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ABSTRACT

Adriamycine (ADR) is a chemotherapeutic agent widely employed in the treatment of
various cancerous diseases; however, its use is limited by side effects. This study intends to
appreciate, on one hand, the effects of an acute exposure to an average dose of ADR (7mg / kg
body weight) on the biochemical, haematological and histopathological aspects in male Wistar
rats, and on the other hand, the capacity of an antioxidant (lycopene) to restore the disruption
caused by ADR. Our results have noted an important body weight loss following
chemotherapeutic treatment. The determination of biochemical parameters indicates an
increase in serum glucose, triglycerides, and cholesterol, as well as an increase in urea and a
decrease in creatinine levels in ADR-treated rats when compared to controls. Furthermore, ADR
significantly depleted total white blood cells; haemoglobin and platelets counts.
Histopathological examination revealed various structural changes in the liver and kidneys of
ADR-injected animals. Indeed, the hepatic tissue presented elementary lesions, hepatocytes'
ballonisation and cytoplasmic clarification, accompanied with vascular congestion. The
morphological changes of renal tissues were represented by glomerular congestion with an
increase in Bowman's space, degeneration and expansion of all types of renal tubules. However,
the supplementation lycopene considerably reversed the weight gain, biochemical and

haematological disorders as well as tissue damage registered in ADR-treated rats.

Keywords: Adriamycin; Biochemical alterations; Hematology, Histopathology; Lycopene.



RESUME

L’adriamycine (ADR) est un agent chimiothérapeutique largement employé dans le
traitement de diverses maladies cancéreuses, cependant son utilisation est limitée par ses effets
secondaires. Cette étude tend a apprécier d'une part, les effets d’'une exposition aigue a une dose
moyenne d’ADR (7mg/kg de poids corporel) sur l'aspect biochimique, hématologique et
histopathologique des rats males Wistar, et d’autre part, la capacité d’'un antioxydant (lycopéne)
a restaurer les perturbations causées par I'’ADR. Nos résultats ont noté une perte pondérale
importante apres traitement au médicament chimiothérapeutique. La détermination des
parametres biochimiques indique une augmentation de la concentration sérique en glucose,
triglycérides, et en cholestérol, ainsi qu'une augmentation de I'urée et une diminution de la
créatinine chez les rats traités a 'ADR comparativement aux témoins. Par ailleurs, 'ADR a
diminué significativement les leucocytes totaux, le taux d’hémoglobine et des plaquettes.
L’examen histopathologique a révélé divers changements structuraux dans le foie et les reins
des rats traitées a I’ADR. En effet, le tissu hépatique a présenté des lésions élémentaires avec
ballonisation et clarification cytoplasmique des hépatocytes, ainsi qu'une congestion vasculaire.
Les modifications morphologiques des tissus rénaux sont représentées par une congestion
glomérulaire avec augmentation de 'espace de Bowman et une dégénérescence et une dilatation
de tous les types des tubules rénaux. Toutefois, la supplémentation du lycopéne a
considérablement reversé les désordres pondéraux, biochimiques et hématologiques ainsi que

les détériorations tissulaires observés chez les animaux traités a I'’ADR.

Mots clés : Adriamycine ; Altérations biochimique ; Hématologie ; Histopathologie ; Lycopéne.
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INTRODUCTION

Loin d’étre une maladie récente, les premiéres descriptions connues du cancer datent de
la haute antiquité. Le cancer peut se définir comme la prolifération de nouveaux tissus a
I'intérieur du corps. Ces derniers sont le résultat d’'une croissance excessive et anarchique d'une
seule cellule mutée, subissant une modification permanente de son ADN transmissible aux
cellules filles. Les mutations susceptibles de causer un cancer peuvent étre spontanées lors de la
réplication, mais elles peuvent également étre induites par des agents biologiques, chimiques ou
physiques. En effet, I'exposition a certains virus, des radiations, des stress environnementaux ou
encore a des médicaments anticancéreux peut étre la cause de mutations induites (Alberts et al.,

2002).

La chimiothérapie consiste en lI'administration de molécules anticancéreuses afin
d’éliminer les tumeurs invasives ayant tendance a se propager dans I'’ensemble des tissus, pour
former des métastases (Kesic, 2006). De nos jours, une spécificité implique la destruction des
cellules cancéreuses, tout en épargnant le plus possible les cellules saines environnantes (Hajdu,
2005). Environ une cinquantaine de médicaments sont disponibles, la plupart agissant sur les
cellules qui ont commencé un cycle cellulaire et qui s’apprétent a se diviser. Ces médicaments
sont distribués en plusieurs familles selon leur mode d’action ; les agents alkylants interagissent
avec I’ADN par l'extrémité de leurs chaines déficientes en électrons (Chlorambucil, Melphalan,
Cyclophosphamide). Les antimétabolites entrent en compétition avec un substrat nécessaire a
I'activité d’'une enzyme impliquée dans la synthése de I'ADN (5-Fluorouracil, 6-Thioguanine,
Méthotrexate). Plusieurs types de produits naturels et leurs dérivés, qui agissent eux aussi sur
I’ADN ; les taxanes (Paclitaxel, Docetaxel), les anthracyclines (Adriamycine, Daunorubicine,
Epirubicine), les alkaloides vinca (Vinblastine, Vincristine) et autres agents (Cisplatine,

carboplatine) (Tannock et Hill, 1998).

