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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 l’Annona muricata (Graviola) à 120 mg/kg, le dichloroacétate (DCA) à 100 

mg/kg, et un mélange d'immunostimulants d'origine fongique (Reishi, Shiitake et Maitake à 6,66 mg/kg, 

associés au β-glucane levurien et à l'arabinogalactane à 6,66 mg/kg) en application seule et combinée 

sur une carcinogenèse expérimentale de la peau induite chimiquement en deux étapes avec 100 µg de 

DMBA/ml d'acétone comme initiateur et l’huile de croton comme promoteur. Dans un premier temps, 

nous avons procédé à la mise au point du modèle animal de la cancérogénèse sur la souche locale de 

souris swiss albinos en variant soit la dose soit la fréquence d’application de l’initiateur. Les 

observations morphologiques et histologiques ont permis d’établir le modèle voulu. En deuxième étape, 

nous avons testé la toxicité chronique de la poudre de feuilles de Graviola ainsi que du mélange des 

deux immunostimulants (β-glucane et arabinogalactane) en utilisant une dose dix fois supérieure à 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 à l'évaluation de l’éventuel effet préventif des 

substances sur la cancérogénèse 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 paramètres histologiques et hématologiques ont indiqué 

l’implication du système immunitaire dans la suppression tumorale, avec cependant une plus forte 

réponse inflammatoire lorsque les traitements sont combinés. Les paramètres du stress oxydant ont 

indiqué que la suppression tumorale serait probablement due à une augmentation de l’état de stress 

causé par un cumul de peroxyde d’hydrogène. 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 modèles pourront servir à l'avenir comme plateforme pour étudier des substances à 

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 β-glucan and arabinogalactan at 6.66 mg/kg) applied alone 

and in combination on a chemically induced experimental skin carcinogenesis model using 100 

µg of DMBA/ml 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 (β- 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. 



 ملخص

 

 الهدف الرئيسي من عملنا هو تقييم التأثيرات الوقائية لثلاثة أنواع من المواد: المستخلص المائي لأوراق الجرافيولا

(Annona muricata)  ملغ/كغ، والديكلوروأسيتات 120بجرعة  (DCA)  ملغ/كغ، ومزيج من  100بجرعة

غلوكان -ملغ/كغ، مضافاً إليها البيتا 6.66رعة المحفزات المناعية ذات الأصل الفطري )ريشي، شيتاكي، ومايتاكي بج

ملغ/كغ(، سواء عند استخدامها بشكل فردي أو مشترك،  6.66والأرابينوغالاكتان المستخلصين من الخميرة بجرعة 

ميكروغرام من 100على السرطنة الكيميائية ذات المرحلتين )البدء والتعزيز( في جلد الفئران باستخدام   DMBA/ مل

ونمن الأسيت . 

في البداية، لتحديد الجرعة المناسبة من المادة المسرطنة لاختبار المواد قيد الدراسة، كان من الضروري تطوير نموذج 

 100تجريبي مناسب لسلالة الفئران المحلية لدينا. لهذا الغرض، تم اختبار جرعتين من المادة المسرطنة )

 100تطبيقات لجرعة  4و 3ترددين مختلفين للتطبيق )ميكروغرام/مل من الأسيتون( مع  200ميكروغرام/مل و

ميكروغرام/مل من الأسيتون(. سمحت لنا الملاحظات المورفولوجية والنسيجية بفهم تأثير الجرعة وتكرار التطبيق 

 .على سرطنة الجلد

على بعشر مرات بمجرد تطوير نموذج حيواني للسرطنة، قمنا باختبار السمية المزمنة لبعض المواد باستخدام جرعات أ

غلوكان وأرابينوغالاكتان(. -من الجرعات المستخدمة في الصيدلة، وخاصة لأوراق الجرافيولا ومحفزَي المناعة )بيتا

سمية تناسلية تمثلت في انخفاض  Annona muricataأكدت نتائجنا سلامة المحفزات المناعية، بينما أظهرت أوراق 

ل الشرائح النسيجية ونتائج الإجهاد التأكسدي والتحاليل البيوكيميائيةالخصوبة. تم تأكيد هذه النتائج من خلا . 

بعد هاتين الخطوتين، انتقلنا إلى تقييم المواد على السرطنة التجريبية. أظهرت نتائجنا تثبيطًا تامًا للورم الحليم في 

لمعايير الدموية إلى احتمال المجموعات التي عولجت بجميع المواد المختبرة، سواء بشكل فردي أو مشترك. أشارت ا

تورط الجهاز المناعي في قمع الورم في كل مجموعة من الفئران التي تم اختبارها. كانت هذه النتائج متوافقة مع 

الملاحظات النسيجية. بالإضافة إلى ذلك، قمنا بتقييم التأثير المضاد للأكسدة لكل مادة وكذلك للمزيج، مما قد يسهم في 

للسرطنةتأثيرها المثبط  . 

تعُد تجربتنا بمثابة فحص تمهيدي لتقدير المواد ذات التأثيرات المضادة للورم أو المضادة للسرطان، وتمثل خطوة أولى 

ن تسُتخدم نماذجنا مستقبلاً كمرجع لتحديد المواد ذات التأثير الوقائي ضد سرطان لاختبار واختيار مواد أخرى. يمكن أ

 .الجلد

 Annona muricata, زيت الكروتون، المحفزات المناعية، /DMBA طان الجلد، سر : المفتاحيةالكلمات 

 ألبينو ديكلوروأسيتات، فئران سويسرية
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INTRODUCTION : 

 
Le cancer est une maladie caractérisée par la prolifération incontrôlée de cellules 

transformées, soumises à une évolution par sélection naturelle. Cette définition actualisée a été 

proposée par (Brown et al., 2023). D'après les estimations de l'Organisation mondiale de la 

santé (OMS) en 2019, le cancer est classé comme première ou deuxième cause de décès avant 

l'âge de 70 ans dans 112 des 183 pays. Il est classé en troisième ou quatrième position dans 23 

autres pays (Sung et al., 2021). Le registre des tumeurs de la wilaya Alger révèle 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 à l’année 2020, où 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 à approfondir notre compréhension de la carcinogenèse de la peau, en 

mettant au point un modèle local de carcinogenèse cutanée qui pourrait servir de référence pour 

évaluer à l'avenir les effets anticancéreux, qu'il soit prophylactique ou curatif, de substances in 

vivo. L'étude de la carcinogenèse 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 à la carcinogenèse 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]anthracène (DMBA) et le phorbol-

12-myristate-13-acétate (TPA). Ces substances peuvent induire des mutations génétiques et 

des modifications épithéliales, menant à la formation de papillomes, qui peuvent évoluer vers 

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

 

Nous avons débuté par une mise au point de la cancérogenèse cutanée en testant plusieurs 

doses et fréquences d’exposition à l’initiateur (DMBA). Une fois le modèle choisi, nous avons, 

à 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 cancérogénèse chimique. Cependant, 
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avant d'entreprendre ces évaluations, nous avons estimé nécessaire de vérifier l’éventuelle 

toxicité du Graviola et du mélange d’immunostimulants (bêta-glucane et arabinogalactane) 

pour garantir l'innocuité de ces substances sur l'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 l’utérus, ainsi que sur les paramètres de stress et les paramètres biochimiques 

sanguins. Cette évaluation nous aidera à comprendre les effets secondaires potentiels de ces 

substances et à approuver leur utilisation à 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 anticancérigène. 

  La Myco-immunothérapie: les immunostimulants dérivés de champignons et de 

levures (Beta-glucanes) en plus de l’arabinogalactane, connus pour leur rôle activateur 

de la réponse immune innée. 

  Thérapie métabolique expérimentale : le DCA connu pour son rôle inhibiteur de la 

Pyruvate déhydrogénase kinase (PDK). 

Les effets anticancérigènes de ces traitements ont été évalués via des études 

morphologiques et histologiques, les paramètres hématologiques, ainsi que les paramètres du 

stress oxydatif. Cette étude pourrait ouvrir la voie à 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 tégument (du latin tegumentum = couverture), est l’organe le plus 

lourd et le plus étendu de l’organisme, elle pèse environ 4Kg et sa superficie est de 2 m2. 

L’épaisseur de la peau varie, en fonction de la région, elle est de 1 mm au niveau des paupières 

(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 siège 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). 
 

 

 

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 revêtement, c’est un épithélium stratifié 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 à 95 %), ils produisent une protéine fibreuse, la kératine, qui 

confère aux cellules de l’épiderme leurs propriétés protectrices (Démarchez, 2015). 

Les kératinocytes subissent un processus de différenciation 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 où la cellule accumule de la kératine, un filament 

fibreux faisant partie du cytosquelette cellulaire suivi de la phase dégradative où la 

cellule est transformée en une cellule cornée ou cornéocyte. Ce processus de 

maturation aboutissant à 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 synthèse de la mélanine, un pigment qui s'accumule 

autour du noyau des kératinocytes conférant à la peau sa teinte brune. Les variations 

raciales dans la couleur de la peau ne sont pas dues à des différences dans le nombre 

de mélanocytes, mais plutôt au nombre, à la taille et à la distribution des mélanosomes 

ou granules de pigment à l'intérieur des kératinocytes (James et al., 2019). 

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

du stratum spinosum, elles jouent un rôle clé dans la réponse immunitaire. Elles 

appartiennent à la lignée monocyte-macrophage et sont essentielles pour la 

reconnaissance, l'absorption, le traitement et la présentation des antigènes aux 

lymphocytes T sensibilisés (James et al., 2019) 



Partie bibliographique  

5 

 

 

 

- Les cellules de Merkel : ce sont des mécanorécepteurs de type I en forme ovale et à 

adaptation lente, elles sont localisées dans des zones de forte sensibilité tactile, telles 

que les doigts, les lèvres et certaines parties de la cavité buccale. Elles sont attachées 

aux kératinocytes basaux par des jonctions desmosomales. Des déformations légères 

des kératinocytes voisins déclenchent la sécrétion 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 après une accumulation de kératine et de lipides (Abdo et al., 2020). 

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

 

1. La couche basale : la plus profonde, est constituée de cellules souches qui se 

différencient et se divisent, avec les cellules filles rejoignant les couches plus 

superficielles. Les cellules de cette couche sont également appelées basales, d'où le nom 

du carcinome basocellulaire. 

2. La couche épineuse : est formée de plusieurs rangées de kératinocytes. 

3. La couche granuleuse : est composée de kératinocytes aplatis dont les organites se 

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

2015). 

1.2 Le derme : 

 
C’est un tissu conjonctif constitué d’une substance fondamentale dans laquelle baignent 

des fibroblastes et diverses cellules, des fibres de collagène de types I et III à raison de 70%, 

des fibres élastiques à raison de 5% qui confèrent à la peau ses propriétés extensibles. 

L’épaisseur du derme varie de 0,5 à 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-cutané. 

Le derme abrite également des vaisseaux sanguins, des canaux lymphatiques et des nerfs 

sensoriels. Il 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 rôle 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 obèses, 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 rôle dans la régulation de l'appétit et le contrôle 

énergétique métabolique (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 grâce à la couche cornée, aux fibres du derme et au coussin graisseux de l'hypoderme. 

La barrière 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 protège 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 sécrète davantage de mélanine pour une 

double protection (Tran, 2007). 

 

 

2.2 Régulation thermique : 

 
La peau joue un rôle crucial dans le maintien d’une température corporelle constante. 

Deux mécanismes contribuent à la thermorégulation cutanée : le contrôle du flux sanguin 

cutané et la sudation thermique. En réponse à la chaleur, elle favorise l'évacuation de l'excès 

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 l'hypoderme et 

en provoquant la contraction des petits muscles des poils (chair de poule), afin de contrer le 

refroidissement de l'organisme (Cranston, 1989; Tran, 2007). 

2.3 Fonction sensitive : 

 
La peau joue un rôle essentiel dans notre perception sensorielle, encodant des sensations 

telles que la température, le toucher et la douleur. Les sensations cutanées sont générées 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 système nerveux central (Lumpkin & 

Caterina, 2007). La peau peut détecter des motifs fins grâce à une collaboration entre 

terminaisons nerveuses et capteurs épidermiques. Les diverses cellules de l'épiderme, telles que 

les kératinocytes, mélanocytes, cellules de Langerhans et cellules de Merkel, expriment des 

protéines capteurs et des neuropeptides, contribuant ainsi au système sensoriel de la peau 

(Boulais & Misery, 2008). 

 

3 Le cancer de la peau : 

 
Le cancer de la peau est la forme la plus répandue de cancer aux États-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 l'excision chirurgicale, la cryothérapie, la chimiothérapie, l'immunothérapie 

et la radiothérapie. La protection solaire adéquate, notamment l'utilisation de crème 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 l'exposition aux rayonnements ultraviolets, qu'elle soit 

intermittente ou accumulée, semble différer entre le carcinome épidermoïde (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 nævus et la suppression immunitaire jouent un 

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

De plus, le mélanome est également associé à un statut socioéconomique élevé (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 légèrement plus élevé chez les 

hommes par rapport aux femmes (figure 4 ) (PLAN NATIONAL CANCER 2015 2019, 

2014). 

 

Figure 4: Les formes de cancers les plus fréquents chez deux sexes en Algérie en 2010. 
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Selon l’organisation mondiale de la santé (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 entraîne une 

perte de la protection filtrante de l'atmosphère, 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 Les carcinomes : 

 
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 États-Unis avec plus de 4 

millions de cas diagnostiqués chaque année aux États-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 à une exposition aux rayons UV. Bien que l'origine exacte des cellules à l'origine du CBC 

soit débattue, une hypothèse courante suggère qu'elles proviennent des cellules souches basales 

des kératinocytes. 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 (épidermoïde) (CSC) : 

C’est la deuxième forme la plus fréquente des cancers de la peau, après le carcinome 

basocellulaire. Il est caractérisé par des lésions précurseur appelées kératoses actiniques. Il 

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 lésions de carcinome épidermoïde peuvent être excisées sans être 

fatales, mais leur emplacement peut entraîner une morbidité significative. La plupart des 

cancers épidermoïdes (figure 5 B) dans la région de la tête et du cou nécessitent une 
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chirurgie complexe, susceptible de causer une esthétique défavorable. Les cancers 

épidermoïdes avancés ont un pronostic sombre, avec un taux de survie de 5 ans (inférieur à 

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 crête neurale. Bien 

que ces tumeurs se développent généralement sur la peau, elles peuvent également apparaître 

dans d'autres régions où les cellules de la crête 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 déclenché par une mutation de l'ADN, généralement liée à une 

exposition excessive au soleil. Les individus à 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 irrégulière, une couleur inégale et une 

asymétrie (figure 5 C) Parfois, il peut présenter des signes d'ulcération et de saignement, 

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

 

Figure 5: Types de cancers cutanés : A) Carcinome basocellulaire superficiel (CBC) (James 

et al., 2019). B) Nodule important de carcinome épidermoïde (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 fibroxanthome atypique, le sarcome pléomorphe cutané 
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indifférencié et le léiomyosarcome. Il existe également les néoplasmes vasculaires tels que le 

sarcome de Kaposi (figure 6) et l'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 

l'immunohistochimie est essentielle pour une différenciation précise et l'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 Cancérogenèse chimique de la peau : 

4.1 Identification : 

 
La cancérogénèse chimique a débuté en 1915 avec les travaux de Yamagiwa et Ichikawa, 

qui ont mis en évidence la cancérogénicité du goudron de houille sur l’oreille du lapin 

(Yamagiwa, K. & Ishikawa, K., 1917). Ultérieurement, Elizabeth C. Miller et James 

A. Miller ont indiqué que la cancérogénèse peut survenir par une interaction directe de 

composés électrophiles avec l'ADN (da Costa et al., 2021; Miller & Miller, 1981). 

4.2 Etapes de la cancérogénèse cutanée chimiquement induit : 

 
La cancérogenèse peut être divisée en trois étapes distinctes : initiation, promotion et 

progression (Hennings et al., 1993). Dans un modèle murin de carcinogenèse cutanée, les 

souris ont été traitées d'abord avec un hydrocarbure aromatique polycyclique (initiateur), 
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suivi d'huile de croton (promoteur). Ce modèle a été étendu à d'autres tissus chez les rongeurs, 

notamment la vessie, le côlon, l'œsophage, le foie, les poumons, la glande mammaire, l'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, entraînant des mutations dans le gène Ha-ras, cette phase représente une étape 

essentielle du processus d'amorçage des tumeurs cutanées (Cipolat et al., 2014). 

4.2.2 La promotion : 

 
Contrairement aux changements génétiques irréversibles nécessaires à l'initiation 

tumorale, les modifications induites par les promoteurs semblent être principalement 

épigénétiques et largement réversibles. La promotion, réalisée par des applications répétées du 

promoteur en respectant une dose et une fréquence déterminées, favorise la croissance des 

cellules mutées, conduisant à leur expansion clonale formant une déformation cutanée appelée 

papillome. Le promoteur le plus étudié est le TPA (12-O-tétradécanoylphorbol-13- acétate). 

L'exposition aux promoteurs entraîne des altérations dans l'expression génique, l'induction de 

l'inflammation, la prolifération cellulaire et la différenciation terminale, mais aucun 

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

Bien que l'activation de la voie de signalisation Wnt/β-caténine soit cruciale, les 

mécanismes précis par lesquels le TPA active cette voie demeurent peu clairs, selon l’étude de 

Su et al., (2018), le TPA entraine une cascade réactionnelle aboutissant à l’activation des gènes 

cibles Wnt ces gènes gouvernent des protéines qui jouent un rôle dans divers processus de 

développement physiologiques, notamment la prolifération cellulaire, la différenciation et 

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

 

Initiation 

1. Efficace en une seule application rapide 

2. Irréversible 

3. Additif 

4. Induit par des agents mutagènes 

Promotion 

1. Nécessite des semaines d'exposition 
2. Réversible 

3. Épigénétique 

4. Une exposition continue est nécessaire pour le maintien de certains papillomes 

5. S'accompagne de changements dans l'expression génique 

6. Sélection en faveur de la croissance des cellules initiées 
 

 

 

4.2.3 La progression : 

 
La phase de progression du cancer de la peau implique la transformation des papillomes 

en tumeurs malignes appelées carcinomes spinocellulaire ou épidermoïdes (CSC). Cette 

transformation est associée à l'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 épidermoïdes dépend de la souche animale et se produit de manière aléatoire ; 

à mesure que la population cellulaire se développe, la probabilité de modifications génétiques 

supplémentaires augmente, et le traitement mutagène ou la perte de p53 amplifie cette 

progression. La transition subséquente des carcinomes épidermoïdes en carcinomes fusiformes 

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

 

 

4.3 Les inhibiteurs de la cancérogénèse : 

 
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 à haut risque. 

Bien que la kératose actinique (AK) ait été reconnue comme un précurseur du carcinome 

épidermoïde (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 carcinogenèse. Ces découvertes ouvrent la voie à 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 carcinogenèse mammaire de 

manière synergique au niveau de l’étape de la promotion (Slaga, 1984). 

 

 

Figure 7: Schéma des différentes étapes de la cancérogenèse cutanée et des endroits où les 

inhibiteurs potentiellement utiles sont efficaces (Slaga, 1984). 
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4.4 Le Le 7,12 Diméthylbenz[a]anthracène (DMBA) et Ses Composés 
Précurseurs : 

 
4.4.1 Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) : 

 
C’est une catégorie de substances chimiques ayant une grande importance pour 

l'environnement. Les HAP sont des contaminants chimiques constitués de structures d'anneaux 

aromatiques possèdent deux cycles de benzène ou plus et formés de carbones et d'hydrogènes. 

