacatalase (CAT):

La variation de I’activité de la catalase est présentée dans I’histogramme de la figure 62.

3.4.1.1 Comparaison des lots DCA, IS, Grav et COMB versus témoin :

Nous avons observé une augmentation significative de I’activité de la CAT chez les lots
DCA, IS, Graviola et COMB par rapport au lot témoin.

3.4.1.2 Comparaison des lots DMBA versus témoin :

Aucune différence significative n’a été relevée concernant I’activité de la CAT entre les

souris des lots DMBA et témoin.

3.4.1.3 Comparaison des lots DMBA/DCA, DMBA/IS, DMBA/Grav et DMBA/COMB versus le
lot DMBA :

Une diminution significative dans ’activité¢ de la CAT a été relevée lorsque les souris sont
traitées avec le DCA simultanément a la cancérogénese. Aucune différence significative n’a été

observée entre les autres groupes

3.4.1.4 Comparaison entre les lots DMBA/DCA, DMBA/IS et DMBA/Grav versus le lot
DMBA/COMB :

Une augmentation significative de I’activité de la CAT a été relevée lorsque les substances

sont combinées (DMBA/COMB) par rapport a DCA et IS seuls avec le DMBA.
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Figure 62: Variation de I’activité de la CAT hépatiques entre les différents groupes de souris.
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 versus témoin ; #p<0,05, ###p<0,001 versus DMBA ;
@@p<0,01, @@@p<0,001 versus DMBA/COMB.

3.4.2 Lasuperoxyde dismutase (SOD):

Les différentes variations de I’activité de la SOD sont présentées dans 1’histogramme de la

figure 63.

3.4.2.1 Comparaison des lots DCA, IS, Grav et COMB versus témoin :

Nous avons observé une diminution significative dans I’activité de la SOD chez les lots IS,
Graviola et COMB par rapport au lot témoin. Aucune différence significative n’a été observée pour

les souris qui ont recu du DCA.
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3.4.2.2 Comparaison des lots DMBA versus témoin :

La cancérogénése entraine une diminution significative dans 1’activité¢ de la SOD en comparaison

avec le témoin.

3.4.2.3 Comparaison des lots DMBA/DCA, DMBA/IS, DMBA/Grav et DMBA/COMB versus le
lot DMBA :

Le traitement des souris avec le DCA et le Graviola simultanément avec la cancérogénése
restaure de maniere significative I’activit¢ de la SOD par rapport aux souris soumises a la

cancérogenese seule.

3.4.2.4 Comparaison entre les lots DMBA/DCA, DMBA/IS et DMBA/Grav versus le lot
DMBA/COMB :

Le traitement des souris soumises a la cancérogénese avec le Graviola restaure 1’activité de la
SOD de maniere significative par rapport a la combinaison des traitements. Aucune différence

significative n’a été relevée entre les autres groupes.
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Figure 63: Variation de I’activité de la SOD hépatiques entre les différents groupes de souris.

**p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001 versus témoin ; #p<0,05, ##p<0,01 versus DMBA.

3.43 LaGPx:

@p<0,05 versus DMBA/COMB.

Les différentes variations de I’activité de la GPx sont présentées dans I’histogramme de la

figure 64.
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3.4.3.1 Comparaison des lots DCA, IS, Grav et COMB versus témoin :

Nous avons observé une diminution significative dans I’activité de la GPx chez les lots IS,
Graviola et COMB par rapport au lot témoin. Aucune différence significative n’a été observée pour

les souris qui ont regu du DCA.

3.4.3.2 Comparaison des lots DMBA versus témoin :

La cancérogénése entraine une diminution significative dans I’activit¢é de la GPx en

comparaison avec le témoin.

3.4.3.3 Comparaison des lots DMBA/DCA, DMBA/IS, DMBA/Grav et DMBA/COMB versus le
lot DMBA :

Le traitement des souris avec le DCA les IS et le Graviola seules ou combinés simultanément
avec la cancerogénese diminue de maniere significative 1’activité de la GPx par rapport aux souris

soumises a la cancérogénese seule.