Parmi les agents chimiothérapeutiques, l'adriamycine (ADR) est un médicament
anticancéreux de la famille des anthracyclines. Produite tout naturellement par des
actinobactéries du genre Streptomyces, elle a été isolée pour la premiere fois en 1960 et
approuvée par la Food and Drug Administration (FDA) en 1974 (Hande, 1998 ; Minotti et al,
2004). Depuis, I’ADR est le meilleur antinéoplasique connu et le plus utilisé, entre autres dans le

traitement de cancers tels que les leucémies et les tumeurs solides (Mizutani et al., 2005).

Toutefois, I'utilisation clinique de I’ADR dans la chimiothérapie est limitée en raison de
ses effets cytotoxiques, les plus importantes étant cardiaque, rénale et testiculaire (Al-

Shabanach et al.,, 1998 ; Badary et al.,, 2000 ; Kang et al., 2002 ; Yilmaz et al., 2006).



L’adriamycine a été employé avec succes seul ou en association avec d’autres agents
chimiothérapeutiques homologues, en vue d’obtenir la régression d’affections néoplasiques
telles que la leucémie lymphoblastique aigue, la leucémie myéloide aigue, la tumeur de Wilms, le
neuroblastome, le sarcome des tissus mous, l'ostéosarcome, les cancers du sein, de I'appareil
reproducteur féminine, des testicules, du poumon, de la thyroide, de la vessie et de 1'estomac,

ainsi que I'épithélium spiono-cellulaire de la téte et du cou (Anonyme#1, 2014).

Comme c’est le cas avec d’autres agents cytotoxiques, l'utilisation de I'’ADR peut
entrainer une dépression médullaire importante, d'ou la nécessité d’effectuer un bilan
hématologique comprenant une formule leucocytaire, avant et pendant chaque cycle de
traitement par '’ADR. La leucopénie ou la granulocytopénie (neutropénie) liées a la dose
administrée et réversibles sont les principales manifestations de toxicité hématologique
associées a ’ADR et constituent les effets toxiques aigus limitant les doses les plus fréquentes
pour ce type de médicament. La leucopénie et la neutropénie atteignent généralement leur
«nadir » de 10 a 14 jours apres le traitement et auront cédé le 21¢me jour dans la plupart des cas.
La thrombopénie et I'anémie sont également possible. Les conséquences cliniques d’une
dépression médullaire profonde comprennent la fievre, l'infection, la septicémie, le choc
septique, I'hémorragie et la mort. Les manifestations de toxicité hématologique peuvent exiger la
diminution de la dose, l'interruption du traitement ou le report de celui-ci. Une dépression
profonde et tenace de la fonction médullaire peut se traduire par une surinfection ou une

hémorragie (Anonyme#1, 2014).

L’ADR est largement métabolisée par le foie et éliminée principalement par voie
hépatobiliaire. L'insuffisance hépatique accentue la toxicité des doses recommandées de ’ADR. Il
est donc recommandé d’évaluer la fonction hépatique avant et pendant le traitement, en dosant
les parametres biologiques classiques comme I'’ALAT, I’ASAT, les phosphatases alcalines et la
bilirubine. La clairance de I'’ADR peut étre plus lente et s’accompagner d'une toxicité globale
accrue chez les patients dont la bilirubinémie est élevée. L’administration de doses plus faibles
de 'ADR est recommandée chez ces patients. L’apparition d’'une jaunisse, éventuellement
associée a une modification de la coloration des urines (coloration rouge Durant 1 ou 2 jours
apres 'administration) et des selles, témoigne d’'une altération du fonctionnement du foie dont

les causes peuvent étre encore variées (Anonyme#1, 2014).

Plusieurs types de molécules a activité antioxydante sont synthétisés par I'organisme tel
que la superoxyde dismutase, les glutathion peroxydases et la catalase. De plus, divers composés
antioxydants d'origine alimentaire constituent un apport journalier important. Ces antioxydants

exogenes sont représentés par les vitamines A, C et E ; les caroténoides comme le lycopeéne et la
2



lutéine ; la taurine ; les polyphénols ; certains minéraux et oligoéléments comme le magnésium,
le zinc, le sélénium et le manganése. Ces systémes antioxydants interviennent en protégeant les
cellules des dommages oxydatifs induits par les radicaux libres. Le principe de leur emploi pour
prévenir l'apparition et le développement de certaines maladies dans lesquelles sont impliqués

des phénomenes oxydatifs semble séduisant (Pastre et Priymenko, 2007).

Les caroténoides sont présents chez de nombreux étres vivants, végétaux, animaux et
micro- organismes. Les animaux sont incapables de les synthétiser aussi que les procurent-ils
par leur alimentation. Ce sont des pigments photosynthétiques d’apparence orangée ou jaune,
liposolubles, appartenant a la famille des terpénoides en C40. Plus de six cent formes de
caroténoides ont été répertoriées a ce jour. Ils sont divisés en deux grandes familles : les
caroténes, uniquement composés de carbone et d’hydrogene, et les xanthophylles qui sont
synthétisés a partir des caroténes et possédent en plus des atomes d’oxygene. Dans le
chloroplaste, on distingue deux formes principales de caroténes (a-caroténe et (-carotene) et
cing de xanthophylles (lutéine, zéaxanthine, violaxanthine, anthéraxanthine et néoxanthine)

(Féret, 2009 ; Lichtenthaler, 1987).