Ils se présentent généralement sous forme de composés solides sans couleur, ou de substances 

blanches ou jaune pâle (Ma et al., 2022).. On appelle HAP légers ceux qui comportent jusqu'à 

quatre cycles, tandis que ceux qui en possèdent plus sont considérés comme des HAP lourds. 

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

Les êtres humains peuvent être 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 être 

des cancérigènes, des mutagènes et des tératogènes, ce qui représente un danger significatif 

pour la santé et le bien-être des individus. Une exposition à long terme aux HAP peut favoriser 

le développement de tumeurs dans divers organes tels que la peau, les poumons, le pancréas, 

l'œsophage, la vessie, le côlon et le sein (Ma et al., 2022). 

 

 

4.4.2 Les Benzanthracènes : 

 

Ce sont des substances cristallines composées de quatre cycles benzéniques fusionnés 

(figure 8), ils sont formés lors d'une combustion incomplète de matières organiques. On les 

retrouve principalement dans les gaz d'échappement des véhicules à 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. Ils 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 Benzanthracène (« Http://Www.Chemspider.Com », s. d.). 

 

 

Le Benzanthracène a été démontré comme étant génotoxique et cancérigène dans des 

études sur des animaux. L'ingestion, l'application cutanée et les injections sous-cutanées et 

intrapéritonéales de Benzanthracène ont induit des tumeurs chez de jeunes souris, affectant le 

foie, la peau et les poumons. Le Benzanthracène subit un métabolisme via le cytochrome P450 

et l'époxyde hydrolase, donnant lieu à plusieurs Dihydrodiols, notamment le trans-3,4- 

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

 

 

4.4.3 Le 7,12 Diméthylbenz[a]anthracène (DMBA) : 

 
Le DMBA, acronyme de Diméthylbenzanthracène, est une substance chimique 

cancérogène appartenant au groupe des hydrocarbure aromatique polycyclique (HAP) et fait 

partie de la famille des Benzanthracènes. En se basant sur les sources pertinentes, il est clair 

que le 7,12-diméthylbenzaanthracène (DMBA) est un carcinogène fréquemment 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 gènes responsables du cancer 

du sein et est utilisé comme initiateur ou promoteur dans le processus de la cancérogénèse (Z. 

Wang & Zhang, 2017). 

http://www.chemspider.com/


Partie bibliographique  

18 

 

 

 

Diverses études se sont penchées sur les effets de différents composés naturels et agents 

synthétiques pour prévenir ou inhiber la carcinogenèse 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 modèles 

expérimentaux, Ces substances ont été identifiées comme ayant la capacité de réguler différents 

aspects de la carcinogenèse induite par le DMBA, englobant les dommages à l'ADN, le stress 

oxydatif, et l'expression des gènes liés à l'initiation et à la progression des tumeurs (Abd-

Ellatef et al., 2017; Bishayee et al., 2015; Han et al., 2007). 

Le DMBA, choisi comme modèle d'étude des effets immunosuppresseurs par l'équipe de 

F. Dean, est une molécule synthétique mutagène, cancérogène et immunosuppressive. Le 

DMBA interagit avec les lymphocytes T, jouant un rôle 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-diméthylbenzaanthracène (DMBA) 

(« Http://Www.Chemspider.Com », s. d.). 

 

 

4.5 Cancérogenèse chimique de la peau induite par le DMBA : 

 
4.5.1 L’initiation par le DMBA : 

 
Le processus de cancérogenèse cutanée déclenché par le DMBA a fait l'objet d'études 

approfondies. On sait que le DMBA provoque des dommages à l'ADN dans la peau, entraînant 

la formation d'adduits d'ADN et conduisant ultérieurement à la carcinogenèse (Devanesan et 

al., 1993a; Kleiner et al., 2002). L'activation métabolique du DMBA 

http://www.chemspider.com/
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implique des enzymes du cytochrome P450, notamment le CYP1A1 et le CYP1B1, qui 

catalysent la création de métabolites réactifs contribuant aux dommages à l'ADN et à 

l'amorçage tumoral (Vabeiryureilai et al., 2019). 

Le DMBA-3,4-dihydrodiol, qui est le précurseur du Diolepoxide de la région de la baie, 

a été démontré 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 l'épiderme de souris (Figure 

10), induite par les énantiomères du tram-3,4-dihydrodiol à travers leurs DMBA- 3,C-

dihydrodiol 1,2-époxydes, Malgré le fait que la plupart des adduits de DMBA formés suite à 

l'activation microsomale soient éliminés par dépurination (Devanesan et al., 1993). En outre, 

la carcinogenèse cutanée provoquée par le DMBA a été liée à l'augmentation de différentes 

voies de signalisation, notamment NF-κB et le récepteur de xénobiotiques pregnane (PXR) 

(Dao et al., 2015; Elentner et al., 2015). De plus, il a été démontré que le DMBA induit des 

mutations génétiques, comme la mutation du codon 61 de Hras, qui joue un rôle spécifique 

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

 

 

 

 

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 à 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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l'angiogenèse, la réponse à l'hypoxie et la métastase. De plus, elle contribue à la résistance aux 

traitements anticancéreux. Des preuves indiquent que l'IGF-1R est surexprimé dans les zones 

tumorales du carcinome épidermoïde (X. Wang et al., 2022). 

 

 

4.5.2 L’huile de croton, le promoteur : 

 
L'origine de l'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 possède la plus grande 

diversité d'espèces, 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 

espèces de Croton, mettant en avant leurs propriétés anti-inflammatoires, anticonvulsivantes et 

cicatrisantes (C. Li et al., 2016). 

Les dermatologues et les chirurgiens plasticiens recourent à l'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 l'huile de Croton, en combinaison avec le DMBA, 

joue un rôle 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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Figure 12: Structure chimique de TPA (12-O-tétradécanoylphorbol-13-acétate) 

(DiGiovanni, 1992). 

 

 

 

 

4.6 Les limites de la cancérogénèse chimiques par le DMBA/huile de croton : 

 
Bien que le modèle de carcinogenèse cutanée en deux phases soit largement utilisé et 

présente de nombreuses applications pour répondre à diverses questions concernant la biologie 

fondamentale des cancers épithéliaux, il présente certaines restrictions. Dans ce modèle, les 

souris développent principalement des papillomes, qui n'ont pas de correspondance humaine 

directe. Néanmoins, les carcinomes épidermoïdes qui apparaissent après une transformation 

maligne sont histologiquement très similaires à ceux observés chez l'homme. Une autre 

limitation de ce modèle est que Hras est la principale cible de l'initiation chimique chez la 

souris, alors que Tp53 semble être une cible plus significative pour les mutations géniques dans 

le cancer de la peau non mélanique chez l'homme. Les cibles génétiques pour l'initiation 

chimique dans la peau de souris sont plus comparables à celles trouvées dans d'autres cancers 

épithéliaux humains, tels que les cancers du poumon, du côlon et du pancréas. Par ailleurs, le 

modèle de carcinogenèse cutanée en deux étapes a une utilité limitée pour étudier les 

métastases. Comme pour plusieurs autres modèles 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 l'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 à l'examen 

visuel à l'œil nu (Wolner et al., 2017). En outre, la biopsie cutanée est décrite comme une 

procédure ambulatoire sûre, 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 à travers des séquenceurs radiomiques profonds à 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'efficacité, 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 à 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) génère 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), phénomène 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 à des concentrations 

élevées favorise le développement tumoral et les métastases en activant l'angiogenèse et, par 
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conséquent, la mobilité cellulaire. D'un autre côté, l'inactivation de la mitochondrie confère à 

la cellule cancéreuse son caractère distinctif, l'empêchant de déclencher le processus 

d'apoptose, en inhibant toutes les voies mitochondriales dédiées à cet effet (Warburg, 1956). 

 

 

 

Figure 13: Comparaison entre les métabolismes d’une cellule cancéreuse et celui d’une cellule saine (Vélez-

Páez 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 

endogènes qu'exogènes, 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 

manière plus précise comme un déséquilibre entre la production d'espèces réactives de 

l'oxygène (ERO) et d'espèces réactives de Nitrogène (ERN) d'une part, et les antioxydants de 

l'autre, favorisant les premières. Si la production d'antioxydants l'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 général, un radical libre est extrêmement réactif en 

présence d'électrons non couplés. La classe la plus importante de ces espèces produites dans 

les systèmes vivants est constituée de radicaux dérivés de l'oxygène (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- 

tocopérol (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'oxygène. Ces espèces réactives 

de l'oxygène (ERO) jouent des rôles 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 l'exposition à 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 systèmes antioxydants dans la peau, ceux-ci peuvent être 

submergés lorsque la génération d'ERO est excessive. Ce déséquilibre oxydatif conduit à des 

dommages cellulaires, notamment la peroxydation lipidique, les dommages à 
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l'ADN et l'oxydation des protéines (Gordon & Brieva, 2012). Une production incontrôlée 

d'ERO joue un rôle 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, l'oxygène engendre la formation de 

composés nuisibles pour notre organisme, connus sous le nom d'Espèces Réactives de 

l'Oxygène (ERO). Ces substances sont chimiquement instables et manifestent une grande 

réactivité, comprenant des éléments tels que l'anion superoxyde (O2•−), le peroxyde 

d'hydrogène (H2O2), le peroxy-nitrite (ONOO-), le radical hydroxyle (HO●), et le monoxyde 

d'azote (NO●) (Barouki, 2006). En conditions normales, une petite quantité de radicaux libres 

est générée principalement au niveau mitochondrial lors de la conversion de l'oxygène en eau 

pendant la respiration cellulaire. Le radical superoxyde (O2•−) ainsi produit, est converti en 

peroxyde d'hydrogène (H2O2), une forme plus stable, grâce à 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 

système antioxydant (figure14). 

 

 

 

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 espèces réactives (ER) se forment dans le corps et agissent comme des agents 

oxydants, pouvant endommager l'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 âgées. la diminution d'enzymes de défense antioxydantes 

accroît les dommages oxydatifs et favorise le cancer lié à l'âge (Halliwell, 2006). 

 

3 Implication de la protéine p53 : 

 
Le gène TP53 code pour la protéine suppresseur de tumeur p53, souvent appelée le 

"Gardien du Génome". Sa fonction principale consiste à protéger l'intégrité de l'ADN cellulaire, 

tout en jouant des rôles additionnels dans le développement, le vieillissement et la 

différenciation cellulaire (Borrero & El-Deiry, 2021). 

La protéine p53 joue un rôle complexe en réponse au stress (Figure 15). (a) En l'absence 

de stress ou après un stress léger, des niveaux bas de p53 favorisent l'expression de gènes 

codant pour des protéines antioxydantes, réduisant ainsi les espèces réactives (ER) et facilitant 

la réparation de l'ADN. (b) Cependant, une activation plus importante de p53 en réponse à un 

stress sévère peut conduire à la formation accrue d'ER, contribuant à la sénescence cellulaire 

ou à la mort, ce qui peut jouer un rôle 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 l'ADN, et peut augmenter le taux de mutation, entraînant finalement le 

développement du cancer en raison de l'incapacité à déclencher l'apoptose en réponse aux 

altérations oncogéniques (Halliwell, 2006). 
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Figure 15: La protéine p53 exerce des fonctions à 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 génétiques qui 

favorisent le stress oxydatif cutané. L'exposition aux rayonnements ultraviolets (UVA et 

UVB), constitue le principal facteur de risque, provoquant des dommages dans l'ADN. Ces 

altérations néfastes non réparées peuvent provoquer des modifications progressives dans les 

gènes, incluant les gènes suppresseurs de tumeurs et les proto-oncogènes, conduisant 

ultimement à la formation de tumeurs (Choi et al., 2002; Karampinis et al., 2023). Concernant 

le carcinome basocellulaire (CBC), l'exposition aux rayonnements ultraviolets et au stress 

oxydatif, par exemple, favorise des altérations génétiques dans le gène PTCH (NEAGU et al., 

2016), qui code pour la protéine transmembranaire PTCH. Ces altérations conduisent à une 

activation anormale de la voie de signalisation hedgehog, jouant ainsi un rôle important dans 

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

De plus, les dommages à l'ADN causés par les espèces réactives de l'oxygène (ERO) 

déclenchent la production de cytokines immunosuppressives et une suppression immunitaire, 

http://www.nature.com/nm)
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favorisant  ainsi  le  développement  du  cancer  de  la  peau  (figure  16), Les 

effets des ERO entraînent une physiologie cellulaire anormale, favorisant une augmentation 

des ERO, telle que l'activité accrue de la Superoxyde Dismutase (SOD). Cela perpétue le cycle 

des dommages à l'ADN, créant ainsi un potentiel pour le développement d'événements 

favorables au cancer (Trouba et al., 2002). 

 

 

 

 

 

Figure 16: Dommages à l'ADN : un événement central dans le cancer de la peau  (Trouba 

et al., 2002).. 
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On peut conclure l’effet du stress oxydatif dans chaque étape de cancérogenèse comme 

suit : 

 

4.1 Dans la Phase d’initiation : 

 
Au cours de cette phase, les ERO occasionnent des dommages à l'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 l'AND (Athar, 2002; Nishigori et al., 2004). 

4.2 Dans la Phase de promotion : 

 
Pendant la phase de promotion, le consensus sur le stress oxydatif en tant que mécanisme 

de promotion tumorale est largement fondé 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 cutanées 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 troisième étape de la carcinogenèse 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 cutanés lorsqu'elles étaient traitées avec des 

composés générateurs de radicaux libres, démontrant ainsi que les ERO contribuent à 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 à 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 endogène de la tumeur, et l'état redox de la niche tumorale. Il 

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 à l'hypoxie et aux stress métaboliques. Cependant, 

cette augmentation de la capacité antioxydante peut entraîner une résistance à la 

chimiothérapie, car de nombreux antioxydants ont la capacité de détoxifier les médicaments. 

Par conséquent, lors de la modification de l'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 dernières décennies, d'importantes percées ont marqué 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 système 

immunitaire pour cibler et éliminer spécifiquement les cellules cancéreuses. En mettant l'accent 

sur les thérapies ciblant les points de régulation immunitaire, tels que PD-1 et CTLA- 4, on 

observe un succès 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 La thérapie cellulaire adoptive : 

 
Elle consiste à extraire les cellules immunitaires du corps du patient, à les modifier pour 

cibler les cellules cancéreuses, puis à 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 Les nanoparticules : 

 
Elles ont également émergé comme une nouvelle approche prometteuse pour le 

traitement du cancer. Les nanoparticules sont des petites particules qui peuvent être conçues 

pour cibler spécifiquement les cellules cancéreuses et délivrer directement des agents 

thérapeutiques à ces dernières (Davis et al., 2008). Cette approche a le potentiel de minimiser 

les effets secondaires associés à la chimiothérapie traditionnelle et d'améliorer l'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 

être une approche clé potentielle pour lutter contre le cancer (Wu et al., 2020). Par ailleurs, 

l'émergence d'aptamères, définis comme des molécules d'ADN, d'ARN ou de peptides 

sélectionnées pour leur capacité à se lier spécifiquement à 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 être administré en tant que traitement initial (ou inductif), en tant que traitement 

adjuvant après une intervention chirurgicale définitive et/ou une radiothérapie, et de manière 

concomitante avec la radiothérapie définitive et adjuvante (Adelstein, 2003). La 

chimiothérapie vise à entraver la croissance des cellules cancéreuses, que ce soit en les 

éliminant ou en les empêchant de se diviser. 

Pour le carcinome basocellulaire, le carcinome épidermoïde de la peau, et la kératose 

actinique, la chimiothérapie adopte généralement une forme topique, consistant à appliquer les 

médicaments directement sur la peau sous forme de crème 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 l’incidence croissante du cancer de la peau et des problèmes de résistance 

à la chimiothérapie, il a été nécessaire de mettre au point des composés synthétiques innovants. 

Dans l’étude de (Chaube et al., 2016) ils ont pu identifier Cinq molécules dérivées de la 

pyrimidine, efficaces contre le cancer cutané, en utilisant des modèles pharmacophores et des 

études in silico. Où 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 modèle de cancer de la peau induit par le DMBA. 

Les inconvénients liés à la chimiothérapie sont nombreux et ont été 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, entraîne divers effets secondaires tels que la toxicité orale, la mucosité et des 

problèmes gastro-intestinaux (Chaveli-López, 2014). Les répercussions des effets secondaires 

de la chimiothérapie sont fréquentes, persistent tout au long du traitement et peuvent être 

graves, impactant le bien-être 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 qu'au moins la moitié de tous les 

patients atteints de cancer dans les pays développés recevront une radiothérapie à un moment 

donné de leur maladie. Cependant, un nombre important de patients peuvent développer des 

réactions cutanées induites par les radiations à la suite de ce traitement (Porock & 

KristJanson, 1999). Ces réactions cutanées incluent la radio-dermatite (figure 17), 

l'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 prédispose 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 (Hernández Aragüés 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-être des patients (J. Liu et al., 2022). 

7.3 Immunothérapie : 

 
7.3.1 Fondements de l'Immunothérapie : 

 
L'immunothérapie dans le contexte des cancers vise à stimuler le système immunitaire 

avec des médicaments pour cibler les cellules cancéreuses. Principalement utilisée pour les 

mélanomes, elle s'étend aux cancers de la peau non mélanique. L'immunité joue un rôle crucial 

dans la défense contre le cancer, cependant, elle peut être entravée par diverses limitations 

telles que la reconnaissance inefficace des cellules cancéreuses ou la fragilité de la réponse 

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

Des études ont mis en lumière le potentiel des nanomodulateurs et nanocapteurs 

fonctionnalisés pour améliorer l'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 lumière 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 intérêt 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 

l'immunité non spécifique pour lutter contre les maladies (Dong et al., 2022; Lee et al., 2019). 
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Tableau 2: Composés bioactifs issus de champignons présentant une activité anticancéreuse 

(Ayeka, 2018). 
 
 

CHAMPIGNON 

AGARICUS

BISPORE 

GANODERMA

LUCIDUM 

Cancer 

Sein, colorectal 

Conunon

naine 

Bouton blanc 

Composé/extrait 

Polysaccharides, lectine 

Sein, colorectal, Lingzhi/reishi 

cervical, prostate, 

foie et poumon 

Ganodermepolysaccharides

,peptides polysaccharides 

CORIOL 

VERSICOLOR 

Sein, colorectal etpeau Yun Zhi Krestin, PSK, PSP 

LEN'TIIVUS

ÉDODES 

Cervicale/ovarienn

e, gastrique et 

cutanée 

Shiitake Lentinane 

GRIFOLA 

FROIVDOS

A 

Poitrine et vessie Maitake Grifolan, fraction D de 

Maitake 

AGARICUS 

BLAZEI 

Leucémie, 

hématologique, 

estomac et poumon 

brésilien Aga•icuspolysaccharides 

P. TUBERCULE-Foie 

RÉGIUM 

Tubercule 

royal 

Pleurane 

FLAMMULLVA

VÉLUTIPES 

Peau \\Tinter Flammuline 

file://///Tinter
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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 CHCl2COOH, avec une formule moléculaire 

C2H2Cl2O2 et une masse molaire de 128,94 g/mol. Il 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 Mécanisme 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 l'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 métaboliques des cellules cancéreuses, généralement caractérisées par une 

activité glycolytique accrue et une oxydation mitochondriale réduite, quelle que soit la 

disponibilité en oxygène. Le lactate dérivé de la glycolyse est absorbé par les cellules 

environnantes pour soutenir la croissance tumorale et inhibe l’apoptose. En revanche, le 

pyruvate dans les mitochondries provoque un remodelage des organelles entraînant 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 ; Flèches 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 à cellules 

claires (Kinnaird et al., 2016). Cependant, il est important de noter que même 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. 
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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 systèmes. Des recherches ont 

démontré que le DCA peut provoquer une toxicité développementale chez des espèces de 

poissons, comme le poisson-zèbre, et est lié à des effets indésirables sur le foie, les reins, le 

système 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 mâles étant plus sensibles à 

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 à aucune preuve de toxicité hématologique, 

hépatique, rénale ou cardiaque sévère dans des rapports précliniques et cliniques (Al-Azawi et

 al., 2021; Khan et al., 2016). 