3.4.3.4 Comparaison entre les lots DMBA/DCA, DMBA/IS et DMBA/Grav versus le lot
DMBA/COMB :

Aucune différence significative dans I’activité de la GPx n’a été relevée concernant ces groupes.
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Figure 64: Variation de I’activité de la GPx hépatiques entre les différents groupes de souris.
**p<0,01, ***p<0,001 versus témoin ; #p<0,05, ##p<0,01 versus DMBA.

3.4.4 Comparaison des activités enzymatiques de la SOD, CAT et GPx :

Le tableau 8 résume les variations des activités des SOD, CAT et GPx dans les groupes traités
par rapport aux groupes témoin et DMBA. Nous pouvons observer que d’une manicre générale, les
traitements utilisés contre la cancérogénése tendent a diminuer les activités de la SOD et la GPx et
a augmenter ’activité de la CAT lorsqu’ils sont administrés seuls par rapport au témoin (tableau
8.A). Ces traitements, lorsqu’ils sont administrés simultanément a la cancérogénése chimique
tendent a augmenter I’activité de la SOD et a diminuer les activités de la CAT et de la GPx (tableau
8.B). Cette observation est valide principalement pour de groupe DMBA/DCA, ou I’activité de la
SOD augmente tandis que celles de la CAT et de la GPx diminuent, toutes les trois de manieres

hautement significatives.

129



Partie pratique

Tableau 8: Variation des activités des enzymes antioxydantes A) chez les groupes témoins. B)
chez les groupes soumis a la cancérogénese.

A DCA vs témoin IS vs témoin GRAV vs témoin | COMB vs témoin
SoD N Ns Y, P<0,0001 ", P<0,0001 ‘\ P<0,001
CAT 7 p<0,05 7 o001 7 P<0,05 7' P<0,001
GPx \, Ns \ P<0,01 " P<0,001 \, P<0,001
DMBA vs témoin | DMBA/DCA vs DMBA/IS vs DMBA/GRAVvs | DMBA/COMBvs
B DMBA DMBA DMBA DMBA
SoD N\ Pso01 7 P<0,05 7 Ns 7 Pso,01 7 NS
CAT NS "\, P<0,001 N NS N\ NS NS
GPx \, Ps001 \, Ps0,01 \, P<005 \, Ps001 \, Ps001

3.4.5 Discussion:

Les résultats obtenus concernant le stress oxydatif doivent étre considérés de maniére globale,
car ils offrent un apercu préliminaire qui peut informer sur le comportement du stress oxydatif dans
les cellules cancéreuses cutanées. Ces résultats peuvent fournir des indications approximatives sur
les mécanismes systémiques de réponse au stress et servir de base pour des investigations plus

ciblées et spécifiques a la peau.

Les ERO jouent un réle dans la pathogenese de nombreuses maladies chroniques, y compris
le cancer. Une corrélation positive a été observée entre une production excessive d'ERO et le cancer
(Lietal., 2013), Cela est dii a un état oxydatif intense causé par un désequilibre entre la production
de radicaux libres et les systemes de défense antioxydants (Federico et al., 2007). La complexité
du role des ERO et des enzymes antioxydantes dans la tumorigenese et la progression du cancer
complique l'utilisation d'antioxydants et de pro-oxydants comme traitements. Cela souligne la
nécessité de mener des études supplémentaires pour explorer la régulation et le réle de ces enzymes

antioxydantes dans le cancer.

Nos résultats ont révélé une diminution significative des activités enzymatiques de la SOD et

de la GPx chez les souris soumises a la cancérogénése comparativement aux souris témoins. Ce
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résultat s’accorde avec celui de Subramanian et al., (2014b), qui ont également constaté une
diminution dans I’activité de la SOD chez des souris développant une hyperplasie sous I’effet d’une
cancérogénése chimique employant le DMBA et I’huile de croton. De méme, Ogbu et al., (2020)
ont observe une diminution significative de l'activité de la GPx chez les rats souffrant d'hyperplasie
bénigne de la prostate (HBP). Oberley & Buettner, (1979) ont quantifié I’activité de la SOD-Mg
dans plusieurs types de tumeurs et ont constaté qu’elle diminuait dans toutes les tumeurs examinées.
En revanche des quantités abaissées de la SOD Cu-Zin ont été trouvées dans beaucoup, mais pas

toutes les tumeurs.