Parmi les caroténoides, le lycopene est principalement contenu dans les tomates et leurs
produits dérivés, dans les abricots séchés, le melon d’eau et le pamplemousse rose (WCREF,
2007 ; Shareck, 2008). La transformation et la cuisson des tomates dans I'huile augmentent la
biodisponibilité du lycopéne (Krinsky et Johnson, 2005 ; Rao et Agarwal, 2000). Il ne présente
pas une activité équivalente a celle de la vitamine A (Rao et Agarwal, 2000), mais il posséde des
propriétés antioxydantes puissantes démontrées dans des modeéles expérimentaux (Rao et
Agarwal, 2000) et il joue un rdle dans la communication intercellulaire (Sharoni et al., 2004 ;

Heber et Lu, 2002).

Le lycopéne serait I'un des antioxydants les plus puissants parmi toutes les substances
caroténoides, lui conférant ainsi un réle dans la prévention des cancers et de I'athérosclérose en
diminuant les dommages causés par I'oxydation tant au niveau des lipides et des lipoprotéines
que des protéines et de I'acide désoxyribonucléique (ADN). Il serait également la substance
caroténoide prédomi nante dans le plasma humain. Le lycopene étant liposoluble, il se retrouve
généralement a l'intérieur des membranes cellulaires et dans diverses composantes lipidiques
telles que les lipoprotéines de basse densité (LDL pour low density lipoproteins) et les
lipoprotéines de tres basse densité (VLDL pour very low density lipoproteins). Il serait donc
logique de penser que son pouvoir de captation des radicaux libres est optimal dans un

environnement lipidique. Le lycopéne se retrouve également dans les glandes surrénales, les



testicules, le foie et la prostate. La distribution du lycopéne dans les tissus spécifiques est

importante a 'action bénéfique du lycopéne (Agarwal et Rao, 2000).

Les caroténoides, en particulier le lycopene, améliorent les réponses immunitaires chez
I'homme (Briviba et al., 2004 ; Watzl et al., 1999; Watzl et al, 2003) et des animaux de
laboratoire (Kim et al., 2004), et augmentent la résistance de 'organisme contre les infections
bactériennes. L’activité immuno-stimulatrice du lycopene s’applique sur les diverses cellules
immunitaires, y compris les lymphocytes, les macrophages et les cellules tueuses naturelles. Par
ailleurs, le lycopene augmente la synthese et la sécrétion des facteurs tumoraux cytotoxiques

par les cellules immunitaires.

Dans cette optique, notre étude vise a appréhender les propriétés bénéfiques du

lycopéne chez le rat male adulte traité a ’ADR, en évaluant les aspects suivants :

+» Etude de la variation pondérale corporelle, du foie et des reins.

K/ . hY . . . ya

+» Mesure de la concentration de quelques parametres biochimiques sériques.
¢ Détermination des parametres hématologiques.

+ Etude histologique hépatique et rénale.



CHAPITRE 01. LUMIERE BIBLIOGRAPHIQUE
I. LA CHIMIOTHERAPIE

1. RAPPEL SUR LE CANCER

Le cancer est une maladie qui prend des millions de cellules, regroupées en tissus et en
organes tels que les muscles, les os, les poumons, le foie, etc. chaque cellule contient des génes
qui régissent son développement, son fonctionnement, sa reproduction et sa mort.
Habituellement, les instructions sont claires; nos cellules obéissent et nous demeurons en
bonne santé. Il arrive que les instructions deviennent confuses et qu'une cellule se comporte de
maniere anormale. Aprés un certain temps, les groupes de cellules anormales forment une

masse appelée tumeur (Anonyme #2, 2004).

Les tumeurs peuvent étre bénignes (non cancéreuses) ou malignes (cancéreuses). Les
cellules, formant des tumeurs bénignes, demeurent localisées dans une partie du corps et ne

mettent généralement pas la vie en danger (Anonyme #2, 2004).

Les cellules a I'origine des tumeurs malignes peuvent envahir les tissus qui les entourent
et se répandre dans d’autres parties du corps. Les cellules cancéreuses qui se propagent dans
d’autres parties du corps sont appelées métastases. Le premier signe de cet envahissement est
souvent 'enflure des ganglions lymphatiques situés pres de la tumeur, mais les métastases
peuvent atteindre pratiquement toutes les parties du corps. Les tumeurs malignes peuvent étre

dangereuses, il est important de les détecter et de les traiter rapidement (Anonyme #2, 2004).

2. LES TRAITEMENTS CHIMIOTHERAPEUTIQUES
2.1. Définition de la chimiothérapie

La chimiothérapie consiste en l'administration de molécules anticancéreuses afin
d’éliminer les tumeurs invasives qui ont tendance a se propager dans 'ensemble des tissus, pour
former des métastases. Pour ce qui est généralement utilisée a des stades avancés, seule ou en

combinaison avec la radiothérapie (Kesic, 2006).

Pendant la premiére guerre mondiale, on découvrit aussi un effet thérapeutique a la
moutarde azotée, un gaz asphyxiant. En effet, elle diminuait considérablement les taux de

globules blancs dans le sang et fut alors utilisée dans le traitement des leucémies (Hajdu, 2005).

De nos jours, une spécificité du traitement chimiothérapeutique est davantage recherchée
et implique la destruction des cellules cancéreuses, tout en épargnant le plus possible les cellules

saines environnantes (Hajdu, 2005). Les cellules cancéreuses se développent de maniere
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incontrélée. Les médicaments chimiothérapeutiques peuvent ralentir ou méme bloquer le
développement des cellules cancéreuses et ainsi les empécher de se multiplier ou d’envahir

d’autres parties du corps.