Néanmoins, il est crucial de prendre en considération les possibles effets secondaires, car le 

DCA a été lié à la carcinogenèse hépatique chez certaines souches de rongeurs lorsqu'il est 

administré à des doses élevées (Stacpoole et al., 2008). 

 

 

2 Les Immunostimulants : 

 
2.1 Les Beta-glucanes : 

 
Les β-glucanes sont des polysaccharides naturels composés de monomères de D- glucose 

liés par une liaison β-glycosidique (figure 19). Ils 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 β-glucanes jouent un rôle significatif dans la biologie 

cellulaire et la physiologie de ces organismes (Stier et al., 2014; Vetvicka & Vetvickova, 

2011; Zeković et al., 2005). 

La recherche sur les β-glucanes a débuté dans les années cinquante du siècle précédent 

avec la découverte de l'effet immunomodulateur d'une fraction insoluble de levure. Plus tard, 

il a été établi que l'activité immunologique de cette fraction provient des β-(1,3)-D-glucanes 

(Stier et al., 2014). Les β-glucanes provenant de champignons et de levures, caractérisés par 

un squelette composée de liaisons (1,3)-β accompagné de quelques ramifications liées par 
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une liaison (1,6)-β, sont principalement identifiés pour leurs propriétés immunomodulatrices. 

Cela se traduit par des activités antitumorale, l'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 β-glucanes. Dans le cas de cette levure en particulier, le β-(1,3)-glucane ramifié représente 

environ 50 à 55%, tandis que le β-(1,6)-glucane constitue de 10 à 15% de l'ensemble des 

polysaccharides de la paroi cellulaire. Chaque chaîne de cette paroi peut s'étendre jusqu'à 140 

à 350 résidus de glucose en longueur. La proportion de résidus de glucose ramifiés en position 

3,6 varie selon les espèces 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). 

 

 

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

 

(Kath & Kulicke, 1999). 

 

 

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

étudié pour ses effets sur le système 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 qu'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 β-glucane qui a été signalé comme un 

polysaccharide antitumoral grâce à l'amélioration du système immunitaire de l'hôte (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 à une fraction appelée MD, 

un glucane bêta (1,3)(1,6) hautement purifié et soluble dérivé du G. frondosa. Cette fraction a 

démontré une activité antitumorale en stimulant le système immunitaire de l'hôte, 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 l'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, renforçant ainsi 

l'immunité antitumorale chez les souris (Tsao et al., 2013). En outre, on a observé que le β- 

glucane soluble issu du Maitake induit la régression tumorale en collaboration avec un 
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agoniste de TLR9 par le biais de l'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 modèle expérimental de carcinogenèse mammaire chez la souris (Braico et al., 2017). 

En parallèle, le Maitake a été étudié pour ses propriétés antioxydantes et ses composés 

aromatiques volatils (Aydın 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 à des propriétés bénéfiques pour la santé, la guérison, la longévité, la connaissance 

et le bonheur. Utilisé 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 triterpénoïdes, 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, anticacérigène, améliore l'efficacité de la 

chimiothérapie et de la radiothérapie promotion du sommeil, antibactérien et antiviral 

(Sanodiya et al., 2009; Suárez-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 stéroïde (Sanodiya et al., 2009). Les polysaccharides biologiquement actifs 

présents dans G. lucidum sont principalement les β-D-glucanes (figure 22), ont montré une 

activité antitumorale, en particulier grâce aux β-D-glucanes ramifiés (1→3) (Slíva, 2003). 

 

 

Figure 22: Structure des β-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 β-glucanes : 

 
Les bêta-glucanes, des glucides naturels, sont reconnus pour leur capacité à moduler le 

système 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 β- 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 β-glucanes sont internalisées et fragmentées en 

morceaux plus petits à l'intérieur des macrophages. Une fois libérées, les fragments plus petits 

de β-glucanes sont ensuite absorbés par les granulocytes, monocytes ou macrophages circulants 

via le récepteur du complément (CR)-3. Les granulocytes contenant des β-glucanes 

fluorescentes liées au CR3 ont été montrés capables de détruire les cellules tumorales 

inactivées opsonisées par le complément 3b (iC3b) après avoir été attirés vers un 
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site d'activation du complément, comme les cellules tumorales revêtues d'un anticorps 

monoclonal (Chan et al., 2009; Hong et al., 2004). 

 

 

 

 

Figure 23: L'absorption et les actions ultérieures du β-glucane sur les cellules immunitaires (Chan et 

al., 2009).. 

 

 

De plus, les β-glucanes réduisent l'activation plaquettaire, présentent des propriétés 

antioxydantes et sont liés à la régulation de gènes impliqués dans la réponse immunitaire 

(Błaszczyk et al., 2018; Saluk-Juszczak et al., 2010). En outre, les bêta-glucanes montrent 

un potentiel à améliorer la réponse glycémique et à moduler la microbiote intestinale (Telle- 

Hansen et al., 2022). 

Le β-glucane exerce une fonction sur le système immunitaire inné et adaptatif en se liant 

à divers récepteurs membranaires sur les cellules immunitaires (figure 24). a initialement la 

liaison des β-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 

à la production de cytokines pro-inflammatoires telles que l'IL- 12, l'IL-1, l'IL-6 et le TNFα, 

ainsi qu'à l'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 libèrent ensuite des substances 

cytotoxiques telles que la perforine et la granzyme, favorisant la destruction des cellules 

tumorales. b le β-glucane se lie au CR3 sur les cellules tueuses naturelles (NK), les activant 

également. Les NK, stimulées par le β- 
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glucane, libèrent 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). 

 

 

Figure 24: Fonction du β-glucan sur le système immunitaire inné et adaptatif (Roudi et al., 

2017). 

. 

 

3 La Phytothérapie : 

3.1 Annona muricata (Graviola) : 

 
Annona muricata, également connue sous les noms de Graviola, Corossol ou Guanabana, est 

une plante tropicale à feuilles, à verdure persistantes produisant un fruit vert épineux à 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 remède éthnomédicinal accepté pour divers maux en raison de 

ses propriétés antimicrobiennes, antifongiques, antidépressives et de sa capacité à abaisser la 

pression artérielle, ainsi que pour sa "cytotoxicité sélective". De plus, le fruit est consommé 

avec la conviction culturelle et folklorique qu'il possède des propriétés anti- cancéreuses (de 

Sousa et al., 2010). 
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Figure 25: le Graviola : Plante entière (A), feuilles (B), tige (C), fleur (D) et fruit (E) d'A. 

muricata Linn (Zubaidi, Mohd Nani, et al., 2023). 

 

 

A. muricata a fait l'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 flavonoïdes et les alcaloïdes 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 alcaloïdes  

provenant  des  racines  ont  démontré  des  propriétés  antinéoplasiques  et 
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antipaludiques (Nugraha et al., 2019). De plus, les feuilles de A. muricata ont une activité 

antioxydante attribuée à 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, l'écorce et les racines (figure 26). 

 

 

 

 

 

 

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

2022). 

 

 

3.2 Les Acétogenines (AGGs) : 

 
La plupart des Acétogénines annonacées présentent 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 à une unité de 2-propanol pour 

former une γ-lactone α,β-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 à 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 à agir comme composés 

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 chaîne respiratoire 

des cellules tumorales soit la NADH: ubiquinone oxydoréductase de la chaîne respiratoire 

mitochondriale, Cette inhibition du complexe I entraîne une perturbation de la fonction 

mitochondriale et une privation d'ATP, des éléments cruciaux pour la survie des cellules 

cancéreuses influençant ainsi le métabolisme tumoral, la mort cellulaire, l'apoptose et 

l'autophagie. D’où ces substances se sont révélées être 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 I dans la chaîne 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 

côlon, 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'arrêt du cycle cellulaire en phase G1 déclenchant 

ainsi l'apoptose médiée par les mitochondries (figure 28). Ils stimulent la formation des ERO 

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

actions altèrent le potentiel membranaire mitochondrial, entraînant la libération de cytochrome 

c. Ce dernier active les apoptosomes, amorçant la cascade caspase intrinsèque et induisant la 

fragmentation de l'ADN, conduisant finalement à l'apoptose (Gavamukulya et al., 2017; 

Mutakin et al., 2022; Zubaidi, Mohd Nani, et al., 2023). 

 

 

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 l'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 règles de déontologie en expérimentation animale conformément à la directive 

2010/63/UE pour les expérimentations animales et à celle de l'AASAE : Association Algérienne des 

Sciences de l'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 : 
 

 

 

 

 

(I) 

Mise au point du modèle 

animal de la 

cancérogénèse chimique 

de la peau 
 

Etude basée sur la dose et 

la fréquence d’application 

du DMBA 

 

 

(II) 

Etude toxicologique 

Toxicité chronique et 

reprotoxicité de : 

- La poudre de feuilles de 

Graviola, 

-Mélange de β glucane et 

arabinogalactane 

 

 

 

 

(III) 

Effet préventif contre 

la cancérogénèse 

chimique des: 

 Graviola, 

 Immunostimulants , 

 DCA, 

seuls ou combinés. 

 

Figure 29: les étapes et les choix des expériences. 

ETAPES ET CHOIX DES EXPERIENCES 
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3 Mise au point du modèle animal de la cancérogenèse chimique 
expérimentale : 

 
3.1 Objectif : 

 
Cette étude a eu pour objectif de mettre au point un modèle animal expérimental d’un 

carcinome spinocellulaire. Le protocole de cancérogénèse chimique a été inspiré de la littérature 

Subramanian et al ; 4102 . Il consiste en l’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 

l’impact de la dose et de la fréquence d’application du DMBA sur le temps de latence, l’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 l’institut pasteur d’Alger âgés 

entre 3 à 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 

l’expérimentation. Toutes les souris, mis à part celles du lot témoin, ont été placées individuellement 

dans des cages en polyéthylène et galva tapissées de copeaux de bois. Les souris ont été nourries 

avec un régime de granulés standard procurés chez l'ONAB (Annaba, Algérie) et de l'eau à volonté 

et maintenues dans des conditions de logement standard à une température de 25 

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

 

3.3 Protocole expérimental : 

 
3.3.1 Cancérogénèse chimique : 

 
Après la période d’adaptation, le DMBA (Sigma chemicals, USA.Cat.No. D3254) dissout 

dans de l’acétone a été appliqué sur environ 3cm2 de la surface dorsale soigneusement rasée sous 

une haute chimique absorbante. 



Partie pratique  

48 

 

 

 

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 à partir de la semaine de leur première apparition jusqu'à la semaine où ils n'étaient plus 

mesurables en raison de leur chevauchement. 

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

 Control : 

 Une application topique et hebdomadaire de 100 µL d'acétone. 

 Groupe A : 

 Initiation : une seule application topique de 100 μg de DMBA/100 μL d'acétone (0,1 

%, p/v). 

 Promotion : deux semaines après l’application du DMBA, les souris ont reçu une 

application topique d’huile de croton à 1 % trois fois par semaine jusqu'à la fin de 

l’expérimentation. 

 Groupe B: 

 Initiation : une seule application topique de 200 μg de DMBA/100 μL d'acétone (0,2 

%, p/v). 

 Promotion : deux semaines après l’application du DMBA, les souris ont reçu une 

application topique d’huile de croton à 1 % trois fois par semaine jusqu'à la fin de 

l’expérimentation. 

 Groupe C : 

 Initiation : une seule application topique hebdomadaire de 100 μg de DMBA/100 μL 

d'acétone (0,1 %, p/v) pendant trois semaines consécutives. 

 Promotion : deux semaines après la dernière application du DMBA, les souris ont reçu 

une application topique d’huile de croton à 1 % trois fois par semaine jusqu'à la fin de 

l’expérimentation. 

 Groupe D : 

 Initiation : une seule application topique hebdomadaire de 100 μg de DMBA/100 μL 

d'acétone (0,1 %, p/v) pendant quatre semaines consécutives. 

 Promotion : deux semaines après la dernière application du DMBA, les souris ont reçu 

une application topique d’huile de croton à 1 % trois fois par semaine jusqu'à la fin de 

l’expérimentation. 
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Après la première application de DMBA, les souris ont été placées sous une lumière jaune pour 

accélérer l'étape d'initiation (Subramanian et al., 2014a). 

 

 

Figure 30: Schéma expérimental. 

 

 

Chaque semaine, les paramètres de grandeurs des papillomes ont été mesurés avec un pied à 

coulisse. Le volume approximatif a été calculé en fonction de la forme de la verrue qui était 

généralement cylindrique selon les formules suivantes : 

Formes cylindriques : 

 

Volume (mm3) = Hauteur × π/4 × (Diamètre)2 

 

Formes rectangulaires : 

 

Volume (mm3) = Longueur × Hauteur × Largeur 

 

Vingt et une semaines après la première application du DMBA, toutes les souris ont été 

euthanasiées et une biopsie cutanée a été réalisée immédiatement après le sacrifice. 
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3.4 Étude histologique : 

Des Biopsies cutanée ont été immédiatement fixées dans une solution de formol à 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 à 10%. Les prélèvements 

réalisés on été mis dans des cassettes spéciales à parois retournées afin de permettre le passage des 

liquides. 

- Enrobage et obtention des blocs 

La réalisation de coupes fines et régulières nécessite l'inclusion des échantillons dans un bloc 

de paraffine, comme suit : 

 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. 

  Eclaircissement : L’éthanol est remplacé par la paraffine. Il s’agit du xylène qui élimine 

l’éthanol et clarifie les tissus (trois bains de 30 minutes chacun). 

  Inclusion : Après avoir imbibé le tissus dans des bains de paraffine liquide (portée à 

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 (5μm en moyenne) a été possible grâce 

à un microtome (Leica RM2235). Ces dernières ont été étalées sur des lames porte-objet, déplissées 

et fixées par l’utilisation d’une eau gélatineuse chauffée. 

- Coloration et montage : 

Réalisée par la technique à l’Hématoxyline-Eosine (Hématéine-Eosine) en suivant les étapes 

suivantes : 

 Déparaffinage et hydratation des lames avec l’eau du robinet, suivi par un rinçage à l’eau 

distillée. 

 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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 L’immersion des coupes dans l’alcool acide (1 à 2 plongées) pour les différencier suivi d’un 

rinçage des lames dans un bain d’eau du robinet. La différenciation doit être vérifiée par 

l’observation des coupes au microscope. 

 Bleuissement des coupes dans un bain d’eau ammoniacale suivi d’une immersion dans un 

bain d’Eosine (15 secondes à 2 minutes) qui est un colorant acide qui colore en rose les 

structures basiques et donc acidophiles, le cytoplasme. 

 Tous ces bains sont séparés par des lavages à l’eau du robinet. 

 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 anticancérigène 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 l'éventuel effet toxique des substances qui ont été jugées peu ou 

insuffisamment étudiées. Ce chapitre se concentre spécifiquement sur l'évaluation de la toxicité 

chronique associée à la poudre de feuilles de Graviola (Annona muricata) ainsi qu'au mélange de 

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

4.1 Animaux et conditions d’élevage : 

 
Nous avons utilisé dix-huit souris albinos mâles de la souche Swiss albinos âgés de trois 

semaines de l’institut Pasteur d’Alger. A leur réception, les rongeurs pesaient entre 17 et 20 g. Les 

souris ont été placées dans une animalerie, logés 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 manière hebdomadaire pendant toute la durée de l’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 à la pharmacie, lot C17030059 de la 

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

 

 

4.3 Les Immunostimulants : 

L'extrait de β-glucane de la levure Saccharomyces cerevisiae et l'arabinogalactane (issu du 

mélèze) ont été obtenus chez Now Foods (lot n° 21046780740), dans l'Illinois, aux États-Unis 

(figure 32). 

 

Figure 32: Emballage commercial des Immunostimulants (β-glucane/arabinogalactane). 
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4.4 Composition des lots et traitement des souris : 

 
 Lot 1, témoin : les souris ont reçu de l’eau par gavage gastrique, jusqu’à la fin de 

l’expérimentation. 

 Lot 2, les souris ont reçu, 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 l’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 reçu, 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 (bêta-glucane de Saccharomyces cerevisiae et d'arabinogalactane) 

dissout dans l’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 prélèvement : 

 
Après une période 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 bêta-glucane et d'arabinogalactane, les souris ont été euthanasiées par décapitation et le 

prélèvement sanguin a été effectué immédiatement. Le sang a été recueilli dans deux tubes de 

polyéthylènes étiquetés. L’un sec et l’autre contenant l’anticoagulant EDTA. Les tubes secs ont été 

utilisés pour l’analyse des paramètres biochimiques, ceux de l’EDTA ont servi à la détermination 

de la formule de numération sanguine (FNS) (figure 33). 
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Figure 33: Schéma récapitulatif de l’expérimentation. 
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4.6 Dosage de quelques biomarqueurs plasmatiques biochimiques : 

 
Le dosage des paramètres biochimiques de la toxicité chronique a été réalisé dans un système 

automatisé (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 l’oxydation du glucose en acide gluconique. Par la 

présence d’une peroxydase, le peroxyde d’hydrogène ainsi formé réagit avec le phénol et les quatre 

aminophenazones pour former un composé rose de quinonéimine, l’intensité de la coloration est 

proportionnelle à la concentration du glucose dans l’échantillon. Le calcul de la concentration se 

fait selon l’équation suivante : 

 

 

 

4.6.2 Triglycérides : 

 
Les triglycérides sont hydrolysés en glycérol et en acide gras libres par la lipoprotéine lipase 

(LPL). Après deux réactions, le glycérol est converti en dihydroxyacétone phosphate (DAP) et en 

H2O2. Dans la dernière réaction, le H2O2 réagit avec quatre aminophénazones (4-Ap) et p- 

chlorophénol enprésence de la peroxydase (POD) + H2O2 (Bucolo & David, 1973). 

 

Glucose (mg/dl) = (DO échantillon / DO étalon) * concentration de l’étalon (100 mg/dl) 
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L’intensité de la couleur formée est proportionnelle à la concentration des triglycérides dans 

l’échantillon. Le calcule de la concentration se fait selon l’équation suivante : 

 

 

4.6.3 Cholestérol : 

 
Le cholestérol et ses esters sont libérés à partir des lipoprotéines par des détergents. La 

cholestérol estérase hydrolyse les esters, le H2O2 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 à la concentration du chlore dans l’échantillon. 

 

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

 

 

 

4.6.4 Aspartate Amino Transférase (ASAT ou TGO) : 

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

1995) selon les réactions suivante : 

 

 

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

 

TGO : Transaminase Glutamo-Oxaloacétique, 

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

Cholestérol (mg/dl) = (DO échantillon / DO étalon) * 200 
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MDH : Malate déshydrogénase, 

 

1ml de réactif est mélangé à 100µl de sérum et incubé pendant 1 min après quoi la lecture 

de l’absorbance (A) initiale se fait à 340nm dans un intervalle de 3 min. 