La CAT réduit le peroxyde d'hydrogene produit par la SOD et le métabolise en eau. Nos
résultats n’ont pas révélé de différence significative de I’activité de la CAT chez les souris soumises
a la cancerogénése (DMBA) par rapport aux souris du lot témoin. Ce résultat va a ’encontre de
celui de Subramanian et al., (2014b) qui ont rapporté une diminution significative de ’activité de
la CAT dans les mémes conditions. Nous pouvons expliquer ce résultat par le fait que des quantités
élevées de H20- intracellulaires entrainent une activation préférentielle de la CAT alors que de plus
faibles niveaux seraient préférentiellement pris en charge par la GPx. En effet, nos résultats
suggerent la présence de faibles quantités de H20- chez ce lot compte tenu de la faible activité de la
SOD.

Il est essentiel d'examiner comment la perte ou le gain de I’activit¢ de la GPx affecte
spécifiqguement la neutralisation des oxydants et la signalisation redox dans le microenvironnement
tumoral extracellulaire, et comment la GPx pourrait étre ciblé pour des interventions thérapeutiques
(Chang et al., 2020). Aussi, Le dosage de l'activité de la GPx, présente un avantage significatif dans
le contexte du cancer. La GPx est anormalement élevé dans la plupart des types de cancer et joue
des réles complexes et dichotomiques en tant que suppresseur et promoteur de tumeur selon le type
de cancer. Comprendre ces réles est crucial pour déterminer son importance clinique en tant que

biomarqueur pronostique potentiel et cible thérapeutique innovante (Zhao et al., 2022).

D’une manicre générale les souris simultanément soumises aux différents traitements et a la
cancérogenese présentent une augmentation de I’activité de la SOD et une diminution des activités
de la CAT et de la GPx par rapport aux souris du lot DMBA. Ceci concorde partiellement avec les

travaux de Subramanian et al., (2014b) qui ont rapporté une restauration de I’activité de la SOD
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en réponse a un traitement a 1’acide galique contre une cancérogénése chimique de la peau.
L'activation des caspases et de la phosphorylation oxydative par le DCA entraine une augmentation
de la production des ERO. Il a été démontré qu’un niveau accru de ERO, en particulier I’'H>O, peut
mettre un terme au développement tumoral et induire I'apoptose (Bonnet et al., 2007). Cette
hypothése nous laisse penser que ’augmentation de ’activité de la SOD et la diminution des
activités de la CAT et de la GPx dans les lots traités pourrait laisser s’accumuler le H2O, ce qui
pourrait conduire a l'activation des processus d'apoptose chez les cellules cancéreuses. En effet, ce
phénomeéne est similaire a celui observé chez les cellules cancéreuses, ou le passage vers la
phosphorylation oxydative mitochondriale induit par le DCA entraine une augmentation des ERO
(Haugrud et al., 2014; Zhou et al., 2019). L'augmentation des niveaux de H.O> dans les cellules
peut déclencher I'apoptose par plusieurs mécanismes : elle induit un stress oxydatif qui endommage
les composants cellulaires, active les voies de signalisation apoptotiques, et perturbe les fonctions
mitochondriales, menant a la mort cellulaire programmée (Redza- Dutordoir & Averill-Bates,
2016). Cela pourrait bien témoigner un état de stress oxydatif induit par nos substances étudiées.
Cette hypothése est confortée par nos observations histologiques. Deepalakshmi et al., (2013), ont
observé la méme tendance chez les rates traitées par le DMBA pour induire le cancer du sein, et

traitées par l'extrait éthanolique de champignon Reishi (Ganoderma lucidum)..