La chimiothérapie est un traitement puissant possédant des effets sur tout le corps. Par
conséquent, elle peut également endommager les cellules saines. Ces dommages provoquent des
effets secondaires. La plupart du temps, ces dommages sont temporaires et les cellules saines se

réparent d’elles-mémes (Anonyme #2, 2004).
L’administration d’'une chimiothérapie peut poursuivre les objectifs suivants :

e Destruction du cancer : La chimiothérapie, utilisée seule ou associé a d’autres traitements,
vise a détruire les cellules cancéreuses dans le corps. De nombreux types de cancer
peuvent étre traités par une association de médicaments chimiothérapeutiques
(chimiothérapie d’association).

e Réduction de la taille d’'une tumeur avant d’autres traitement : Elle est parfois utilisée pour
réduire la taille d'une chirurgie ou une radiothérapie (Chimiothérapie néoadjuvante).

e Destruction des cellules cancéreuses aprés d’autres traitements: La chimiothérapie est
souvent utilisée en plus d'une chirurgie ou d'une radiothérapie des cellules cancéreuses

qui auraient échappé au bistouri ou aux rayons X (Chimiothérapie adjuvante).

2.2. Les agents chimiothérapeutiques
2.2.1. Les agents cytotoxiques

Les cytotoxiques entrainent des lésions de I’ADN de la cellule lorsque celle-ci entre en
division ou mitose. Les lésions occasionnées déclenchent soit la mort immédiate ou nécrose de la
cellule, soit un arrét du cycle cellulaire avec deux possibilités : l1a réparation de I’ADN 1ésé ou, en
cas de réparation impossible, le suicide cellulaire par apoptose. Le processus de division existe
pour toutes les cellules, tumorales ou non, d’ou la non spécificité des chimiothérapies.
Cependant, les cellules tumorales, par perte de controle du cycle cellulaire, se divisent plus
rapidement que les cellules normales, ainsi elles sont sensiblement plus atteintes que ces

derniéres (Chauvergne et Hoerni, 2001).

La regle la plus fréquente est la poly-chimiothérapie. L’association de plusieurs molécules
a pour but de majorer 'activité cytotoxique sans majorer sa toxicité. Les anticancéreux choisis
en association auront un effet cytotoxique additif voir synergique, seront actifs individuellement
et par des mécanismes d’action différents et n’auront pas de résistances croisées connues. Afin

de minimiser la toxicité envers les tissus sains, les associations de molécules a méme cible de
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toxicité sont proscrites et les interactions pharmacocinétiques sont évitées (Cazin et Robert,

2008).

Les molécules cytotoxiques sont classées selon leur mode d’action. On distingue les classes
interagissant directement avec '’ADN des autres classes d’interaction indirecte (Cazin et Robert,

2008 ; Méricetal.,, 2004) :

A. AGENTS A INTERACTION DIRECTE AVEC L’ADN
2.2.1.1. Les alkylants

L’alkylation est I'action de remplacer un hydrogene (proton) par un groupement alkyle
(méthyl, éthyle, propyle, etc.... en fonction du nombre des atomes de carbone). A priori, cette
alkylation peut se faire sur toutes les molécules hydrogénées. Toutefois, en cancérologie, on
considére que seule l'alkylation du matériel génétique concoure a l'effet cytostatique. Les
alkylants sont extrémement réactifs et vont produire des lésions covalentes entre les brins
d’ADN, ce qui a pour effet d’entraver les processus de réplication et de transcription. De
nombreux produits font partie de cette famille. Le cisplatine qui, au titre de la famille des
organoplatines, et vu son utilisation large (cancers: ovaire; testicule; prostate; vessie et

poumon), peut étre considéré comme un chef de file de cette famille (Monassier, 2012).

2.2.1.2. Les intercalants

Les médicaments intercalants se placent dans les sillons de 'ADN et forment un complexe
trimérique entre le médicament, I’ADN et la topoisomérase de type II. Cette formation concoure
au blocage de la transcription. Par soucis de clarté, nous les séparons ici des inhibiteurs directs
des topoisomérases. Les deux chefs de file de cette famille sont l'adriamycine et la

daunorubicine qui ont donné naissance au groupe des anthracyclines (Monassier, 2012).

2.2.1.3. Les scindants

Le principal médicament scindant est la bléomycine. Ce produit est, lui aussi, un
antibiotique d’origine naturelle. Elle agit en induisant des coupures monocaténaires de I'’ADN

mais tous ses effets ne sont pas connus (Monassier, 2012).