Calculer la moyenne de l’augmentation d’absorbation par minute (A/min). 

 

Calcul : A/min * 1750 = U/L de ASAT 

 

4.6.5 Alanine Amino Transférase (ALAT ou TGP) : 

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

les réactions suivante : 
 

Réactif 1 : tampon L-Alanine, 

Réactif 2 : NADH, LDH, α- Kétoglutarate. 

TGP : Transaminase Glutamo-Pyruvique, 

LDH : Lactate déshydrogénase. 

 

1ml de réactif est mélangé à 100µl de sérum et incubé pendant 1 min après quoi la lecture 

de l’absorbance (A) initiale se fait à 340nm dans un intervalle de 3 min. 

Calculer la moyenne de l’augmentation d’absorbation par minute (A/min). 

 

Calcul : A/min * 1750 = U/L d’ALAT 
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4.7 Dosage des paramètres 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 à l'aide du bleu de Coomassie G250. Ce réactif 

interagit avec les groupements amines (–NH2) et cationiques des protéines pour former un complexe 

coloré en bleu. L'intensité de cette coloration bleue, qui reflète le degré d'ionisation du milieu acide, 

est directement proportionnelle à 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%). Après deux heures d’agitation, 100 ml d'acide orthophosphorique (85%) sont 

ajoutés après quoi le volume est complété jusqu’à 1L avec de l'eau distillée. La solution est filtrée 

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

Pour le dosage des protéines totales, 5 ml de réactif de Bradford sont ajoutés à 0,1 ml de 

l'homogénat, après une légère agitation et une incubation de 5 minutes, la densité optique est 

mesurée à 595 nm contre à un blanc. La concentration des protéines est déterminée en comparant 

les résultats à une courbe étalon d'albumine sérique bovine (Cinque concentrations allant de 0 à 1 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 34: Gamme d’étalonnage de la BSA. 
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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 l'H2O2. En cas de fortes concentrations en H2O2, 

elle catalyse sa conversion en eau et en dioxygène (Minig, 2009), suivant la réaction : 

2 H2O2 → O2 + 2 H2O 

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

réagir les quantités montrées dans le tableau 3 : 

 

 

Le mélange réactionnel est préparé dans une cuve en quartz, placée dans le spectromètre, et 

est soigneusement resuspendu à l'aide d'une micropipette. Les valeurs de la densité optique à 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 l'équation suivante : 

 

 ΔDO : Variation de la densité optique par minutes. 

 ε : Coefficient d’extinction d’H₂O₂ (0,043 mM⁻¹cm⁻¹). 

 l : Largeur de la cuve. 

 X : Quantité de protéines en mg/ml. 

 Fd : Facteur de dilution pour le H2O2 dans la solution tampon (0,02) 

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

Activité de CAT (µmol H2O2/min/mg de prot) =∆ DO /Ɛ*l*X*Fd 
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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 & 

Günzler, 1984. Cette méthode repose sur la réduction du peroxyde d'hydrogène (H2O2) en présence 

de glutathion réduit (GSH). Sous l'action de la GPx, deux molécules de glutathion réduit sont oxydé 

en glutathion-disulfure (GSSG) selon la réaction suivante : 

H2O2 + 2 GSH GSSG + 2 H2O 

0,4 ml de glutathion réduit (GSH) à 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 à 0,2 ml d’homogénat. Le 

mélange a été incubé au bain-marie à 25°C pendant 5 minutes. 0,2 ml d’ H2O2 à une concentration 

de 1,3 mM ont été rajoutés pour initier la réaction. Après 10 minutes d'incubation, la réaction a été 

arrêtée en ajoutant 1 ml de TCA (acide trichloroacétique) à 1%. Le mélange a été refroidi sur glace 

pendant 30 minutes, centrifugé pendant 10 minutes à 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) à une 

concentration de 1,0 mM ont été ajoutés. La densité optique à été mesurée à 412 nm après 5 minutes. 

 

 

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

 

 

DO : Densité optique lue à 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. 

(DO échantillon – DO étalon) * 0,04 
GPx (nmol /mg de prot) = 

DO étalon 
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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 génère un pigment de couleur rose. Ce composé coloré est mesuré par 

spectrophotométrie d'absorption à une longueur d'onde de 530 nm (figure35). 

 

 

Figure 35: Réaction du dialdéhyde malonique avec l’acide thiobarbiturique. 

 

 

150 μl de la solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM pH 7.4) et 375 μl de la solution 

TCA-BHT (TCA 20%, BHT 1%) sont ajoutés à 375 μl de l'homogénat., le mélange est vortexé puis 

centrifugé à 1000 tours/min pendant 10 min. 400 μl du surnagent ont été prélevés, auxquels ont été 

rajoutés 80 μl de HCl (0.6 M). 320 μl de la solution Tris-TBA (Tris 26 mM, TBA 120mM) ont été 

rajoutés. Le mélange a été incubé au bain-marie à 80°C pendant 10 minutes et la densité optique a 

été mesurée à 530 nm contre le blanc réactif, La concentration de MDA est calculée selon la formule 

suivante : 
 

 

 C : Concentration MDA en nmoles/mg de protéines. 

 DO : Densité optique lue à 530 nm. 

 Ɛ : Coefficient d’extinction molaire du MDA = 1.56 105 M-1 cm-1. 

C (nmol/mg protéines) = DO * 106 / Ɛ * X * l *  



Partie pratique  

62 

 

 

 

 l : Longueur du trajet optique = 0.779 cm. 

 X : Concentration de l’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 

système antioxydant endogène. Le glutathion joue un rôle 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 méthode décrite par Weckbecker & 

Cory, (1988). Cette méthode repose sur la mesure de l'absorbance optique de l'acide 2-nitro-5- 

mercapturique, qui résulte de la réduction de l'acide 5,5 dithio-bis-2-nitrobenzoïque (DTNB) par les 

groupements thiol (-SH) du glutathion. Une déprotéinisation est réalisée pour isoler spécifiquement 

les groupements thiol (-SH) du glutathion D. 

0,2 ml de la solution d'acide salicylique (0,25%) ont été rajoutés à 0,8 ml de l'homogénat. Le 

mélange a été agité et incubé pendant 15 minutes dans un bain de glace. Après une centrifugation à 

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-nitrobenzoïque (DTNB) à 

une concentration de 0,01 M ont été ajouté au mélange. Après une incubation de 5 minutes à 

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

La concentration de glutathion est calculée comme suit : 

 

 DO : Densité optique. 

 1 : Volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation (0.8ml homogénat + 

0.2 ml de l’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 ml DTNB). 

DO * 1 * 1,525 
GSH (nmol / mg protéine) = 

13100 * 0,8 * 0,5 * mg protéines 
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 13100 : Coefficient d’absorbance du groupement –SH à 412 nm. 

 0.8 : Volume de l’homogénat. 

 0.5 : Volume du surnageant. 

 

 

4.8 Étude histologique : (cf 3.4. Etude histologique) 

 

4.9 La reprotoxicité : 

Dans le cadre de cette étude visant à évaluer la reprotoxicité potentielle du Graviola, vingt- 

quatre souris d'un poids moyen de 20 g, comprenant un nombre égal de mâles et de femelles, ont 

été obtenues auprès de l'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 à la fois de mâles et de 

femelles, tandis que les deux autres groupes ont été traités avec une dose de Graviola correspondant 

à 10 fois la dose normalement utilisée dans la pharmacopée traditionnelle, tel que défini pour cette 

étude toxicologique. Après 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 mâles que 

femelles. Un mois après le début du traitement, les copulations ont été initiées entre les souris des 

groupes traités et les témoins. Les mâles ont été séparés des femelles une semaine après le début des 

copulations, tout en continuant l'administration gastrique du Graviola pour les groupes traités jusqu'à 

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

La même expérimentation visant à évaluer l'effet du mélange d'immunostimulants sur la 

fertilité a été menée sur des souris, suivant le même protocole que celui décrit précédemment pour 

le lot de Graviola. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 36: Souriceaux nouveau-nés. 
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5 Etude de l’effet préventif des différents traitements contre la 
cancérogenèse 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 

carcinogenèse cutanée. De plus, un groupe a été traité avec une combinaison des trois substances 

afin de déterminer l'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 réparties aléatoirement en quatre groupes de six souris chacun. Nous 

avons maintenu le même choix d’animaux et conditions d’élevage que dans le chapitre de l’étude 

de toxicité : 

5.2 Effet du Graviola sur la cancérogénèse : 
 

 
Pour cette partie, nous avons utilisé des feuilles de Graviola séchées a l’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 à 40°C pendant 24 heures. Après 

l'agitation, la solution est filtrée. Le filtrat est placé dans des cristallisoirs et séché dans une étuve à 

40°C pendant 24 heures. Le résidu sec est ensuite raclé avec une spatule et pesé. Le rendement de 

l'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 cancérogénèse chimique : 

 
Pour le gavage des souris, nous avons utilisé un mélange de cinq immunostimulants naturels 

: le bêta-glucane de Saccharomyces cerevisiae, l'arabinogalactane (figure 32), et une poudre 

composée 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 bêta-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 cancérogénèse chimique : 
 
 

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

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

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

 

 

5.5 La combinaison : 

 
Toutes les substances déjà 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 équitablement réparties en dix groupes (figure 39) : 

 Lot témoin (T) : les souris ont reçu 100 µl d'acétone ainsi que de l'eau physiologique par 

gavage gastrique trois fois par semaine pendant toute la durée de l'expérience. 

 Lot DMBA : les souris ont été soumises au protocole de cancérogénèse chimique (0,1% de 

DMBA et 1% d’huile de croton) et ont reçu de l’eau physiologique par gavage gastrique 

pendant toute la durée de l’expérience. 

 Lot Graviola (Grav) : les souris ont reçu une application cutanée de 100 µl d'acétone, et 

l’extrait de feuilles de Graviola par gavage gastrique. 

 Lot Immunostimulants (IS) : les souris ont reçu une application cutanée de 100 µl 

d'acétone et le mélange d’immunostimulants par gavage gastrique. 

 Lot Dichloroacétate (DCA) : les souris ont reçu une application cutanée de 100 µl d'acétone 

et la solution de DCA par gavage gastrique. 

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

de 100 µl d'acétone et le mélange de Graviola, IS et DCA. 
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 Lot DMBA/Grav : les souris ont été soumises au protocole de cancérogénèse chimique 

(DMBA/huile de croton) en parallèle, elles ont reçu la solution de l’extrait de feuilles de 

Graviola par gavage gastrique. 

 Lot DMBA/IS : les souris ont été soumises au protocole de cancérogénèse chimique 

(DMBA/huile de croton) en parallèle, elles ont reçu le mélange d’immunostimulants. 

 Lot DMBA/DCA : les souris ont été soumises au protocole de cancérogénèse chimique 

(DMBA/huile de croton) en parallèle, elles ont reçu la solution de DCA. 

 Lot DMBA/COMB : les souris ont été soumises au protocole de cancérogénèse chimique 

(DMBA/huile de croton) en parallèle, elles ont reçu la combinaison des trois substances : 

Graviola, IS et DCA. 
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Figure 39: Schéma des traitements des différents lots de souris. 
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5.7 Biopsie, sacrifice et prélèvement : 

 
5.7.1 Biopsie cutanée : 

 
À la fin de la 18ème 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 µl 

d'une solution de phénobarbital à 20 mg/ml, ce qui permet d'éviter les réactions neuroendocriniennes 

et comportementales à la douleur susceptibles de perturber l'expérimentation. Une anesthésie 

profonde est atteinte deux à trois minutes après l'injection (figure 40.A). La biopsie est effectuée à 

l'aide d'une pince, d'un bistouri et de ciseaux chirurgicaux (figure 40.B). 

 

Figure 40 : A) Injection intrapéritonéale de l’anesthésie. B) Biopsie cutanée. 

 

 

5.7.2 Sacrifice et prélèvement : 

 
Après la biopsie, les souris ont été sacrifiées par décapitation. Le sang a été recueilli dans des 

tubes contenant de l'EDTA, puis rapidement analysé à l'aide d'un analyseur hématologique pour 

réaliser la formule sanguine (FNS) (ERMA Model PCE-210). Les animaux sacrifiés ont ensuite 

été disséqués pour prélever le foie. Les organes prélevés ont été conservés au congélateur pour 

préparer des homogénats nécessaires à l'analyse des paramètres du stress oxydant ou dans le formol 

pour l’étude histologique. 

https://www.erma.jp/erma-pce-210/
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5.7.2.1 La numération de la formule sanguines (FNS) : 

 
Pour observer les variations du taux des cellules immunitaires et leur impact sur le 

fonctionnement de ce système, nous avons calculé le nombre des principales cellules immunitaires 

(globules blancs, monocytes et lymphocytes) connues pour leur rôle dans le cycle de l’immunité 

contre le cancer. 

5.7.2.2 Préparation des homogénats des organes : 

 
2 g de tissu hépatique ont été broyés à basse température (4°C) dans un tampon TBS [Tris (50 

mM), NaCl (150 mM), pH = 7.4] à l'aide d'un broyeur. Après homogénéisation, les suspensions 

cellulaires ont été centrifugées à 9000 tours/min à 4°C pendant 15 minutes. Les surnageants 

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

5.8 Exploration des paramètres 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 générés par la méthionine et la riboflavine en 

présence de lumière et d'O2 atmosphérique (figure 41). La réduction du NBT produit une coloration 

bleu pourpre (bleu de formazan) qui absorbe à 560 nm. La présence de la SOD dans le milieu 

réactionnel empêche cette réduction en dismutant l'anion O2
.-, ce qui réduit la formation de bleu de 

formazan. L'inhibition de la photoréduction est proportionnelle à l'activité de la SOD. Le tableau 4 

présente le protocole suivi pour la préparation des milieux réactionnels. 
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Figure 41: Schéma récapitulatif des interactions dans le milieu réactionnel pour mesure de 

l’activité de la SOD. 

 

 

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

 

 Lumière Lumière Obscurité 

Tube Tube échantillon Tube blanc (µl) Tube blanc (µl) 

EDTA-Methionine 500 µl 500 µl 500µl 

PBS 446.1 µl 44.6 µl 44.6 µl 

Echantillon 25 µl / / 

PBS 475 µl 500 µl 500 µl 

NBT 42.6 µl 42.6 µl 42.6 µl 

Riboflavine 11.3 µl 11.3 µl 11.3 µl 

V final 1500 µl 1500 µl 1500 µl 

 Mesure à 560 nm Mesuré le blanc Calibrer l’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  1 mg de protéine 

50  50/Y mg de protéine 

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

50/Y mg de protéine  correspond à une unité SOD 

 

1mg de protéine  correspond à : = (1×1) / (Y / 50) Unité SOD /mg de protéine. 

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

 

 

 
Fd : Facteur de dilution de l’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 étudié. 

Une analyse de variance a été faite avec comparaison des échantillons par un test apostériori PLSD 

de Fisher (Statview IV®, Abacus Concept Inc., Berkley, CA, USA). Les valeurs de probabilité p ≤ 

0,05 ont été considérées comme significatives. 



Partie pratique  

73 

 

 

 Chapitre 5 : Résultats et discussions  

1 Mise au point du modèle animal de la cancérogenèse chimique : 

 
1.1 Evolution des papillomes en nombre et en volumes : 

 
Depuis le début de la promotion, Seuls les papillomes dont le diamètre ≥ 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 été calculé et présenté dans le tableau 5. 

A la fin de l’expérimentation, les souris appartenant au groupe contrôle n’ont développé 

aucun papillome. Les souris du groupe A ont développé un petit nombre de papillomes avec un ratio 

V/n de 1,5 alors que nous avons observé les nombre et volumes les plus élevés chez les souris du 

groupe B par rapport à 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, confirmé par un ratio V/n de 4,5. Les souris du groupe 

D ont montré un volume total très important des verrues affichant le plus grand ratio de 18,75. En 

effet, la moyenne des ratio calculée entre la 9ème et la 14ème semaine de l’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 diffèrent groups en fin d’expérimentation. 
 

 

 

Group Nombre (n) de papillomes 

par groupe 

Volume total (V) de 

papillomes par groupe (mm3) 

Volume / nombre 

 

ratio (V/n) 

contrôle 0 0 0 

A 6 9 (± 2,34) 1.5 

B 25 157 (± 3,65) 6.28 

C 16 72 (± 7,64) 4,5 

D 8 150 (± 18,27) 18.75 

 

 

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

#p≤0,05 vs groupe A; ##p≤0,01 vs groupe A; ϕp≤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 

première semaine correspond à la première 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 

Mean of V/N ratio from the 9th to the 14th week 
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premier ce pourcentage à 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’à la semaine 14, les souris du groupe B possèdent 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, à la semaine 6, suivi par 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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-delà de la semaine 14 en raison de leur 

superposition. A partir de la 10ème semaine les volumes totaux des papillomes chez les souris des 

groupes B et D étaient significativement plus élevés que ceux du contrôle (*p≤0,05). A la 11ème 

semaine, ces mêmes 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 contrôle ont été relevées à 

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 à la 13ème semaine avec 173 (±3,31) et 91 (±11,99) 

mm3, respectivement. A la semaine 14, nous avons observé un léger déclin de ces volumes à 157 

(±3,56) et 72 (±7,64) mm3. Alors que dans le groupe D, le volume total augmente continuellement 

sans décliner. La même 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 (ϕp≤0,05; 

ϕϕp≤0,01). 
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Tableau 6: Variation dans les volumes totaux des papillomes au cours des semaines. 
 

 

Semaines Groupe A 

(mm3) 

Groupe B 

(mm3) 

Groupe C 

(mm3) 

Groupe D 

(mm3) 

groupe contrôle 

(mm3) 

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 (± 0,4) 0 

7 0 0 0 1 (± 0,4) 0 

8 0 3 (± 1,22) 1 (± 0,26) 2 (± 0,42) 0 

9 1 (± 0,4) 5 (± 1,13) 1 (± 0,4) 4 (± 0,7) 0 

10 7 (± 1,83) 18 (± 2,36) 
*p≤0,05 vs Control 

14 (± 3,66) 24 (± 3,52) 
*p≤0,05 vs Control 

0 

11 1 (± 0,4) 32 (± 3,20) 
**p≤0,01 vs control 

#p≤0,05 vs A 

19 (± 3,25) 30 (± 4,09) 
*p≤0,05 vs control 

#p≤0,05 vs A 

0 

12 1 (± 0,4) 68 (± 4,5) 
**p≤0,01 vs control 

##p≤0,01 vs A 

52 (± 6,91) 
*p≤0,05 vs control 

#p≤0,05 vs A 

89 (± 11,85) 
*p≤0,05 vs control 

#p≤0,05 vs A 

0 

13 8 (± 1,21) 
*p≤0,05 vs Control 

173 (±3,31) 
****p≤0,0001 vs 

Control 

####p≤0,0001 vs A 
ϕp≤0,05 vs C 

91 (±11,99) 
*p≤0,05 vs Control 

#p≤0,05 vs A 

146 (± 18,86) 
*p≤0,05 vs Control 

#p≤0,05 vs A 

0 

14 9 (± 1,37) 
*p≤0,05 vs Control 

157 (± 3,65) 
****p≤0,0001 vs 

Control 

####p≤0,0001 vs A 
ϕϕp≤0,01 vs C 

72 (± 7,64) 
*p≤0,05 vs Control 

#p≤0,05 vs A 

150 (± 18,27) 
*p≤0,05 vs Control 

#p≤0,05 vs A 

0 
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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 différents groupes. 