L'extrait éthanolique des feuilles de Graviola peut prévenir les lésions rénales, augmenter
I'activité de la SOD et réduire le taux de MDA (Sudanta et al., 2023). De méme, Silihe et al., (2023)
ont révelé une activité antioxydante du Graviola caractérisée par une augmentation des niveaux de
GSH et de Iactivités de la SOD, ainsi qu’une diminution des taux de MDA chez les rates traités par
rapport a celles atteintes de cancer du sein induit par le DMBA. Ces résultats, qui suggérent une
forte activité antioxydante de I'extrait aqueux des feuilles de Graviola sont cohérents avec nos
observations histologiques. Par ailleurs, il a été rapporté que le Graviola augmente la quantité de
plusieurs enzymes capables de réduire les ERO cellulaires, notamment le monoxyde d'azote, le
glutathion, la catalase et la superoxyde dismutase (SOD).(Gavamukulya et al., 2017; Zubaidi,
Mohd Nani, et al., 2023).

Par ailleurs, nos résultats révelent une diminution significative de I’activité de la SOD et de la

GPx chez tous les lots ayant recu le traitement seul accompagné par une augmentation de
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’activité de la CAT. Ces résultats sont cohérents avec ceux d'une étude menée sur des souris méales
(B6C3F1) ayant regu une dose de 154 a 410 mg de DCA par kilogramme de poids corporel par jour
pendant 13 semaines. Une augmentation de l'activité enzymatique de la CAT suggeére leur réle en
tant que mécanisme protecteur contribuant a la survie des cellules en réponse a ces traitements
(Hassoun & Cearfoss, 2011). Nos résultats sont en accord avec ceux de Wang et al., (2020) qui
ont observé que l'exposition feetale au DCA entraine une forte réduction de l'activité de la SOD et
des niveaux de GSH, tout en augmentant l'activité de la CAT dans I'hippocampe des souris. Ces
constatations suggerent que le mécanisme de neurotoxicité dans cette région pourrait étre associé a
des dommages oxydatifs. A I’encontre de nos résultats, Hong et al., 2004, ont rapporté une
augmentation de l'activité de la SOD chez des souris traitées avec un extrait purifié de Maitake par
rapport aux témoins. Cependant, nos résultats peuvent étre expliqués par les travaux de Homa et
al., (2013), qui ont testé l'effet d'une exposition dermique a un mélange d'immunostimulants,
phorbol-12-myristate-13-acétate, lipopolysaccharides et concanavaline A, sur le ver de terre Eisenia
andrei. Ils ont constate que ces immunostimulants induisaient une diminution significative des ERO.
On suppose donc que la diminution de l'activité de la SOD est due a la réduction de la production
des ERO, en particulier I’anion superoxyde d'autant plus que la SOD constitue la premiére ligne de
défense contre ces ERO. Kim et al., (2009) ont rapporté une augmentation de I’activité de la CAT
sous I’effet du Beta-glucane, ce qui peut étre due au propriétes antioxydantes de la Beta-glucane
elle-méme (Z. Wang et al., 2008).

3.4.6 Conclusion:

A la lumiére de nos investigations, nous pouvons suggérer que les substances étudiées
ont des effets sur les paramétres du stress oxydatif, les parametres sanguins et la structure
histologique chez les souris atteintes d’hyperplasie induite chimiquement par le DMBA.
Globalement, une relation inverse entre les activités enzymatiques de la GPx, la SOD et de la
CAT suggere un état de stress oxydatif, potentiellement induit par ces substances dans le but
de freiner la cancérogénése. Nous pouvons résumer que d’une maniere générale, la
cancérogenese entraine la diminution des activités de la SOD et de la GPx et une augmentation
de P’activité de la CAT. Le traitement avec les différentes substances séparées ou combinées

entraine la restauration ou I’augmentation de D’activité de la SOD et la
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diminution des activités de la CAT et de la GPx. Par ailleurs, nos résultats mettent en évidence
I'impact significatif des substances sur les parametres sanguins, soulignant leur potentiel en
tant qu'agents modulateurs du systeme immunitaire et inflammatoire. Enfin, I'analyse
histologique confirme les effets therapeutiques des substances tout en révélant leur influence
sur les réponses inflammatoires et immunitaires. Ces observations soulignent I'importance de
comprendre les multiples aspects des réponses biologiques aux traitements anticancéreux

pour une approche plus efficace de la gestion du cancer de la peau.
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Conclusion générale et perspectives

CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES :

Les recherches menées dans le cadre de cette thése ont permis de mettre en évidence
I’influence de la dose et de la fréquence d’administration sur le déroulement de la carcinogenése. 1l
a été démontré que la modification de la fréquence d’administration pourrait étre un moyen efficace
d’accélérer la carcinogenése, en particulier dans le contexte de I’évolution histologique de la tumeur.
Par ailleurs, I’étude a souligné I’importance de la sélection de la dose idéale pour éviter I’atteinte
d’un stade trop avancé de la tumeur qui pourrait masquer les effets des traitements a faible pouvoir

anticancéreux.

En ce qui concerne I'utilisation de plantes en pharmacologie et en médecine traditionnelle,
I’étude a révélé que I’extrait brut des feuilles de Graviola ne présente aucun signe de toxicité chez
les souris, a I’exception d’une infertilité qui pourrait étre liée a une reprotoxicité de la plante. De
plus, ’administration d’un mélange de B-glucane et d’arabinogalactane a montré des résultats
prometteurs dans le contrdle glycémique, suggérant que ces substances pourraient étre explorées

comme traitements préventifs et adjuvants dans diverses maladies chroniques dégénératives.

Enfin, I’¢tude a mis en évidence les effets variés des substances étudiées sur le stress oxydatif,
les paramétres sanguins et la structure histologique chez les souris atteintes d’hyperplasies
précancéreuses de la peau induit chimiquement par le DMBA. La combinaison des différents
traitements semble avoir le méme effet que les substances appliquées seules sur le plan
morphologique et histologique. Toutefois, elle semble booster davantage la réponse immunitaire.
Ces observations soulignent I’importance de comprendre les multiples aspects des réponses
biologiques aux traitements anticancéreux pour une approche plus efficace de la gestion du cancer

de la peau.

En somme, ces travaux contribuent a une meilleure compréhension des mécanismes de la
carcinogenese et ouvrent la voie a de nouvelles perspectives pour le développement de traite ments
anticancéreux plus efficaces et moins toxiques. Ils soulignent également I’importance de la prudence
dans I'utilisation de plantes médicinales, en raison de leurs effets potentiels sur la fertilité. Enfin, ils
mettent en évidence le potentiel des B-glucanes et de I’arabinogalactane comme agents

thérapeutiques dans le traitement de diverses maladies chroniques.
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Notre étude a permis d’effectuer un criblage exhaustif des différentes substances ayant un
potentiel anticancéreux. En perspective, nous envisageons de reproduire cette expérience avec une
carcinogenese plus prononcée, en utilisant une dose de 200 microgrammes de DMBA. L’objectif
serait de départager les substances en fonction de leur pouvoir anticancéreux le plus important. Ce
criblage pourrait également étre effectué sur d’autres substances, ce qui nous permettrait de
sélectionner des substances clés. Nous envisageons également la possibilité de combiner ces

substances et d’évaluer leur efficacité conjointe.

Il est également important de considérer le dosage d’autres parametres spécifiques a la
carcinogenese, tels que les cytokines, les protéines, I’apoptose, et I’expression des oncogenes ou des
génes suppresseurs de tumeur. L’étude des aspects toxicologiques des substances nous permettra

d’estimer la possibilité de passer aux essais cliniques.

Notre étude s'est appuyée sur un nombre d'échantillons relativement restreint, et une
détermination précise du taux d'infertilité serait mieux établie avec un échantillonnage plus
important de souris. Aussi, des études plus approfondies seront nécessaires pour déterminer la cause

et le mécanisme de la reprotoxicité de cette plante.

Enfin, notre objectif ultime est de trouver un traitement prophylactique pour cette maladie.

Notre recherche est une étape cruciale vers la réalisation de cet objectif.
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