2.2.1.4. Les inhibiteurs des topoisomérases

Les topoisomérases sont des enzymes clés dans les processus de réplication. Elles
permettent de couper les brins d’ADN pour les dérouler (ADN gyrases ou topoisomérases II) et
d’induire des coupures bicaténaires pour séparer les chromosomes avant la mitose

(topoisomérase I). Ces deux types de topoisomérases sont ciblées par des anticancéreux. Le
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produit le plus utilisé est l'irinotécan. Il entre dans des protocoles d’associations d’agents

anticancéreux (Monassier, 2012).
B. INTERACTION INDIRECTE AVEC L’ADN
2.2.1.5. Les antimétabolites

Ces sont des analogues structuraux des bases nucléiques ou faux substrats qui vont
s'incorporer dans '’ADN a la place des bases puriques (adénine, guanine) ou pyrimidiques
(thymine, cytosine, uracile), ou inhiber des voies métaboliques participant a la biosynthese de

ces bases (inhibition de la synthése d’acide folique par les antifoliques) (Monassier, 2012).
a. Les inhibiteurs de la synthése de I'acide folique (les antifoliques)

L’acide folique ou vitamine B9 est une substance indispensable a la synthese de I’ARN et
de 'ADN. Les besoins sont particuliéerement importants pour toutes les cellules normales en
croissance rapide mais aussi, bien entendu, pour les cellules cancéreuses. Elle va subir plusieurs
réductions permettant de générer de l'acide tétra-hydrofolique qui est un cofacteur
indispensable a la synthése des bases puriques (adénine, guanine) et de la thymine (base

pyrimidique) passant par la thymidylate synthase (Monassier, 2012).
b. Les antipyrimidiques

Pour la plupart, ces substances exercent des effets complexes passant par l'inhibition
d’enzymes impliquées dans la synthése de ’ADN, mais aussi en s’incorporant dans I’ADN et/ou
I’ARN a la place des nucléotides normaux. On retrouve le 5-fluorouracil (5-FU) comme chef de
file de cette famille puisque deux de ces métabolites ; le fluorodéoxyuridine monophosphate et
le 5-fluorouracile triphosphate, peuvent s’incorporer respectivement dans I’ADN et I’ARN pour
en altérer le métabolisme et la fonction. La gemcitabine s’incorpore dans ’ADN et cette fixation
induit des erreurs irréversible sur le cadre de lecture. De la méme maniere, I'azacitidine, en
s’'incorporant dans I’ADN va réduire le niveau de méthylation de ce dernier et donc produire des
anomalies de I'expression génique. Finalement, I'incorporation de la cytarabine est responsable
de l'inhibition de 'ADN polymérase et donc de la synthése du matériel génétique (Monassier,

2012).
¢. Les antipuriques

Ces médicaments ont des modes d’action trés voisins des antipyrimidiques puisqu’ils
entrent dans les cellules pour y étre métabolisés et agir comme faux substrats de la voie de
biosynthese des purines. IIs vont donc altérer la syntheése de 'adénine et de la guanine puis
s’'incorporer dans I’ADN et 'ARN comme de « fausses bases ». Les plus vieux chefs de file sont la

mercaptopurine « PURINETHOL® » et la thioguanine « LANVIS® ». Ces produits sont des
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analogues de la guanine utilisés principalement dans la prise en charge des leucémies

(Monassier, 2012).
2.2.1.6. Les inhibiteurs de la transcription et de la réplication

Par inhibition des ADN topoisomérases I ou II, ils induisent des anomalies

conformationnelles de 'ADN (Monassier, 2012).
2.2.1.7. Les antimitotiques

Leur cible est la tubuline cytoplasmique dont la polymérisation/dépolymérisation est
indispensable a la formation du fuseau mitotique. Le résultat final sera le blocage de la cellule en

mitose. Deux classes se distinguent par leur mode d’action (Monassier, 2012) :

Les alcaloides de la Pervenche ou vinca-alcaloides : surnommeés « Poisons du fuseau », ils
inhibent la polymérisation de la tubuline.

= Les taxanes : ils inhibent la dépolymérisation de la tubuline.

2.2.1.8. Divers (Monassier, 2012)

= L’Hydroxycarbamide : est un inhibiteur de la ribonucléotide réductase.

= L’Asparaginase : est une enzyme catalysant I’Asparagine, acide aminé non synthétisé par
les cellules tumorales.

= Le Bortézomib: est un inhibiteur du protéasome stimulant I'apoptose des cellules

tumorales.
2.2.2. Les thérapies ciblées

Les thérapies ciblées, venues s’ajouter a la chimiothérapie cytotoxique plus tardivement,
ciblent des protéines impliquées dans le controle de la prolifération et de la mort cellulaire
autrement dit ciblent une cause de 'anomalie a l'origine du cancer et non plus l'effet qui en
résulte. Elles sont particulierement efficaces lorsque l’anomalie moléculaire ciblée est
déterminante dans l'oncogenése. Souvent, les tumeurs solides résultent d’accumulation
d’anomalies moléculaires. Les thérapies ciblées sur une seule anomalie n'auront qu’'un effet
transitoire. Ciblées sur une protéine, ces thérapies sont également ciblées sur des patients
sélectionnés sur des critéres moléculaires : la cible doit étre présente et active dans la tumeur a

traiter (Tubiana, 2011).
2.3. Les effets secondaires de la chimiothérapie

Les traitements de chimiothérapie s’attaquent aux cellules qui se multiplient rapidement.
1] 7 . ) . . .
C’est le cas des cellules cancéreuses mais, malheureusement, c’est aussi celui de certaines

cellules saines de I'organisme (cheveux, cellules du sang, cellules de 1a muqueuse gastrique...). Ce
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phénomeéne explique pourquoi la chimiothérapie est associée a de nombreux effets secondaires