Les souris appartenant au groupe contrôle 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 : l’épiderme (la couche 

la plus fine) le derme, plus épaisse, avec ses annexes pilosébacés et l’hypoderme (peuplé 

principalement de cellules graisseuses et musculaires). 

Pour les groupes A, B, C et D, les flèches montrent des sites de lésions bourgeonnantes sur le 

dos de la souris. Le nombre et l'apparence morphologique de ces lésions change en fonction de la 

dose et de la fréquence de l'application du DMBA. 

 Groupe A : les souris présentent quelques papillomes, petits de taille, de couleur rosâtre 

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

(flèche 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 rosâtre. 

 Groupes C et D : les papillomes observés étaient plus volumineux, de formes irrégulières 

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

Les souris des groupes B et C ont révélé le même schéma histologique avec un carcinome 

spinocellulaire in-situ caractérisé par une hyperplasie avec une dysplasie de haut grade. Le début de 

l'angiogénèse était clairement visible (flèches blanches). 

Sur le plan histologique, les souris du groupe D ont montré un carcinome spinocellulaire 

mature caractérisé par une désorganisation de l'architecture tissulaire (flèches vertes) avec la 

présence de cellules atypiques et un stroma fibroinflammatoire. La nécrose tumorale (flèches 

rouges) et un embole néoplasique (flèche 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 contrôle ; A : application unique de 100 

μg DMBA /100 μl d’acétone ; B ; application unique de 200 μg de DMBA/100 μl d'acétone ; 

C : 100 μg DMBA / 100 μl d’acétone une fois par semaine pendant trois semaines 

consécutives ; D : 100 μg de DMBA / 100 μl 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 cancérogène est défini comme un agent qui provoque un néoplasme par un processus se 

déroulant en trois étapes : l’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 modèle animal de cancérogénèse 

chimique visant à 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 l’huile de croton comme promoteur de la cancérogénèse. Une question 

majeure dans la recherche en oncologie avec les modèles animaux, est de savoir si une augmentation 

de la concentration en cancérogène ou de la fréquence de son administration influence de manière 

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 (100µg 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 après 

l'utilisation de 100 µg de DMBA comme initiateur suivi d'une promotion hebdomadaire avec la 

même dose (Padmavathi et al., 2005). Les résultats de ce groupe soulignent donc l’insuffisance de 

la dose utilisée qui se trouve être en dessous de la dose seuil censée garantir un taux d'incidence de 

100%. Dans le groupe B (200 µg de DMBA) nous avons constaté une diminution de la période de 

latence à 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 à tous les autres groupes avec un rapport V/n de 6,28 

; il atteint un taux d'incidence de 100 % à la semaine 12. En comparant les groupes A et B, nous en 

avons déduit que l'augmentation de la dose de DMBA favorise la carcinogenèse ; par conséquent, 

la dose de 200 µg est certainement supérieure ou égale à la dose seuil. Des recherches similaires ont 

rapporté que l'initiation de la carcinogenèse cutanée avec une seule dose élevée de DMBA pourrait 

induire des tumeurs sur la peau après 10 à 20 semaines, même sans promotion (Slaga, 1983). Les 

résultats histologiques des groupes A et B ont conforté l’aspect morphologique. 
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En effet, la carcinogenèse était nettement plus avancée dans le groupe B qui présente un carcinome 

spinocellulaire in-situ comparativement au groupe A qui s’est arrêté au stade d’hyperplasie bénigne. 

Ceci confirme que l'augmentation de la dose permet d'atteindre un stade plus avancé de 

cancérogenèse 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 carcinogenèse tant au niveau morphologique qu'histologique. 

Morphologiquement, 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 à celles du groupe C, ceci est dû au chevauchement des verrues, 

ceci a été confirmé par le rapport V/n élevé. La période de latence et l'incidence diminuaient à 

mesure que la fréquence d’application augmentait (A > C > D). L'évaluation histologique a montré 

une évolution du grade de carcinogenèse avec l'augmentation de la fréquence d'application (A < C 

< D). Donc, l’augmentation de la fréquence d'application du DMBA a conduit à une évolution rapide 

du grade de la carcinogenèse. 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 µg 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 à partir d'une seule cellule ou de moins de cellules. Cela peut 

expliquer l’évolution plus rapide des tumeurs à mesure qu’on augmente la dose ou la fréquence de 

l’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 à 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 

développé des tumeurs (Vesselinovitch & Gilman, 1957). Conformément à ces résultats, Mughal 

et al. ont traité deux groupes de souris : le premier uniquement 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 à la tumorigenèse, mais avec des 

grades différents (Mughal et al., 2005). 
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Les groupes B et C ont montré des résultats morphologiques et histologiques similaires malgré 

le fait que la dose totale reçue dans le groupe C (300 µg) était supérieure à celle du groupe B (200 

µg). Cela conforte l'idée que la concentration en cancérigène influence également le taux de 

cancérogenèse. Cependant, cette hypothèse devrait être confirmée en comparant le groupe D à un 

groupe traité avec une dose unique de 400 µg 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 tumorigène et cancérigène (Iversen, 1991). De la même manière, 

de faibles doses de DMBA ont été utilisées comme cancérogène sur des souris SKH1-hr. Il a été 

déduit qu'outre la concentration du cancérigène, 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 fréquence d'administration 

de l’initiateur influencent le déroulement de la carcinogenèse. Cependant, modifier la 

fréquence pourrait être un moyen plus efficace d’accélérer la carcinogenèse, compte tenu de 

l'évolution histologique de la tumeur. 

La sélection de la dose idéale est une démarche délicate. Entre la dose de 100 µg et celle 

de 200 µg de DMBA, se trouve potentiellement une dose seuil qui induirait une cancérisation 

complète, avec 100% d'apparition des verrues. 

En considérant cette hypothèse, pour la suite des travaux, nous avons choisi le modèle 

animal du groupes A, à savoir : 100µg DMBA/100µl acétone. Le but étant d’étudier les effets 

préventifs des biothérapies sur les tumeurs bénignes. La dose de 100 µg a été choisie pour sa 

relative modération, permettant une perception adéquate des effets anti-cancérogènes du 

traitement, tout en évitant un stade trop avancé de la cancérisation qui pourrait masquer les 

effets des traitements a faible pouvoir anticancérigène. D’autre part, ce modèle est celui qui 

se rapproche le plus de la réalité considérant les très faibles doses de DMBA auxquelles nous 

sommes exposés dans l’environnement. 

 

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

de DMBA permet d'atteindre un stade de tumorigenèse plus avancé, franchissant l’étape de 
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la progression. Ces deux modèles sont donc mieux adaptés aux études expérimentales 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 : bêta-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 l’extrait brut du Graviola ou avec les immunostimulants par rapport au 

lot témoin (Figure 46). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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. 

 

 

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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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 Paramètres biochimiques : 

 
2.3.1 Glycemie, cholesterol et triglycerides : 

 
Les résultats de la figure 49 révèlent 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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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). 

 

Figure 50: Variations des taux de TGO et TGP (*p ≤0,05 vs témoin). 
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2.4 Paramètres du stress oxydatifs : 

 
2.4.1 Catalase (CAT): 

 
L’histogramme de la figure 51.A révèle que le Graviola provoque une diminution 

significative dans l’activité de la CAT hépatique (-29.26%). En revanche, l’activité de la CAT 

cérébrale semble ne pas être affectée (figure 51.B). Aucune différence significative n’a été relevée 

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

2.4.2 Glutathion peroxydase (GPx) : 

 
Nos résultats ont révélé une augmentation significative dans l’activité de la GPx hépatique 

(+53,18%) (Figure 51.C) et aucune différence dans l’activité de la GPx cérébrale (Figure 51.D) par 

rapport au témoin. Les immunostimulants entrainent quant à eux une augmentation significative 

dans l’activité 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’entraîne 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) : 

 
Étant donné les indications issues de la littérature suggérant une réduction du taux de catalase 

au niveau du système nerveux alors que le GSH y est présent à des niveaux élevés, nous avons opté 

pour la quantification du taux de GSH à ce niveau pour évaluer le stress, en particulier pour la plante 

faisant l'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 paramètre. 

 

 

 

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). 

Témoin Témoin 
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2.5 La Reprotoxicité : 

 
2.5.1 Le Graviola : 

 
Après 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 l’étaient. Après 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 à seulement 6 dans le lot 

traité par le Graviola (Lot G). 

2.6 Les immunostimulants : 

 
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, après la mise bas, le 

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

 

 

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

 

 

 

 Lot T Lot G Lot IS % G/T % G/IS % diminution par 
rapport au lot 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 

sinusoïdales et veine centrale sont claires ; les coupes histologiques cérébrales révèlent une 

architecture globale normale ainsi que des cellules cérébrales saines dans les deux lots de souris 

témoins et traitées, Les coupes histologiques utérines ne révèlent pas de différences entre les lots 

traités et les témoins. Les variations d'épaisseur de l'endomètre utérin sont fréquemment observées 

chez les souris, qui présentent des cycles œstraux fréquents, contrairement aux cycles menstruels 

humains. Aussi, il n’y a pas de variations visibles au niveau du myomètre et du périmètre. Dans 

toutes les couches de l'utérus, aucune lésion ni infiltration de cellules immunitaires inflammatoires 

n'a été observée. 
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Figure 53 : Coupes histologiques du foie, du cerveau et de l’utérus chez le lot traité par la poudre 

des feuilles de Graviola : A, B, C) témoin (×10) ; A’, B’, C’) traitée (×10) ; A’’, B’’, C’’) traitée 

(×40). Microscope optique Leica (×10) et (×40). 

 

 

2.7.2 Les immunostimulants : 

 
Étant donné que les résultats de la reprotoxicité obtenus chez les souris traitées par les 

immunostimulants n’ont révélé 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 l’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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Figure 54 : Coupes histologiques du foie, du cerveau chez le lot traité par les immunostimulants : 

A, B) témoin (×10) ; A’, B’) traitée (×10) ; A’’, B’’) traitée (×40). Microscope optique Leica 

(×10) et (×40). 

 

 

2.8 Discussion : 

 
18 souris mâles de la souche Swiss albinos ont été soumises à une étude de la toxicité 

chronique de la poudre de feuilles de Graviola ainsi qu’au immunostimulants (bêta-glucane 

(provenant de Saccharomyces cerevisiae) et d'Arabinogalactane). Les animaux ont été pesés de 

manière hebdomadaire, après sacrifice, le dosage sérique des paramètres biochimiques (glycémie, 

cholestérol, triglycéride, TGO, TGP), les paramètres de stress oxydatif et la formule de numération 

sanguine FNS ont été effectué. 

Dans l'ensemble, tant pour les animaux traités avec la poudre de Graviola que pour ceux ayant 

reçu 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 relevé lors de l'examen histopathologique 

des organes internes. 

2.8.1 Pour le Graviola 

 
La détection d'alcaloïdes et de flavonoïdes (anthocyanes et leuco-anthocyanes) dans l'extrait 

d'Annona muricata suggère qu'ils ont le potentiel d'induire diverses activités biologiques, car les 

flavonoïdes, 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; Ortuño et al., 2006). 

Glycémie et poids corporel 

 

Le Graviola est une espèce de plante tropicale connue pour ses fruits comestibles qui ont des 

vertus médicinales. Les utilisations médicinales traditionnelles du Graviola ont été 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 entraîne de nombreux effets secondaires, tels que des nausées et 

des vomissements graves, une néphrotoxicité aiguë et chronique (Arroyo et al., 2009; Arthur et 

al., 2011; Coria-Téllez et al., 2018). 

Dans notre étude, nous avons observé une légère perte de poids chez les souris traitées avec 

l’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. Ils ont observé une perte de poids significative chez les souris traitées par rapport au témoin. 

Cela dit, aucune réduction de l'apport calorique n'a été observée chez les groupes traités avec 

l’extrait au cours de la période expérimentale. Ainsi, la réduction du poids ne semble pas être reliée 

à une consommation calorique plus faible (Radapong et al., 2019). 

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

le groupe traité avec 50 mg/kg de l’extrait de Graviola par rapport aux autres groupes. 
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L'adiponectine est une protéine sécrétée par les adipocytes qui possède des effets anti-diabétiques, 

anti-athérogènes et anti-inflammatoires. Une expression accrue de cette protéine, peut prévenir et/ou 

contribuer au traitement des maladies métaboliques liées à l’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 l’organisme. Quand l’adiponectine 

augmente, l’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 diabète de 

type II (https://www.nutripro.nestle.fr/nutripro). 

Cette réduction du poids corporel pourrait s'expliquer par l'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 légère 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 légère augmentation de la glycémie dans une étude de toxicité 

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

À l'inverse la conclusion rapportée par une étude de Adewole & Caxton-Martins, (2006) qui 

a porté sur l’effet des extraits aqueux et méthanoïques des feuilles de Graviola (100 mg/kg) sur la 

morphologie des cellules β pancréatiques sur un modèle 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 β pancréatiques habituellement observées chez les rats 

diabétiques. La baisse du taux de sucre dans le sang grâce aux extraits d'A. muricata est associée à 

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

Formule de numération sanguine (FNS) 

 

Dans cette étude de toxicité chronique l’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 à la fois, chez des rat traités par une dose de 200 mg/Kg  d’extrait sec de 

https://www.nutripro.nestle.fr/nutripro
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Graviola pendant 8 semaines. Dans cette même 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 paramètres 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 

suggère que l'augmentation du nombre de globules rouges n'était pas due à une pathologie sous-

jacente. 

En outre, une étude de toxicité aiguë de Naik et al., (2020) ayant utilisé une dose de 500 

mg/kg de l'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 l'administration des divers extraits 

des parties de la plante chez les animaux a entraîné une augmentation frappante et significative 

(P<0.05) du nombre de globules rouges par rapport aux témoins. Ces observations pourraient être 

attribuées à la quantité notable d'alcaloïdes, de flavonoïdes et de phénols présents dans les fractions 

foliaires et fruitières, qui agissent sur la moelle osseuse pour stimuler ou réguler la production de 

cellules sanguines. 

Arthur et al ont évalué la toxicité aiguë et sub-chronique de l'extrait aqueux des feuilles de 

Graviola chez des souris Swiss albinos mâles et femelles. L'étude de toxicité a été 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 l’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, l'extrait aqueux des feuilles de Graviola n'a 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 relevé 
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une légère 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 collègues qui ont évalué, pendant 

deux semaines, l’effet de l’extrait méthanoliques du Graviola (100 mg/kg) sur les changements du 

profil lipidique sérique dans un modèle de diabète 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 modèle expérimental de diabètes à l' streptozotocin chez des 

rats Wistar. Les résultats de cette étude montrent qu’après 4 semaines de traitement, les taux du 

cholestérol total et les triglycérides ont diminué de façon très 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 flavonoïdes présents dans ces extraits jouent un rôle 

important dans l'effet hypolipidémiant. En outre, ils protègent des LDL (Low Density Lipoprotéine) 

contre les modifications oxydatives ce qui en fait un bon moyen pour prévenir les maladies 

cardiovasculaires telles que l'hypertension artérielle et l'athérosclérose (Sandhar et al., 2011). En 

plus, Sovia et al., (2017) suggère que la présence de flavonoïdes, de tanins, de saponines, de 

phytostérols et de composés phénoliques dans l'extrait semble contribuer à l'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 reçu 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 l’étude de Zubaidi et al., qui ont 

effectué une étude de toxicité aiguë de l’extrait éthanolique des feuilles de Graviola (2000mg/Kg) 

chez les rats, les mesures des paramètres hépatiques transaminases et phosphatase alcaline ont été 

comparées à celles du groupe non traité. Les résultats n’ont montré aucune 
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différence statistiquement 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 symptômes de toxicité dépendant de la dose 

pouvaient être observé, a titre d’exemple, une légère somnolence, problèmes respiratoires, 

accélération du rythme cardiaque entraînant des convulsions. 

Les paramètres de stress oxydatif  

 

Le Graviola a été étudié dans de nombreuses recherches et a montré divers bienfaits pour la 

santé. Il protège 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 études ont mis en évidence une certaine toxicité associée à 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 l'anion superoxyde 

(O2-) entraînant une inhibition de l'activité de la catalase. Cette capacité de l'oxygène singulet à 

entraver l'action de la catalase ouvre la voie à une collaboration potentielle avec la superoxyde 

dismutase. Il est également plausible que cette altération de la capacité de la catalase à neutraliser 

le peroxyde d'hydrogène (H2O2) soit due à l'exposition à la plante Annona muricata (Irshad & 

Chaudhuri, 2002; Kono & Fridovich, 1982). 

Dans le même ordre d'idées, une altération de la catalase, ainsi que l'inhibition de son activité, 

pourraient entraîner une augmentation de la concentration de peroxyde d'hydrogène (H2O2) dans le 

milieu. Cela pourrait alors nécessiter l'implication de l'enzyme glutathion peroxydase (GPx) pour 

neutraliser le H2O2. En effet, nous avons constaté une augmentation de l'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 être expliqué par l’absence de toute forme   

de   lésions   par   peroxydation   lipidique   dû   à   la   plante. Ce résultat 

va à l'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 l'homéostasie redox suite l’augmentation 

des espèces réactifs d’oxygène (ERO) (Conde de la Rosa et al., 2022). Les troubles de la fonction 

du glutathion dans le cerveau sont liés à 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 cohérents 

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 à une concentration élevée de cet extrait. Cette génotoxicité 

semble être induite par les espèces réactives de l'oxygène (ERO). 

Histologie 

 

Les images des coupes histologiques ne révèlent 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 l’effet toxique de doses 

croissantes allant de 250 à 1000 mg/Kg pendant 28 jours de l’extrait de A. stenophylla appartenant 

a la famille des annonaceaes sur des rats Sprague Dawley. Ils ont en effet rapporté l’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 à l’encontre de certaines études épidémiologiques 

se doutant d’un possible rapport entre la consommation accrue du Graviola et la maladie neuro-

dégénérative de Parkinson (Lannuzel et al., 2006). Peut-être 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 après 3 mois d'expérimentation. 

A l’encontre de nos résultats, Aivodji et al ont observé une atteinte hépatique à partir d’une 

dose de 100 mg/kg. Cette atteinte est accentuée dans une pycnose hépatique des noyaux à 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 aiguës induites par le paracétamol chez les rats. Ces effets semblent être dus au 

rétablissement de l'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 l'Annonacine, 

aient la capacité de traverser la barrière hémato-encéphalique, la quantité d'Acétogénines atteignant 

le cerveau est limitée à des doses de 10 mg/kg (Bonneau et al., 2015). De même, quelques études 

ont révélé que l'Annonacine peut provoquer un état parkinsonien atypique en raison de son effet 

neurotoxique. Cela est attribuable au dépôt de ces composés dans les cellules du système 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 enchevêtrements neurofibrillaires caractéristiques des maladies neurodégénératives 

telles que la maladie d'Alzheimer. Ces enchevêtrements 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 à moduler 

la toxicité aiguë du DMN (dimethylnitrosamine) au niveau du foie, pouvait être due à l’abondance 

de la plante en substances chimiques telles que les Acétogénines, les tanins, les phénols et les 

flavonoïdes qui renforcent les capacités endogènes des enzymes et les antioxydants non 

enzymatiques. 

La reprotoxicité  

 

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

portées chez les souris traitées avec le Graviola par rapport au témoin, De même, 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 suggère une altération de la fertilité des souris, 

mâles, femelles ou les deux. 