(ARC, 2009).
2.3.1. Les effets secondaires hématologiques

Certaines chimiothérapies conduisent a la destruction des cellules de la moelle osseuse qui
donnent naissance aux cellules du sang: globules rouges, globules blancs et les plaquettes. La
diminution du nombre des globules rouges et du taux d’hémoglobine entraine principalement
une fatigue intense. Un traitement par I'érythropoiétine (EPO) ou par transfusion sanguine est
envisagé. La leucopénie (diminution du nombre des globules blancs ou leucocytes) réduit la
résistance de I'organisme aux infections. Un traitement a base d’antibiotique et la thrombopénie
(diminution du nombre des plaquettes sanguines) augmentent le risque d’hémorragies (ARC,

2009).
2.3.2. Les effets secondaires digestifs

Les nausées et vomissements induits par certains médicaments chimiothérapeutiques
peuvent désormais étre prévenu grace a des traitements dits « antiémétique ». De méme,
I'administration de « ralentisseurs de transit » ou au contraire de laxatifs permet de lutter contre
les diarrhées et les épisodes de constipations qui peuvent étre provoqués par certaines

chimiothérapies (ARC, 2009).

Les chimiothérapies peuvent, en outre, altérer la muqueuse de la bouche. Il faut alors
limiter au maximum l'installation de la sécheresse buccale en buvant régulierement de I'eau, en

sucant ou mastiquant des gommes a macher ou des glacons (ARC, 2009).
2.3.3. L’alopécie

La chute des cheveux demeure I'un des effets indésirables des chimiothérapies le plus
redouté. Il faut savoir que tous les médicaments de chimiothérapie n'induisent pas une chute des
cheveux et que, dans tous les cas, le phénomeéne est réversible a I'arrét du traitement (ARC,

2009).

3. LES ANTHRACYCLINES

Au début des années soixante, des chercheurs francais et italiens ont isolé simultanément
la méme molécule antibiotique a partir de souches de Streptomyces caerolearubidus et peucetius.
Le nom italien de cet antibiotique fut daunomycine (Di marco et al., 1965), et le nom francais
fut rubidomycine (Dubost et al., 1963) pour enfin de compte étre actuellement distribué sous le
nom de daunorubicine ou daunomycine. L’activité anti tumorale de cet antibiotique fut

rapidement mise en évidence et il devient le chef de file d'une famille d’anticancéreux
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appartenant a la famille des anthracyclines. La doxorubicine (adriamycine), un analogue
14_hydroxy de la daunorubicine fut isolée d’'une souche mutante de Streptomyces peucetius (var
caesius) (Arcamon et al., 1969). Depuis les années soixante-dix, de nombreuses anthracyclines
ont été développés au cours de différentes études in vitro et in vivo, durant lesquelles ces
produits ont montré une large diversité dans leurs actions biologiques et chimiques. Parmi les
analogues testés dans des études précliniques, beaucoup se sont avérés décevants en phase

d’essais cliniques I et [ (Muggia et Green, 1991).

Les anthracyclines représentent une famille de médicament anticancéreux d’origine
naturelle, isolés sous forme d’antibiotiques a partir de microorganismes. Leur suffixe
« rubicine » rappelle leur couleur rouge intense bien visible dans les flacons de poudre pour
solution injectable. Elles agissent en s’intercalant entre les paires de bases azotées de ’ADN et

inhibent l'activité de la topoisomérase IL

3.1. Structure et propriétés physico-chimiques
3.1.1. Structure

Les anthracyclines possédent la structure poly aromatique des tétracyclines, avec un
amino-sucre, la daunosamine, étant attachée par une liaison glycosidique. Les agents
cytostatiques de cette classe ont tous une structure quinone et hydroquinone, qui leur permet de

fonctionner comme accepteur et donneur d’électrons.

La structure chimique des anthracyclines inclut deux composants: un composant
polycyclique aromatique (tétracycline) correspondant a la portion aglycone (anthraquinone) et

un composent sucré (glucosamine) correspondant a la daunosamine (Fig.1).
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Figure 1. Structure chimique des anthracyclines (Prat et al., 1994).

3.1.2. Propriétés physico-chimiques

Les anthracyclines sont amphiphiles, et des bases faibles avec un pKa approximatif de 8,6

(Gallois et al., 1996) pour les molécules indiquées dans la figure 1. De ce fait, ces molécules a pH
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physiologique (7,2-7,4) et a 20°C portent une seule charge positive au niveau du groupe amine
de la daunosamine, et son neutre au niveau de la structure polycyclique. Ces molécules se
différencient par leur caractére lipophile défini par leurs substituants. L’évaluation des
coefficients de partition met en évidence des molécules de caractere hydrophobe faible pour
I'adriamycine, intermédiaire pour la daunorubicine et élevé pour l'indarubicine (Gallois et al.,

1996). Les anthracyclines dans I'’eau, le méthanol et les solutions hydroalcooliques.

La structure polycyclique aromatique attribue a cette famille d’anticancéreux un groupe
chromophore porteur d'une propriété de fluorescence. Les mesures de lintensité de
fluorescence permettent d’évaluer la concentration des anthracyclines. De plus, 'analyse des
modifications des spectres de ces molécules permet également la mise en évidence
d’interactions entre elles ou avec leur environnement. Les différents travaux fondamentaux de
I'équipe de Garnier-Suillerot ont porté sur les variations spectroscopiques d’une série
d’anthracyclines (Gallois et al, 1996 ; Gallois et al, 1998 ; Laigle et al, 1996). En solution
éthanolique, les spectres mesurés indiquent un état monomeére de référence. En solution
aqueuse les résultats varient en fonction de la concentration. A forte concentration pour la
doxorubicine et la daunorubicine l'intensité de fluorescence n'est plus corrélée a la
concentration et les ratios de fluorescence sont modifiés, impliquant un état d'équilibre entre les
formes monomeres et dimeres (Laigle et al, 1996), alors que l'indarubicine méme a forte

concentration reste sous forme monomere (Gallois et al., 1998).
3.2. Méthodes de détection des anthracyclines

Lorsque I'anthracycline est marquée par un isotope (tel que le tritium), il est possible de
réaliser des quantifications absolues (Merlin et al., 1995 a). Il est également possible d’exploiter
les propriétés de fluorescence des anthracyclines par cryométrie en flux (Merlin et al., 1994),
et/ou absolues par spectroscopie de fluorescence classique, microspectrofluorimétrie
(Belhoussine et al, 1998 ; Gallois et al, 1996), et par des techniques de chromatographie
(Brenner et al., 1985). Les interactions entre elles ou avec les compartiments cellulaires peuvent
étre étudiées par les techniques de spectroscopie de fluorescence (Gallois et al., 1998 ; Gallois et
al.,, 1996 ; Laigle et al., 1996). Enfin, leur distribution subcellulaire peut étre analysée par les
techniques d’imagerie en microscopie de fluorescence (Duffy et al.,, 1996 ; Lampidis et al., 1997 ;

Merlin et al., 1995 a).

3.3. Mécanismes d’action
3.3.1. Intercalation dans ’'ADN
Les anthracyclines se lient de facon non covalente aux doubles-brins de '’ADN pour former
un complexe [ADN-antracycline]. Les interactions dans ce complexe sont de deux ordres,
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hydrophobes et électrostatiques. Les interactions électrostatiques impliquent d’une part, le
groupe amine chargé positivement en C'z de la daunosamine des anthracyclines, et d’autre part
le groupe phosphate chargé négativement de I'’ADN (Priebe et Perez-soler, 1993). Les
interactions hydrophobes impliquent la structure anthraquinone des anthracyclines, par
I'intermédiaire des cycles aromatiques B, C et D, et les paires de bases de 'ADN (Booser et
Hortorbagyi, 1994). Les liaisons hydrophobes se traduisent par un empilement (Staking), qui
pourrait expliquer 'atténuation de la fluorescence émise par les anthracyclines en présence
d’ADN (Barthwal et al,, 1994). Les sites d’intercalation ne sont pas spécifiques mais sélectifs
pour les triplets de bases (Pyrimidine-Adénine-Pyrimidine), et se situent préférentiellement

dans des régions associées a des délétions et de substitutions de bases (Anderson et al., 1991).
3.3.2. Inhibition de la synthése des macromolécules

Les différents travaux menant a ce sujet sur un panel de lignées cellulaires, principalement
pour la daunorubicine et/ou la doxorubicine, ont montré une inhibition de la synthese de 'ADN
et de I’ARN pour des concentrations respectivement de 'ordre de 0,2 a 5 uM (Dano et al,, 1972 ;
Di Marco et al., 1965) et 2 a 100 pM (Momparler et al, 1976). Cependant, la relation entre
I'inhibition de synthése de I’ADN et 'effet cytostatique reste discutée, en particulier pour les

faibles concentrations (Siegfried et al., 1983).
3.3.3. Formation d’adduits d’ADN et liaisons-croisées

Les hypothéses concernant les voies d’inhibition de la biosynthése des acides-nucléiques
(ADN et ARN) reposent sur une intercalation directe des anthracyclines et (ou par inhibition de
I'activité de 'ADN-polymérase (Gewirtz, 1999). Cependant, la formation d’adduits ou de liaisons
croisées d’ADN n’a été montrée que pour des concentrations inhibant 90% de la croissance

(IC90) (Skladanowski et Konopa, 1994).
3.3.4. Inhibition de I'hélicase

La mise en évidence de l'altération, par les anthracyclines, de I'enroulement ou de la
séparation des brins de I'’ADN par inhibition de I'hélicase a été effectuée uniquement dans des

expérimentations en solution sans cellules (Gewiritz, 1999).

3.3.5. Inhibition de la topoisomérase Il

Les topoisomérases sont des enzymes chargées de réguler les conversions topologiques de
I’ADN et de permettre le bon fonctionnement nucléaire. Elles sont classées en deux types
d’enzymes [ et Il. Les topoisomérases de classe 1 produisent des cassures simples brins
transitoires de I'AND selon un mécanisme ATP-indépendant, et sont principalement actives

pendant la transcription et I’élongation. Les topoisomérases de classe Il induisent des cassures
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doubles brins transitoires de I’ADN afin de permettre a un segment de I’ADN de passer a travers
un autre. Ces derniéres enzymes consomment de I'énergie par hydrolyse d’ATP pour reverser la
liaison de l'enzyme a I'ADN et permettre plusieurs cycles catalytiques. Leur fonction est
essentielle durant de nombreuses étapes du métabolisme de '’ADN incluant : la réplication, la
transcription, la suppression des recombinaisons, la ségrégation et la condensation des
chromosomes pendant la mitose et probablement la méiose. Les topoisomérases Il ont deux

isoformes a et 3 codées par des genes et chromosomes différents.