Aucun cas d'avortement n'a été observé, ceci concorde avec les résultats de l'étude menée par 

(Damasceno et al., 2002), qui ont constaté l'absence d'avortement chez les rates gestantes ayant 

reçu des doses élevées de l'extrait d'Annona squamosa pendant les cinq premiers jours de la 

gestation. 

Les coupes histologiques relatives aux utérus des souris ayant reçu le Graviola n’ont montré 

aucune anomalie architecturale par rapport aux témoins, ceci, malgré les résultats indiquant 

clairement une baisse de fertilité. Dans le même sens, Damasceno et al., (2002) n’ont observé 

aucune altération morphologique de l'endomètre utérin. Ceci suggère la possibilité que la plante ait 

causé une éventuelle reprotoxicité affectant d'autres organes que l’utérus, étant donné que les mâles 

et les femelles ont tous deux reçu 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 spermatozoïdes (Borg et al.,2010 

; Hou et al., 2021). Bien que l’étude de Eyeghre et al., (2023) a contredit cette hypothèse 

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 à l'arsenic trioxyde. 

 Les ovaires : Perturbant la maturation des gamètes en perturbant la sécrétion hormonale 

(Pelusi et al., 2008). 

 L'hypothalamus et l'hypophyse : Perturbant la régulation des hormones de l'axe 

hypothalamo-hypophyso-gonadique (HPG), y compris la testostérone, l'hormone 

lutéinisante, l'hormone folliculo-stimulante... Chez les femelles, nous pouvons observer 

une perturbation de la folliculogenèse et l'ovogenèse, entraînant un échec de l'ovulation et 

du cycle utérin (Piomboni et al., 2014). 

 Les trompes de Fallope : Provoquant une obstruction ou un dysfonctionnement (Shen et 

al., 2020). 
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Toutes ces hypothèses 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 bêta- 

glucanes, a fait l'objet d'un examen approfondi et de discussions au sein de la communauté 

scientifique. Les bêta-glucanes sont reconnus pour leur faible profil de toxicité, ce qui les rend 

prometteurs pour différentes applications thérapeutiques et suscite un intérêt 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 sûr et a été autorisé 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 

données disponibles suggèrent que l'arabinogalactane présente une faible toxicité et est bien toléré 

par l'organisme humain. Les études menées sur les animaux ont démontré l'innocuité de 

l'arabinogalactane, que ce soit lors d'une administration intraveineuse unique (chez la souris, à une 

dose de 5000 mg/kg) ou lors d'études de toxicité à doses répétées (chez le rat, à 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 à un traitement à 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 bêta-glucanes provenant de diverses sources, 

qui ont généralement observé une augmentation légère 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 l’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 étude, une potentielle synergie entre les deux 

polysaccharides (bêta-glucane et arabinogalactane) pourrait expliquer ces augmentations 

significatives des cellules immunitaires. Ceci confirme l’activité immunomodulatrice de ce mélange 

d’immunostimulants naturels. 

Glycémie et poids corporel 

 

Dans notre étude, une légère 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 l'étude menée par Williams et al., (1988), qui ont également constaté une 

légère diminution dans le poids corporel après 60 jours de la même expérience (Canaan et al., 

2021). 

Par ailleurs, notre étude a mis en évidence une légère 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 paramètre. En revanche, l'étude de 

Túrmina et al., (2012) a rapporté une diminution significative de la glycémie suite à 

l'administration par gavage de β-(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 céréalières riches en 

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

Nous avons observé que l'administration d'un mélange d'immunostimulants a entraîné une 

diminution significative du taux de cholestérol sanguin, tandis que le taux de triglycérides est resté 

inchangé. Nos résultats sont en accord avec l'étude clinique menée par (Nicolosi et al., 1999) portant 

sur le bêta-glucane de la levure boulangère, ainsi qu'avec ceux de Jonker et al., (2010) , montrant 

que l'administration de bêta-glucane d'orge (GlucagelTM) à des rats Wistar, à des niveaux 

alimentaires de 10 %, a entraîné une diminution significative de leurs taux de cholestérol sanguin, 

tandis que leurs taux de triglycérides ont demeuré stables. De plus, l'étude clinique menée par Kim 

et al., (2002) démontre qu'il n'y a aucun effet de l'arabinogalactane sur les paramètres lipidiques 

chez les personnes traitées avec des doses relativement élevées de ce polysaccharide, 
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Cela suggère que l'effet hypocholestérolémiant observé dans notre expérience est attribuable au 

bêta-glucane plutôt qu'à l'arabinogalactane. 

Les β-glucanes visqueux modulent le cholestérol de l'hôte en influençant le métabolisme des 

acides biliaires. Ils interagissent avec les acides biliaires, les empêchant d'être réabsorbés dans l'iléon 

terminal, ce qui entraîne une augmentation de leur excrétion fécale. Cela stimule la synthèse de 

nouveaux acides biliaires à partir du cholestérol, contribuant ainsi à abaisser le taux de cholestérol 

LDL systémique (Joyce et al., 2019). 

Les transaminases 

 

Le traitement des souris par le mélange d'immunostimulants n'entraîne 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 Babícek 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 bêta-glucane levurien testées, Plusieurs études menées sur des bêta-

glucanes de différentes origines appuient cette observation, ne montrant également aucun 

changement significatif dans ces deux paramètres (S. N. Chen et al., 2011, 2018; Jonker et al., 

2010). 

Vu le nombre très restreint des articles traitant la toxicité de l'arabinogalactane, et connaissant 

préalablement l'innocuité de ce traitement sur l'organisme, on peut suggérer que l'effet de ce mélange 

sur le taux de TGP est principalement dû au bêta-glucane. Une telle diminution pourrait refléter un 

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

Les paramètres de stress oxydatif 

 

Le bêta-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 prêt à 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 l'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 & Galbavý, (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 été 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 façon semblable à notre recherche, une 

étude a également signalé l'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 l’activités de la SOD dans le foie (Bobek & Galbavy, 2001). De la même manière, 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 suggèrent qu'il n'y a pas d'effet toxique global de notre mélange d'immunostimulants 

sur l'organisme, étant donné que le foie, principal organe de détoxification, ne montre pas de réaction 

significative. Toutefois, l'effet de ce mélange sur le cerveau est plus nuancé. Bien que l'augmentation 

notable de l'activité de la GPx cérébrale puisse être interprétée comme une tentative de l'organisme 

pour contrer les effets nocifs de ce mélange en neutralisant les radicaux libres et en réduisant les 

dommages oxydatifs, l'élévation des niveaux de MDA suggère que la production de radicaux libres 

dépasse la capacité de l'organisme à les neutraliser. Par conséquent, cela pourrait étayer l'hypothèse 

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

Une étude de Campa-Córdova et al., (2002) a constaté que la stimulation immunitaire induite 

par le β-glucane était assez efficace pour provoquer une augmentation de l'activité antioxydante de 

la SOD chez la crevette (Litopenaeus vannamei). 

Histologie 

 

Dans notre étude histologique, aucune altération ou lésion 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 l’orge,  où les conclusions de la nécropsie et de l'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 l’effet prophylactique des beta-glucanes, notamment, les travaux 

de Demirel Yılmaz et al., (2024) qui ont éclairci les effets histologiques du cisplatine sur le foie, 

mettant en lumière une congestion sinusoïdale, une dégénérescence hydropique, une 

désorganisation des cordons hépatiques et une infiltration cellulaire mononucléée. Lorsque le β- 

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 l'hypothèse de l'innocuité de ce mélange 

en termes de toxicité ou d'impact sur la fertilité, et ce, à une dose dix fois supérieure à la normale 

que nous venons d’utiliser dans cette étude. 

2.9 Conclusion : 

 
Le Graviola est une plante très utilisée en pharmacologie et en médecine traditionnelle. 

Elle possède un large spectre d’activités biologiques ; mais l’excès de la prise ou l’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. 

À l'issue de ces travaux, nous concluons que l'extrait brut des feuilles de Graviola ne 

présente aucun signe de toxicité chez les souris, à l'exception d'une baisse de la fertilité qui 

pourrait être liée à une reprotoxicité de la plante. Cela dit, il faut garder à l’esprit la célèbre 

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 l’étude de l’effet préventif du Graviola sur 

une cancérogénèse 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 β-glucane et d'arabinogalactane pendant 12 semaines 

à des souris à 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 l’utilisation de β-glucanes, a montré des résultats 

prometteurs dans le contrôle glycémique (J. Chen & Raymond, 2008; Y.-W. Kim et al., 2005). 

Le mécanisme sous-jacent à 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 être attribués à 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 manière générale, les réductions des niveaux de glucose, de cholestérol et de 

l'activité des transaminases hépatiques chez les souris en bonne santé suggèrent que les β- 

glucanes pourraient être explorés comme traitements préventifs et adjuvants dans diverses 

maladies chroniques dégénératives telles que le diabète, l'hypertension et la dyslipidémie. 
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3 Étude de l’effet préventif du Graviola, Dichloriacétate, 
immunostimulant en application seules ou combinées sur la 
cancérogenèse expérimentale de la peau : 

 
Soixante souris ont été réparties en dix groupes. Un groupe témoin (T), un groupe soumis au 

protocole de cancérogénèse 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 cancérogénèse. 

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

via l’étude des paramètres 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 à 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 exposé au protocole de cancérogénèse (flèches 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 lésions en formation. Il s'agit de papillomes hyperplasiques bénins touchant les cellules 

épidermiques (flèche bleue, grossissement x10). Un agrandissement à x40 a permis d'observer les 

cellules en expansion, certaines ayant développé une hyperplasie, anisocytose et anisocaryose 

(flèches 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 : l'épiderme (la couche la plus superficielle), le derme (la couche la plus épaisse) avec ses 

annexes cutanées, et l'hypoderme (principalement constitué de cellules adipeuses et musculaires). 

 

 

Figure 55: Photographies des régions dorsales et des coupes histologiques effectuées à 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 révèlent 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 révélé 

aucun bourgeonnement de l’épiderme provenant d’une prolifération cellulaire anormale. Nous 

avons également observé une architecture tissulaire bien préservé et l’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 

(flèches rouges). 
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Figure 56: Photographies des régions dorsales et des coupes histologiques effectuées à 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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Figure 57: Photographies des régions dorsales et des coupes histologiques effectuées à 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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Figure 58: Photographies des régions dorsales et des coupes histologiques effectuées à 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 à 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 après 

avoir été soumises à un protocole de cancérogénèse avec une application unique de 100µg de 

DMBA/100µl 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 même protocole et sur la même période. En revanche, 

d’autres équipes ont obtenu un carcinome spinocellulaire en appliquant un protocole similaire avec 

les mêmes doses de DMBA/huile de croton pendant 15 semaines (Agrawal & Pandey, 2013; Saini 

et al., 2010). Cette différence de résultat peut être expliqué par les travaux de Andrieu, (1991) qui 

ont rapporté que 18 semaines d'exposition à ce type de cancérogenèse chimique entraînent 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, l'âge et le poids des souris sont des 

facteurs limitant pour le développement de l'hyperplasie. En effet, les cellules cibles de la mutation 

induite par le DMBA sont les cellules souches de la couche basale de l'épiderme. Le nombre de ces 

cellules est très élevé pendant l'embryogenèse, modéré chez les nouveau-nés et très faible chez les 

souris âgées (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 

l’administration de doses croissantes de DCA sur 90 jours à 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 l'apoptose des cellules cancéreuses en réactivant la voie aérobie 

mitochondriale initialement inhibée pendant la cancérogénèse laissant place à 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 entraîné 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 être utilisé pour réduire la progression de la maladie et maintenir une 

stabilité à 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 cancérogénèse (DMBA/IS) ne montre aucun signe d'hyperplasie. Cependant, 

les souris du lot DMBA/IS présentent une réaction inflammatoire prononcée caractérisée par une 

infiltration plasmocytaire, granulocytaire et lymphocytaire selon l'analyse histologique. Cette 

réaction inflammatoire n'est déclenchée que lorsque les immunostimulants sont administrés en 

conjonction avec la cancérogénèse. Les résultats de l'étude de Riabchinskaia, (1983), qui a évalué 

l'effet des immunostimulants sur l'activité anti-inflammatoire du Butadion (un anti-inflammatoire 

non stéroïdien de synthèse), 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 β-glucane a une activité anticancéreuse en favorisant l'activité 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 β-glucane de levure, les 

polysaccharides des champignons ont également une activité antitumorale. L'arabinogalactane, un 

polysaccharide trouvé dans le mélèze, stimule la cytotoxicité des cellules tueuses naturelles (NK) et 

d'autres monocytes, améliore divers aspects du système 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 l'épiderme. Ces résultats concordent avec ceux de Hamizah 

et al., (2012), qui ont observé que l'extrait de feuilles de Graviola réduisait de manière significative 

le développement des tumeurs cutanées chez les souris exposées à une cancérogenèse 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'arrêt du cycle cellulaire en phase G₀ /G₁ ; (iii) provoque l'apoptose. Aussi, cet extrait module 

l'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 révèlent 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 l’effet préventif de produits (Grav/IS/DCA) en applications seules ou 

combinée utilisée contre la cancérogénèse chimique de la peau en trois étapes utilisant le 

DMBA comme initiateur et l’huile de croton comme promoteur, nous a mené à conclure 

que le protocole de cancérogénèse choisi induit le développement d’hyperplasies bénignes chez 

66,6% des souris. En outre, tous les traitements testés possèdent un effet préventif contre la 

cancérogénèse. Cependant les résultats morphologiques et histologiques indiquent que ces 

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

 
Pour l'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 (dernières semaines de 

l’expérimentation) entre les différents groupes (figure 60). Cela vaut tant pour les groupes de souris 

saines traités que pour les groupes de souris soumises à la cancérogénèse et simultanément traitées 

comparés aux groupes témoins. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 60: Variations du poids corporel des souris appartenant aux différents groupes 

expérimentaux. 
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3.3 La formule 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 à 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: Numération 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 l'absence de tout signe de toxicité des doses utilisées pendant toute 

la durée de l’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), l'administration de DCA à des doses de 

0, 12.5, 39.5, et 72 mg/kg/jour chez les chiens pendant 90 jours n'a entraîné aucun changements 

significatifs du poids corporel. 
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Les paramètres sanguins revêtent une importance cruciale dans l'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 paramètres hématologiques. 

Contrairement à 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 cancérogénèse (DMBA) par rapport au témoin. Nous 

pouvons croire que la dose de DMBA employée joue un rôle important dans le déclanchement de 

la réaction inflammatoire. Le choix que nous avons porté sur la dose relativement faible de 

l’initiateur peut être à l’origine de l’absence de réaction inflammatoire chez ces souris. 

Nos résultats ont révélé 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 à des souris 

mâles. Leur étude a révélé que le DCA entraînait une augmentation significative de la production 

de la cytokine inflammatoire TNF-α 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, DMBA/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 β-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 barrière de défense immunitaire contre les cellules cancéreuses (Noorbakhsh Varnosfaderani 

et al., 2024). Nos résultats concordent avec ceux de Yoon et al., (2008), qui ont injecté à 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 bêta- glucane à ces souris a inhibé les métastases 

des tumeurs de manière dose-dépendante. Les auteurs 
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ont rapporté que le bêta-glucane possède des propriétés antitumorales qui seraient dues à 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 à 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 

cancérogénèse n’implique pas le système 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 à un groupe témoin. Nos résultats sont 

aussi comparables à ceux de P & Durairaj, (2018), qui ont travaillé sur un modèle de tumeur induite 

par l'ascite lymphomateuse de Dalton. Ils 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 manière significative démontrant la capacité remarquable de l'extrait 

de feuilles de Graviola à inverser les paramètres hématologiques. 

L’augmentation de la population leucocytaire chez les souris traitées avec la combinaison des 

traitements simultanément à la cancérogénèse (DMBA/COMB) est plus importante que 

l’augmentation observé avec les trois traitements employés séparément et ce par rapport au groupe 

DMBA. Ce résultat est conforté par les résultats histologiques qui ont révélé 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 

DMBA/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 DMBA/IS. Cette importante augmentation de 

la population leucocytaire observée après la combinaison des différentes substances suggère une 

éventuelle synergie ou cumulation d’effet entre les immunostimulants et le DCA. Cependant, 

l'hypothèse d'une possible toxicité due à l'accumulation de toutes les substances (DCA+IS+Grav) 

reste plausible. 
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3.4 Les paramètres du stress oxydatif : 

 

3.4.1 La catalase (CAT) : 

 

La variation de l’activité de la catalase est présentée dans l’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 l’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 l’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 l’activité de la CAT a été relevée lorsque les souris sont 

traitées avec le DCA simultanément à la cancérogénèse. 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 l’activité de la CAT a été relevée lorsque les substances 

sont combinées (DMBA/COMB) par rapport à DCA et IS seuls avec le DMBA. 
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Figure 62: Variation de l’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 La superoxyde dismutase (SOD) : 

 
Les différentes variations de l’activité de la SOD sont présentées dans l’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 l’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 reçu du DCA. 
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3.4.2.2 Comparaison des lots DMBA versus témoin : 

 

La cancérogénèse entraine une diminution significative dans l’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 cancérogénèse 

restaure de manière significative l’activité de la SOD par rapport aux souris soumises à la 

cancérogénèse 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 à la cancérogénèse avec le Graviola restaure l’activité de la 

SOD de manière significative par rapport à la combinaison des traitements. Aucune différence 

significative n’a été relevée entre les autres groupes. 
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Figure 63: Variation de l’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. 

@p<0,05 versus DMBA/COMB. 

 

 

3.4.3 La GPx : 

 

Les différentes variations de l’activité de la GPx sont présentées dans l’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 l’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 reçu du DCA. 

3.4.3.2 Comparaison des lots DMBA versus témoin : 

 

 

La cancérogénèse entraine une diminution significative dans l’activité 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 cancérogénèse diminue de manière significative l’activité de la GPx par rapport aux souris 

soumises à la cancérogénèse 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 l’activité de la GPx n’a été relevée concernant ces groupes. 
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Figure 64: Variation de l’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 manière générale, les 

traitements utilisés contre la cancérogénèse tendent à diminuer les activités de la SOD et la GPx et 

à augmenter l’activité de la CAT lorsqu’ils sont administrés seuls par rapport au témoin (tableau 

8.A). Ces traitements, lorsqu’ils sont administrés simultanément à la cancérogénèse chimique 

tendent à augmenter l’activité de la SOD et à diminuer les activités de la CAT et de la GPx (tableau 

8.B). Cette observation est valide principalement pour de groupe DMBA/DCA, où l’activité de la 

SOD augmente tandis que celles de la CAT et de la GPx diminuent, toutes les trois de manières 

hautement significatives. 
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Tableau 8: Variation des activités des enzymes antioxydantes A) chez les groupes témoins. B) 

chez les groupes soumis à la cancérogénèse. 
 

 

A DCA vs témoin IS vs témoin GRAV vs témoin COMB vs témoin 

SOD  NS  P≤ 0,0001  P≤ 0,0001  P≤ 0,001 

CAT  P≤ 0,05  0,01  P≤ 0,05  P≤ 0,001 

GPx  NS  P≤ 0,01  P≤ 0,001  P≤ 0,001 

 

 

B 
DMBA vs témoin DMBA/DCA vs 

DMBA 
DMBA/IS vs 

DMBA 
DMBA/GRAV vs 

DMBA 
DMBA/COMB vs 

DMBA 

SOD  P≤ 0,01  P≤ 0,05 NS  P≤ 0,01 NS 

CAT NS  P≤ 0,001 NS NS NS 

GPx  P≤ 0,01  P≤ 0,01  P≤ 0,05  P≤ 0,01  P≤ 0,01 

 

3.4.5 Discussion : 

 
Les résultats obtenus concernant le stress oxydatif doivent être considérés de manière globale, 

car ils offrent un aperçu 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 à la peau. 

Les ERO jouent un rôle dans la pathogenèse de nombreuses maladies chroniques, y compris 

le cancer. Une corrélation positive a été observée entre une production excessive d'ERO et le cancer 

(Li et al., 2013), Cela est dû à un état oxydatif intense causé par un déséquilibre entre la production 

de radicaux libres et les systèmes de défense antioxydants (Federico et al., 2007). La complexité 

du rôle des ERO et des enzymes antioxydantes dans la tumorigenèse 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 rôle 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 à la cancérogénèse 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 l’activité de la SOD chez des souris développant une hyperplasie sous l’effet d’une 

cancérogénèse chimique employant le DMBA et l’huile de croton. De même, Ogbu et al., (2020) 

ont observé 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 l’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'hydrogène produit par la SOD et le métabolise en eau. Nos 

résultats n’ont pas révélé de différence significative de l’activité de la CAT chez les souris soumises 

à la cancérogénèse (DMBA) par rapport aux souris du lot témoin. Ce résultat va à l’encontre de 

celui de Subramanian et al., (2014b) qui ont rapporté une diminution significative de l’activité de 

la CAT dans les mêmes conditions. Nous pouvons expliquer ce résultat par le fait que des quantités 

élevées de H2O2 intracellulaires entraînent une activation préférentielle de la CAT alors que de plus 

faibles niveaux seraient préférentiellement pris en charge par la GPx. En effet, nos résultats 

suggèrent la présence de faibles quantités de H2O2 chez ce lot compte tenu de la faible activité de la 

SOD. 

Il est essentiel d'examiner comment la perte ou le gain de l’activité de la GPx affecte 

spécifiquement la neutralisation des oxydants et la signalisation redox dans le microenvironnement 

tumoral extracellulaire, et comment la GPx pourrait être 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 rôles complexes et dichotomiques en tant que suppresseur et promoteur de tumeur selon le type 

de cancer. Comprendre ces rôles est crucial pour déterminer son importance clinique en tant que 

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

D’une manière générale les souris simultanément soumises aux différents traitements et à la 

cancérogénèse présentent une augmentation de l’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 l’activité de la SOD 
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en réponse à un traitement à l’acide galique contre une cancérogénèse chimique de la peau. 

L'activation des caspases et de la phosphorylation oxydative par le DCA entraîne une augmentation 

de la production des ERO. Il a été démontré qu’un niveau accru de ERO, en particulier l’H2O2, peut 

mettre un terme au développement tumoral et induire l'apoptose (Bonnet et al., 2007). Cette 

hypothèse nous laisse penser que l’augmentation de l’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 H2O2, ce qui 

pourrait conduire à l'activation des processus d'apoptose chez les cellules cancéreuses. En effet, ce 

phénomène est similaire à celui observé chez les cellules cancéreuses, où le passage vers la 

phosphorylation oxydative mitochondriale induit par le DCA entraîne une augmentation des ERO 

(Haugrud et al., 2014; Zhou et al., 2019). L'augmentation des niveaux de H2O2 dans les cellules 

peut déclencher l'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 à la mort cellulaire programmée (Redza- Dutordoir & Averill-Bates, 

2016). Cela pourrait bien témoigner un état de stress oxydatif induit par nos substances étudiées. 

Cette hypothèse est confortée par nos observations histologiques. Deepalakshmi et al., (2013), ont 

observé la même 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 

l'activité de la SOD et réduire le taux de MDA (Sudanta et al., 2023). De même, Silihe et al., (2023) 

ont révélé une activité antioxydante du Graviola caractérisée par une augmentation des niveaux de 

GSH et de l’activités de la SOD, ainsi qu’une diminution des taux de MDA chez les rates traités par 

rapport à celles atteintes de cancer du sein induit par le DMBA. Ces résultats, qui suggèrent une 

forte activité antioxydante de l'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 révèlent une diminution significative de l’activité de la SOD et de la 

GPx chez tous les lots ayant reçu le traitement seul accompagné par une augmentation de 
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l’activité de la CAT. Ces résultats sont cohérents avec ceux d'une étude menée sur des souris mâles 

(B6C3F1) ayant reçu une dose de 154 à 410 mg de DCA par kilogramme de poids corporel par jour 

pendant 13 semaines. Une augmentation de l'activité enzymatique de la CAT suggère leur rôle en 

tant que mécanisme protecteur contribuant à la survie des cellules en réponse à ces traitements 

(Hassoun & Cearfoss, 2011). Nos résultats sont en accord avec ceux de Wang et al., (2020) qui 

ont observé que l'exposition fœtale au DCA entraîne une forte réduction de l'activité de la SOD et 

des niveaux de GSH, tout en augmentant l'activité de la CAT dans l'hippocampe des souris. Ces 

constatations suggèrent que le mécanisme de neurotoxicité dans cette région pourrait être associé à 

des dommages oxydatifs. À l’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 être expliqués par les travaux de Homa et 

al., (2013), qui ont testé l'effet d'une exposition dermique à un mélange d'immunostimulants, 

phorbol-12-myristate-13-acétate, lipopolysaccharides et concanavaline A, sur le ver de terre Eisenia 

andrei. Ils ont constaté que ces immunostimulants induisaient une diminution significative des ERO. 

On suppose donc que la diminution de l'activité de la SOD est due à la réduction de la production 

des ERO, en particulier l’anion superoxyde d'autant plus que la SOD constitue la première ligne de 

défense contre ces ERO. Kim et al., (2009) ont rapporté une augmentation de l’activité de la CAT 

sous l’effet du Beta-glucane, ce qui peut être due au propriétés antioxydantes de la Beta-glucane 

elle-même (Z. Wang et al., 2008). 

 

 

3.4.6 Conclusion : 

 
À la lumière de nos investigations, nous pouvons suggérer que les substances étudiées 

ont des effets sur les paramètres du stress oxydatif, les paramètres 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 suggère un état de stress oxydatif, potentiellement induit par ces substances dans le but 

de freiner la cancérogénèse. Nous pouvons résumer que d’une manière générale, la 

cancérogénèse entraine la diminution des activités de la SOD et de la GPx et une augmentation 

de l’activité de la CAT. Le traitement avec les différentes substances séparées ou combinées 

entraine la restauration ou l’augmentation de l’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 

l'impact significatif des substances sur les paramètres sanguins, soulignant leur potentiel en 

tant qu'agents modulateurs du système immunitaire et inflammatoire. Enfin, l'analyse 

histologique confirme les effets thérapeutiques des substances tout en révélant leur influence 

sur les réponses inflammatoires et immunitaires. Ces observations soulignent l'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 GENERALE ET PERSPECTIVES : 

Les recherches menées dans le cadre de cette thèse ont permis de mettre en évidence 

l’influence de la dose et de la fréquence d’administration sur le déroulement de la carcinogenèse. Il 

a été démontré que la modification de la fréquence d’administration pourrait être un moyen efficace 

d’accélérer la carcinogenèse, en particulier dans le contexte de l’évolution histologique de la tumeur. 

Par ailleurs, l’étude a souligné l’importance de la sélection de la dose idéale pour éviter l’atteinte 

d’un stade trop avancé de la tumeur qui pourrait masquer les effets des traitements à faible pouvoir 

anticancéreux. 

En ce qui concerne l’utilisation de plantes en pharmacologie et en médecine traditionnelle, 

l’étude a révélé que l’extrait brut des feuilles de Graviola ne présente aucun signe de toxicité chez 

les souris, à l’exception d’une infertilité qui pourrait être liée à une reprotoxicité de la plante. De 

plus, l’administration d’un mélange de β-glucane et d’arabinogalactane a montré des résultats 

prometteurs dans le contrôle glycémique, suggérant que ces substances pourraient être explorées 

comme traitements préventifs et adjuvants dans diverses maladies chroniques dégénératives. 

Enfin, l’étude a mis en évidence les effets variés des substances étudiées sur le stress oxydatif, 

les paramètres 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 même effet que les substances appliquées seules sur le plan 

morphologique et histologique. Toutefois, elle semble booster davantage la réponse immunitaire. 

Ces observations soulignent l’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 à une meilleure compréhension des mécanismes de la 

carcinogenèse et ouvrent la voie à de nouvelles perspectives pour le développement de traitements 

anticancéreux plus efficaces et moins toxiques. Ils soulignent également l’importance de la prudence 

dans l’utilisation de plantes médicinales, en raison de leurs effets potentiels sur la fertilité. Enfin, ils 

mettent en évidence le potentiel des β-glucanes et de l’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 

carcinogenèse 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 être 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 paramètres spécifiques à la 

carcinogenèse, tels que les cytokines, les protéines, l’apoptose, et l’expression des oncogènes ou des 

gènes 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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ANNEXES 
 

 
Préparation des solutions : 

 

 Solutions de DMBA et Huile de croton :
 

Pour une concentration de 100 µg/100µl d’acétone : 1mg de DMBA  1ml 

acétone 
Pour une concentration de 200 µg/100µl d’acétone : 2mg de DMBA  1ml 
acétone 

Pour une concentration de 1% d’huile de croton/acétone : 1ml huile de croton 
100 ml acétone 

 TBS ; Tris (50mM), NaCL (150mM) et pH 7,4 : Dissoudre 8,775 g NaCL dans 1L 
d’eau distillée, puis poser 6,057g Tris et compléter le volume à 1L par la solution 
NaCl (150 mM) et ajuster le pH à 7,4.

 Tampon phosphate (PBS) : il a été préparé à partir deux solutions ;
o Solution NaH2PO4 (2H2O) à 0.2 M soit 6.24g/200ml H2O. 
o Solution NaH2PO4 (12H2O) à 0.2 M soit 14.32g/200ml H2O. 

Mélanger 16ml de A + 84ml de B, après le PH doit être régler à 7.4. 
 H2O2 : 50.2ml H2O2 30V + 49.8ml H2O = 100ml H2O2

Pour les dosages des paramètres de stress oxydatif : 

1. Dosage des protéines par la méthode de Bradford 

 
 BSA (1 mg/ml) : Dissoudre 5 mg BSA dans 5 ml d’eau distillée.
 Réactif de Bradford : Dissoudre 100 mg de bleu de Coomassie (G 250) dans 50 ml 

d’éthanol (95%). Agiter par l’agitateur pendant 2 heures, puis ajouter 100 ml 
d’acide orthophosphorique (85%) et 850 ml d’eau distillée (pour obtenir 1 L de 
solution). Ce réactif doit être filtré puis conserver pendant 1 mois au maximum à 
une température de 4°C et à l’abri de la lumière.

 
2. Dosage de l’activité enzymatique de la catalase (CAT) 

 
 Tampon phosphate (0.1 M, pH 7.4)

Solution A, dissoudre 6,24 g NaH2PO4 (2 H2O) dans 200 ml d’eau distillée. 
Solution B, dissoudre 14.32 g Na2HPO4 (12 H2O) dans 200 ml d’eau distillée. 
Mélanger 16 ml de la solution A avec 84 ml de la solution B 

 
3. Dosage de l’activité enzymatique de la superoxyde dismutase (SOD) 
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 EDTA-Met (0,1 mM, 13 mM) : dissoudre 50 mg EDTA Na2 dans 50 ml tampon 
phosphate, prendre 11.16 ml de cette solution et ajouter 580 mg méthionine puis 
compléter avec 88,84 ml tampon phosphate.

 NBT (75 μM) : dissoudre 10,79 mg dans 5 ml tampon phosphate
 Riboflavine (2 μM) : dissoudre 0,1 mg dans 1 ml tampon phosphate

 
4. Dosage de l’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx) 

 
 GSH (0.1 mM) : Dissoudre 3,073 mg GSH dans 100 ml d’eau distillée.
 TCA (1%) : Dissoudre 1 g TCA dans 100 ml d’eau distillée.
 DTNB (1,0 mM) : Dissoudre 100 mg DTNB dans 250 ml de méthanol absolu.

 
5. Dosage du MDA 

 
 TBS ; Tris (50mM), NaCL (150mM) et pH 7,4 : Dissoudre 8,775 g NaCL dans 1L 

d’eau distillée, puis poser 6,057g Tris et compléter le volume à 1L par la solution 
NaCl (150 mM) et ajuster le pH à 7,4.

 TCA-BHT (TCA 20%, BHT 1%) : Dissoudre 20 g TCA dans 100 ml d’eau distillée 
pour obtenir la solution TCA 20% puis poser 1 g de BHT et compléter le volume à 
100 ml par la solution TCA 20% et agiter à chaud.

 HCl 0.6 M : Prélever 51,56 ml d’HCl et compléter le volume à 1 L par l’eau
distillée. 

 Tris-TBA (Tris 26 mM, TBA 120 mM) : Dissoudre 3,149 g Tris dans 1 L d’eau 
distillée, puis poser 17,299 g TBA et compléter le volume à 1 L par la solution Tris 
(26 mM).

 
6. Dosage du glutathione 

 
 Tris (0,4 M), EDTA (0,02 M) et pH 9,6 : Dissoudre 12,114 g Tris et 1,871 g EDTA

dans 250 ml d’eau distillée et ajuster le pH à 9,6. 
 EDTA (0,02 M) : Dissoudre 5,613 g EDTA dans 750 ml d’eau distillée.
 DTNB (0,01 M) : Dissoudre 200 mg DTNB dans 50 ml de méthanol absolu.

 L’acide salicylique (0,25%) : Dissoudre 250 mg d’acide salicylique dans 100 ml 
d’eau distillée.
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Abstract 

Background: The immune system is cri1ical in fighting 

cancer, so is it possible that the natural stimulation of this 
system can slow down or stop the evolution of cancer? 

Our in vivo study aimed to evaluate the protectiveeffect of 

the combination of five types of immunostimulants,which 

are Beta-glucan and Arabinogalactanas polysaccharides 
and three mushroom extracts (Reishi, Maitake, and 

Shiitake}, on 7,12-Dimethyl Benz[a]anthracene (DMBA}/ 

Croton oil-inducedpapilloma in Swiss albinomice. 

Methodology:We used blood count analysesto es1imate 

broadly the immunological reaction and biochemical 

techniques to determine the oxidative stress variations in 
the enzymatic activity of Superoxide dismutase (SOD), 

Catalase (CAT), and Glutathion peroxidase (GPx), which 

could have a preventive function against cancer 

development. 

Results: The cutaneous application of the OMBA/Croton 

oil caused precancerous hyperplasia in squamous cells 
(papilloma) on the back of the mice. Tumor development 

was accompanied by a decrease in SOO and GPx 

activities. The treatment with the immunostimulants 

led to the total disappearance of the incidence of skin 
papillomas and also showed a nearly back to normal SOD 

activity but not CAT and GPx activities.The increase in the 

leverof immune cells (lymphocytes,monocytes,and white 

blood cells}reflected a clear enhancement of the immune 
system activity. 

Discussion: The healthy epidermis observed withtreated 

mice simultaneously subjected to the cancerogenosis 

protocol suggests the inhibition of spinous cell proliferation 

leading to the total suppression of the hyperplasia. 
Moreover,the increasein thelevel of immune cells in this 

batch reflects an inflammatory reaction. lndeed,previous 

studies reported that immunostimulants, including Beta­ 

glucaninvolve a release of some inflammatory mediators 

who would be at the origin of its anticancer ac1ivity. 

Cancerogenesis has clearly disrupted the activities of 
the antioxidant enzymes, but the relationship between 

the two process is often complex. Bibliographie data 

ledus to suggest that low catalytic activities of CAT and 
GPx observed in treated mice simultaneously subjected 

to the cancerogenesis protocol, would have induce an 

accumulation of H202 which has often been described as 

an inducer of cancer cells apoptosis. 

Conclusion: lmmunostimulants used in our study 

could have an effective protec1ive effect against skin 

carcinogenesisvia the enhancement of the globalfunction of 
the immune system and modulation of the antioxidant 

defense. 

Keywords: lmmunostimulants, Beta-glucan, 
Arabinogalactan,Reishi,Maitake, Shiitake,DMBA, Croton 

oil, Oxidativestress,Carcinogenesis. 

Abbreviations: C, control group; Oc, drug control group; 
Pc, positive control group; St, sick treated group;DMBA, 

7,12 Dimethyl Benz[a]anthracene; NK, natural killer; CAT, 

catalase; SOD, superoxide dismutase, GPx, glutathione 

peroxidase; IS,immunostimulants;WBC,White blood cells; 
LY, Lymphocytes; MO, Monocytes; ROS, Reactive oxygen 

species; ONAB,Office national des aliments de bétail. 

 
Correspondingauthor:Mohammed Abdellaoui, 

Laboratory of Biochemistry and Environnemental 

xicology,Badji Mokhtar University- BP: 12, Sidi Amar, 

Annaba-ALGERIA. Tel:+213775631848, 

email:abdellaoui.m2015@gmail.com, 

 
 

32 

mailto:abdellaoui.m2015@gmail.com


188 

 

 

< J_ 

< 

 
Introduction 

Cancer is among the most common diseases 

worldwide. lts incidence continues to increase mainly 

 
Methodology 

Chemicals 

G. J.O. Issue 41, 2023 

because of the changes in lifestyle and environment. 

Non-melanoma skin cancers (NMSC) (squamous cell 

carcinoma and basal cell carcinoma) account for about 

a third of ail newly diagnosed malignancies in the United 

States, with the number approaching one million cases 

per year 1 There are three steps in skin carcinogenesis. 

The iirst one, the initiation stage, involves carcinogen­ 

induced genetic changes targeting genes like c-Ha-ras. 

The second step,the promotion,involves clonai expansion 

of the initiated cells to form visible premalignant lesions 

termed papillomas.Finally, the progression stage involves 

the conversion of papillomas to malignant tumors 

squamous cell carcinomas independent of the promotion 

(21_ 12-0-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA) is the 

most active component of croton oil.Severa! studies have 

shown that> 90% of DMBA/TPA-induced papillomas 

harbor the identical CAA-to-CTA mutation in codon 61 

in the Ha-ras gene, resulting in a Gln61Leu amino acid 

changec
3

J_ DMBA is an important atmospheric pollutant. 

lt cornes from the metallurgical industry, petroleum 

products,pesticides,and cigarette smoke. By atmospheric 

deposition,traces of DMBA can be found in various plant 

products<
4
J_ Ali this makes it possible for it to corne into 

contact, voluntarily or not, with the skin. Skin cancer is a 

public health problem for which it is necessary to study 

not only the treatment methods but also the risk factors 

and the prevention of occurrence. ln biotherapies, there 

is a multitude of non-toxic biological macromolecules 

that have antitumor properties <SJ . Polysaccharides such 

as p-glucan are an important component of mushrooms 

and a major factor in their bioactive properties; these 

polysaccharides are able to trigger various cellular 

responses, such as the expression of cytokines and the 

variation of the activity of the antioxidant system. They 

could bind other conjugate molecules, such as proteins, 

whose conjugation always possesses strong antitumor 

activities<
51_Studies in the literature have reported that the 

effect of some therapeutic molecules differs according to 

their combination; some of them gain in effectiveness, 

while others, on the contrary, partially or totally lose their 

effect (7) 

ln our study, we evaluated the preventive effect 

of a combined immunostimulant composed of two 

polysaccharides (P-glucan + Arabinogalactan) and a 

mixture powder of three mushrooms [Reishi (Ganoderma 

/ucidum} + Maitake (Grifolafrondosa) + Shiitake 

(Lentinula edodes}] on a two-step chemically induced 

skin carcinogenesis using the well-known DMBNcroton 

oil protocol from the literaturec
4sJ_ 

7,12-Dimethyl Benz[a]anthracene (DMBA) (Cat. 

No. G3463} and acetone were purchased from Sigma 

Aldrich, Saint Louis, USA. Croton oil was procured 

from Aroma essential oils, Haryana, lndia (Batch 

No.AECRE0/275/0717). p-glucan extract of the yeast 

Saccharomyces cerevIsIae and Arabinogalactan 

(from Larch tree) were obtained from Now food ot# 

21046780740},IL, USA. The immunostimulants Fengivivo 

(Reishi + Maitake + Shiitake extracted, respectively, 

from the following mushrooms, Ganoderma /ucidum, 

Grifolafrondosa, and Lentinela edodes) were procured 

from Vivophore, SPA Laboratories 

FRATER-RAZES Algiers-Algeria.. Ali other chemicals 

used were of analytical grade. 

Animais 

Six week old (20-25 g} adult male Swiss albino mice 

were obtained from Pasteur institute, Algiers, Algeria 

and housed in polypropylene cages. The animais were 

maintained for two weeks of adaptation prior to the start 

of the experiment. Mice were fed with a commercially 

available standard pellet diet supplied by ONAB (Annaba, 

A!geria) and water ad libitum and maintained in standard 

housing conditions with a temperature of 24 ± 4 °C. Mice 

were shaved two days before the DMBA treatment. 

This research was conducted in accordance with 

internationally accepted principles and ethics for the use 

and care of laboratory animais. 

Experimental design 

The induction of papillomas in mice by DMBN 

croton oil was carried out according to the method 

described by 9
J with some modifications. We studied 

the potential chemopreventive effect of the mixture of 

some lmmunostimulants, which are the 0-glucan (Beta- 

1,3/1,6-0-Glucan), Arabinogalactan, and a powder 

composed of three mushrooms, Reishi (Ganoderma 

/ucidum) + Maitake (Grifolafrondosa} + Shiitake (Lentinula 
edodes'j. We chose to use the therapeutic doses that are 

usually used in the respective pharmacopeia and the dose 

was selected on the basis of an average mice weight 

of 30g throughout ail the experiments. The mice were 

observed weekly based on mortality and weight gain/loss. 

No mortality was recorded during the whole experiment. 

Animais were divided into four groups (six mice/group) 

as follows: 
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• Control group (Cl:Mice received only100 µI of acetone 

on their shaved back. 

• Positive contrai group (Pc): Mice received a single 

dorsal dose of OMBA (100 µg/100 µI of acetone) as 

an initiation stage. After two weeks, mice received 

a dorsal application of croton oil (1% dissolved in 

acetone) 3 times a week as a promotion stage until the 

day of sacrifice. 

•  Orug control group (Oc}: Mice received a dose of 6.66 

mg/kg of ( -glucan --Arabinogalactan) and 6.66 mg / 

kg of a mixture of fungal IS powder (Reishi + Maitake 

+ Shiitake) dissolved in drinking water by oral gavage 

three times a week from the second week of OMBA 

application on the Pc group until the day of sacrifice. 

•  Siek treated group (St}: Mice received the same back 

treatment as the positive control (Pc) group as well as 

the same treatment as the Orug control (Oc) group by 

oral gavage (Fig.1.) 

Ouring the promotion,mice skins were checked weekly to 

record any appearance of papillomas. After 18 weeks of 

promotion, all the mice were sacrificed by decapitation. 

Skin tissue and liver were removed, and blood was 

collected inEOTA tubes for bloodcount analysis (by ERMA 

INC,Model:PCE-120N Machine). 

For some of the mice that were chosen for a skin 

biopsy, general anesthesia was performed by 

intraperitoneal injection of Avertin. The biopsy was done 

using scalpel blades and surgical scissors. Then, the 

mice were sacrificed. lmmediately after the blood sample 

collection, ail the sacrificed animais were dissected to 

remove the liver and then the skin biopsy samples, which 

were maintainedin a 10% formalin solution. 

Histological evaluation 

The skin sampies were immediately fixed in a 10% 

formol solution. Samples were dehydrated in a graded 

bath of ethanol followed by a lightening step with toluene 

and then included in paraffin (increased to 56/58°C). 

Sectioning of the samples into 5µm thick sections was 

carried out by using a microtome (Leica RM2235). 

The coloring step was performed according to the 

Hematoxylin-Eosin technique (Hematein-Eosin). Finally, 

the sections were observed and photographed with an 

optical microscope (Leica, Germany). 

Tissue and sample preparation 

Preparation of the liver homogenates 

After being removed and washed in a 0.9% NaCI 

solution, two grams of each liver were ground at a 

low temperature (4°C) in 4 ml of phosphate butter 

solution (TBS, Tris 50 mM, NaCI 150 mM, pH 7.4). After 

homogenization, the cell suspensions were centrifuged at 

9000 rpm for 15 min at 4°C. The supernatants were 

aliquoted and stored at -20°C for further use. 

 

 
Rgure 1: Animal treatment schedules with DMBA (red arrows), Croton oil (green arrows), acetone (white arrows), and IS gavage 

(triangle). Mice received DMBA onelime only; however, Croton oil, acetone, and immunostimulants were given three limes a week 

untiI the 20th week. 
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Total protein assay 

 
Results 

G. J.O. Issue 41, 2023 

The total protein determination was carried out 

following <1
0l, which is a spectrophotometric analytical 

technique used to determine the concentration of soluble 

proteins. A calibration curve of bovine serum albumin 

(BSA) was prepared in TBS butter; 50 µI of the 50-fold 

diluted sample was mixed with 2.5 ml of Bradford's 

solution.The mixture was vortexed, incubated for 5 min at 

room temperature in the dark, and then the optical density 

(00) was measured at 595 nm. 

Evaluation of oxidative stress parameters 

Activities of superoxide dismutase (SOD), catalase 

(CAD, and glutathione peroxidase (GPx) in liver 

homogenates were measured using reported protocols 
(11,12) 

 

 

Statistical analysis 

Results were expressed as a mean±SD for 6 mice of 

each group. Calculations were performed using Microsoft 

Ex:cel (2007) also Stat view IV®, Abacus Concepts 

Inc, USA, was used to analyze the data. p < 0.05 was 

considered to be significant. 

Consumption of IS over an 18-week period did not 

produce any observed health effects,such as an important 

weight change or mortality. 

Tumor incidence 

Fig. 2.(b) shows the representative photographs of 

papillomas in which we observed two large budding 

lesions on the back of lhe mice in the (Pc) group. The 

mice belonging to the (C) (Fig. 2(a)) and (De) (Fig. 2(c)) 

groups, on the contrary, showed a healthy skin surface 

with a normal color and appearance. The mice of the (St) 

group (Fig. 2.(d)) showed normal skinwith a slightly rough 

texture. 

Four of the six mice in the (Pc) group carried a tumor 

of more than 1 mm in length, which corresponds to a 

percentage incidence of 70%. Meanwhile, the (St) group 

did not show any appearance of warts, and therefore, we 

noticed a total inhibition of the tumor incidence. We also 

did not observe any appearance of warts even less than 

1 mm in length throughout the experiment in both the(C) 

and (De) groups. 

 

 
(a.) 

 
(b.) 

 

 (c.) 

Rgure 2: Effect of the combined IS treatment on the tumor incidence in different groups of animais. (a)(C) group,(b) (Pc) group, (c) 

(De) group, and (d)(S1) group. 
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the skin papillomagenesis 

The histological skin sections of the mice in the (C} 

group (Fig. 3.(a)} and (Oc} group (Fig. 3.(c}} revealed intact 

skin layers with a normal structure of the epidermis. 

Meanwhile, the skin of the mice in the (Pc) group (Fig. 

3.(b}} revealed that the budding lesions are papillomas 

expressing low grade hyperplasia with anisokaryosis, 

affecting the epidermis spinous cells (blue arrow, 10X). 

The 40X magnification allows for the observation of 

expanding cells (blue arrows). Histological sec1ions 

of the (St) group (Fig. 3.(d}) showed intact skin layers 

with a normal structure of the epidermis accompanied 

by a strong inflammatory reaction characterized by 

polynuclear, lymphocytic, and plasma B cell infiltration 

(red arrows). 

Blood count analysis 

Fig.4 shows that there are no significant differences 

in the levels of white blood cells (WBC}, lymphocytes (LV), 

or monocytes (MO) between the mice in the (C},(Oc), and 

(Pc) groups, whereas there is a significant increase in 

these latter blood cell species in comparison with the (St) 

group. 

SOD, CAT and GPx activities 

Fig. 5.(a) shows a significant and very significant 

decrease in SOO activity in mice subjected to chemically 

induced carcinogenesis (Pc group) (*p<0.05) and those 

receiving the combined IS (Oc group) (H*p<0.001), 

respectively, compared to the (C) group. Meanwhile,these 

was a significant increase in the SOO activity when mice 

subjected to chemically induced carcinogenesis were 
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Rgure 3: Histopathological analysis of Hematoxylin and eosin-stained sections of the skin of different experimental groups of 
animais, K: keratin, D: dermis,E: epidermis, blue arrow 1DX: benign hyperplastic papilloma,blue arrow 4DX: expanding cells, red 
arrows show immune cell in1iltration.Sectionsrepresent thefollowing groups, (a) (C) group, (b) (Pc) group,(c) (De) group and (d) 

(S1) group.(Leicaop11calmicroscope, Germany,Magnifications:1OX, 40X) 
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simultaneously treated with IS (St group) compared with 

those receiving only IS (Oc group) ($p<0.05). The GAT 

activity significantlyincreased in the (Oc) group compared 

to the (C) group (**p<0.01) (Fig. 5.(b)). This activity 

significantly decreased when the mice were subjected 

to the chemically induced carcinogenesis simultaneously 

with the combined IS treatment (St group} ($p<0.05). 

We observed a significant decrease in the GPx activity 

in both the (De) and (Pc) groups compared with the (C} 

group (**p<0.01). lnterestingly, the mice subjected to 

chemically induced carcinogenesis and simultaneously 

treated with IS (St group) showed a significant decrease 

in the GPx activity compared with the (Oc) and the (Pc} 

groups ($p<0.05} (Fig. 5. (cl). 

Discussion 

We used a combined IS [p-glucan + Arabinogalactan 

+ a mixture powder of three mushrooms: Reishi 

(Ganoderma lucidum), Maitake (Grifo/afrondosa), and 

Shiitake (Lentinula edodes)] in order to evaluate their 

preventive effect against a chemical carcinogenesis 

induced in vivo using the DMBA/croton oil protocol. The 

chosen IS are known in the literature by their proven anti­ 

tumor effect but have never been studied in combination. 

G. J.O. Issue 41, 2023 

ln the (Pc) group, the histological results showed a 

development of budding lesions in 70% of mice. These 

low grade papillomas were characterized by a dysplasia 

and a hyperplastic character with anisokaryosis. Our 

results are in agreement with previous studies that have 

observed a development of hyperplasia in about 80% of 

mice after 12 weeks of DMBA/croton oil experimentation 

1
13

•
1

••. While other studies have found a 100% rate of skin 

papillomas usingthe same protocol<9i_We suggest thatthis 

may depend on several factors such as the strain,the age 

or the stress of the animais during the experimentation. 

ln the (St) group, mice skin showed a healthy epidermis. 

This observation suggests the inhibition of spinous 

cell proliferation due to the simultaneous treatment 

with the combined IS, leading to total suppression of 

the epidermal hyperplasia. However, the (St) group, 

contrary to the (C) and (De) groups, which exhibited a 

normal skin, showed a strong inflammatory reaction 

characterized by granulocyte and lymphocyte infiltration. 

Many experimental studies have been carried out in order 

to find and better understand the possible anticancer 

effect of IS.Kobayashi et al., 2005but not against murine 

Lewis lung cancer 3LL cells, in vitro; (2 <1>1reported that 

the anticancer activity of p-glucan was due to the fact 

that it potentiates the cytolytic activity of macrophages 

 

 
Figure 4: Blood count analysis in different experimental groups of mice. There was a highly signifieant increase in WBC, .. p <Ü(C 

vs St), ### p <0.001(De vs St) , p <0.001(Pc vs St).There was a signifieant inerease in LY, * p<0.05 (C vs St),# p<0.05 (De vs St), 

p<0.05 (Pc vs St). There was no significant increase in MO between the(C) and (St) groups,but a significant increase between 

(De) and(St)# p <0.05 and a highly significant increasebetween (Pe) and (St) p <0.01.Values are expressed as mean ± SD (n = 6 

miee). 
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against tumor cells in vitro and its action mechanism 

involves macrophage stimulation and subsequent release 

of some inflammatorymediators. ln addition to the yeasty 

p-glucan, the mushroom's polysaccharides are endowed 

with anti-tumor activity. 

Arabinogalactan is a highly branched polysaccharide 

consisting of a galactan backbone with side-chains of 

galactose and arabinose sugars. Experimental studies 

have indicated that larch arabinogalactan can stimulate 

NK cell cytotoxicity and perhaps other WBC as well as 

enhance other functional aspects of the immune system 

and inhibit the metastasis of tumor cells of the liver16l_ 

The antioxidant power of both Reishi and Shiitake 

was proved in many studies. The Shiitake, administered 

alone117l or combined withoxaliplatin,whichis a synthetic 

anticancer drug, has amitigating effect on hepatocellular 

carcinoma 1181.The Shiitakecontains several moleculeswith 

an anticarcinogenic effect, such as the Lentinan, krestin 

and beta-1,3-glucans 1191. Reishi has several types of 

polysaccharidesincluding one designated as GL-1,which 

has been defined as a branched arabinoxyloglucan. This 

polysaccharide showed a tumor-suppressive activity in 

mice. Thiseffect may be due tothe macrophage activation 

inducing enhancement of phagocytosis,an increaseinthe 

NO release, and cytokines IL-6 and TNF-a production 

<19
)_ ln Maitake mushroom, both fractions of P-D-glucan 

present a high antitumor activity, and especially the 

"D-(1-6)-0-Glucan Having P-(I-3)-Branched Chain" 

exhibited intense antitumor activity on Sarcoma 180/ 

ICR mice by improving the immune system by activating 

macrophages,T cells, and NK (20l_ 

The results of the current in vivo study provided the 

evidence that our mixture of IS completely suppressed the 

development of papillomas on the back of micepreviously 

treated with DMBA/cotton oil by comparing them with 

the (Pc) group. ln support of the literature, the tumor 

suppression observed in our study may be due to the 

immunostimulation of innate and adaptativecell immunity 

againsttumorpromotion.lndeed,histological results of the 

(St) group showed a strong inflammatory reaction. These 

results were confirmed by the blood accounting test. We 

found asignificant increase in thelevels ofWBC, MO and LV 

in the (St) group compared with the (Pc) group. This result 

agrees with those in many studies<21
-
221which found that 

p-glucans were recognized by the innate immune system 

allowing modulation of the host's immune response. lt 

is recognized by the receptors of innate immunity cells 

(pattern recognition receptors (PRRs) likethe CR3,TLR,and 

the best known,Dectin-1. Neutrophils, macrophages,and 

dendritic cells, among others, express several receptors 

able to recognize p-glucan in its various forms. lt was 

reported that the p-glucan particulates bind to these 

39 

receptors and induce the dendritic cells infiltration into 

the tumor.This can lead to delayed tumor progression (22)_ 

Also,upon bindingp-glucan,innateimmunecells activate 

adaptive immunecells such as Band T lymphocytes or NK 

cells by secreting various cytokines, such as interleukins 

(IL-4, IL-6) and tumor necrosis factor-a (TNF-a) 12
324

)_ 

Arnong the models explaining the action mode of the 

p-glucan is that of "two steps".The first step consists of 

the recognition of p-glucan by the PRRs of macrophages 

or dendritic cells. Then, they will be intemalized and 

degraded into fragments,which will be released so that, in 

the second step, they reach and attach themselvesto their 

targets, which are NK or granulocytes, to activate them 

<2•1. Finaly, studies have reported that the chemopreventive 

effect of the mushroom's mixture could be mainly 

attributed to the presence of terpenes, polysaccharides 

and proteins that ensure its pharmaceutical properties 

are linked, among others, to their anti-inflammatory and 

antioxidant activities1
19

)_ 

Although several antioxidants do inhibit skin tumor 

initiation by procarcinogens antioxidants, vitamins E 

and C, as well as many other antioxidants, are very 

effective inhibitors of skin tumor promotion<
25

i_ Despite 

the reactive oxygen species (ROS) are known to cause 

DNA damages and increase mutagenesis, and thereby 

promote oncogenic transformation, the relationship 

between ROS and tumorigenesis is clearly complex and 

context-dependent. Chemical carcinogenesis leads to 

the excessive generation of ROS who favors the mutation 

of the Ha-ras gene, the main genetic transformation 

that induces the initiation of malignant cells in the skin 

of mice <25i_ To fighting against oxidative stress, the 

organism possesses a whole arsenal of enzymes. The 

most important among them are SOD, GAT and GPx. The 

functioning of these enzymes can be affected by cancer 

which can disrupt their activities. 

Our results showed a significant decrease in the SOD 

and GPx activities in both of the (De) and (Pc) groups 

compared with the (C) group. A significant increase in 

the GAT activity in the (De) group compared with the 

(C) group was observed. The decreased activity of SOD 

was reverted back to near normal levels in the (St) group 

compared with the (Pc) group, while the GPx activity still 

decreased significantly in the (St) group compared with 

the (Pc) group. 

Usually, the activity of the antioxidant enzymes varies 

simultaneously 1271
. The decrease in SOD activity in the 

(De) group compared to the (C) group indicates a low 

production of H,0
2 

which may explain the simultaneous 

decreasein GPx activity.The elimination of H,0 produced 

is therefore mainly dependent on the GAT, which may 

explain the increase in its activity. 
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Subramanian et al., 2014 (9), reported a decrease in 

both SOD and CAT activities in mice subjected to the 

same carcinogenesis protocol. These activities were 

significantly restored when mice were treated with 

gallic acid. A number of recent studies have suggested 

that neutralizing ROS can facilitate tumor progression 

and metastasis in multiple cancer types through distinct 

mechanisms (28!_ Ooskey el al., 2016 1291 reported that 

cancers with a low catalytic activity of CAT are likely to be 

more sensitive and are more vulnerable to H 0 . lndeed, 

Bonnet et al., 2007 (30) reported that HA produced by 

SOD from a superoxide anion can induce apoptosis of 

cancer cells and inhibit tumor development. ln support of 

these bibliographie data,we can suggest that the restored 

activity of SOD accompanied by the low catalytic activites of 

CAT and GPx in the (St) group would have induced an 

accumulation of H 0 , which would be at the origin of the 

inhibition of the carcinogenesis. 

Conclusion 

The combined DMBA/croton oil protocol induces 70% 

precancerous hyperplasia of epidermal cells within 18 

weeks of experimentation. But obviously, the progression 

to a malignant tumor requires more time according to the 

literature.The combined IS [ -glucan + Arabinogalactan 

+mixture powder of Reishi (Ganoderma /ucidum),Maitake 

(Grifo/afrondosa), and Shiitake (Lentinula edodes}] have 

immunomodulatory and chemopreventive effects against 

carcinigenesis. ln addition, it seems to strongly involve 

enzymatic activities of SOD, CAT, and GPx, leading to the 

suppression of the promotion stage. This effect might be 

due to a synergistic action of various components present 

in the combined treatment. 
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