Les cassures de I'ADN par les anthracyclines sont principalement double-brins et
s’effectuent par I'intermédiaire de complexe [ADN-anthracycline-protéine]. Tewey et al. (1984)
ont mis en évidence in vitro sans cellules et sur cellules intactes, que la protéine associée a ces
complexes est la topoisomérases Il. Les anthracyclines, en s’intercalant a I’ADN, stabilisent le
complexe transitoire de clivage [ADN-enzyme] et empéchent de facon réversible la relégation
des brins. L'inhibition de cette enzyme provoque un arrét du cycle cellulaire en Gz/M, puis des

aberrations chromosomiques, des échanges entre chromatides sceurs el la mort cellulaire.

3.3.6. Production des radicaux libres

Les radicaux libres dérivés de l'oxygéne sont générés par le cycle redox des dérivés
quinine des anthracyclines (Part et al., 1994). llIs sont modifiés par une réduction a un électron
en semiquinone ou a deux électrons en dérivés dihydroquinone (Part et al., 1994). Ces dérivés
peuvent soit 1éser directement I’ADN, soit interagir avec I'oxygéne moléculaire pour produire
des radicaux anions superoxydes (02*), hydroxyles (.OH) ou de peroxyde d’hydrogéne (H:0>),
qui sont cytotoxiques au niveau des mitochondries, de 'ADN et des membranes. La voie majeure
de production de radicaux hydroxyles apparait par deux réactions dépendantes du fer (Fe). Elles
sont présentées pour l'adriamycine. Le premier mécanisme est une réduction de fer (III) en fer
(IT) par I'anion superoxyde ou le dérivé semiquinone, suivie d’'une réaction entre Fe (III) et le
H;0.. Le second mécanisme implique une réaction directe entre le complexe [anthracycline-Fe

(III)] et le H20..

3.4. Les effets secondaires des anthracyclines

Généralement les anthracyclines sont utilisées en association ou en relais avec d’autres
agents chimiothérapeutiques comme par exemple, le 5-fluorouracile, le cyclophosphamide, le
paclitaxel et la vincristine. La toxicité des composés utilisés en chimiothérapie est en général
importante. En effet, les substances antimitotiques agissent préférentiellement sur les cellules a
division rapide. Ce type de cellules peut étre cancéreux, ce qui correspond a l'indication

thérapeutique, ou non et dans ce cas la toxicité et les effets secondaires se manifestent. Les effets
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secondaires rencontrés peuvent étre identifiés comme communs aux agents antimitotiques, ou

spécifiques a cette famille d’anticancéreux (Prat et al., 1994).

e Les effets secondaires divers: alopécie, toxicité hématologique (leuco-et thrombo-
cytopénie), troubles digestifs, immunodépression.

* Les effets secondaires spécifiques aux anthracyclines : toxicité rénale et toxicité cardiaque.

La toxicité cardiaque est cumulative et liée a la dose avec une dose totale maximum tolérée
de 550 mg/m? pour 'adriamycine et de 900 mg/m? pour la daunorubicine (Pral et al., 1994).
Afin de réduire ces toxicités cardiaques majeures, différentes stratégies thérapeutiques ont été
employées. L’utilisation d’anthracyclines moins cardiotoxiques, a été favorisée comme
I’épirubicine ou l'indarubicine (Muggia et Green, 1991). L’optimisation des protocoles
thérapeutiques a permis de déterminer les parameétres a considérer tels que les voies
parentérales (intraveineuse ou intrapéritonéale : standard, intra-artérielle ou -vésical: loco-

régionale), et les schémas d’administration (dose, fréquence et durée de la perfusion).

Enfin, des radio-protecteurs peuvent également étre associés aux traitements. Ceux-ci
sont soit des inhibiteurs des radicaux libres (ex: a-tocophérol) peu efficaces, ou plutot des
chélateurs de fer (ex : dexrazozane) inhibant la production de radicaux libres sans inhiber I'effet

antitumoral des anthracyclines (Part et al.,, 1994).

4. L’ADRIAMYCINE

L’adriamycine (ADR) est un antibiotique anticancéreux de la famille des anthracyclines.
Produite tout naturellement par des actinobactéries du genre Streptopmyces, elle a été isolée
pour la premiere fois en 1960 et approuvée par la Food and Drug Administration (FDA) en 1974
(Hande, 1998 ; Minotti et al.,, 2004). Depuis, c’est le meilleur antinéoplasique connu et le plus
utilisé, entre autres dans le traitement d’'une variété de tumeurs malignes, en particulier les
lymphomes, les leucémies et les tumeurs gastro-intestinaux (young et al, 1981). Son
administration se fait par voie intraveineuse afin d’atteindre rapidement la tumeur sans étre
trop dégradée (Hand, 1998). Les demi-vies de I'adriamycine sont: de 8 a 25 minutes, de 1h30 a
10h et de 24h a 48h. La présence de la deuxiéme phase de demi-vie serait due au métabolisme
du médicament au niveau du foie, en doxorubicinol, et la troisiéme phase serait attribuable au
relaichement du médicament des sites de liaison dans les tissus (Tannok et HILL, 1998).
L’adriamycine ainsi que ses métabolites seraient excrétés majoritairement par la bile.
Cependant, 5% serait excrété par voies urinaires ce qui expliquerait la coloration rouge de
I'urine, soit la couleur de ce médicament, quelques jours apres le traitement (Tannock et Hill,
1998).
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4.1. Mécanisme d’action

L’ADR agirait sur les cellules selon plusieurs modes d’action. Tout d’abord, pres de 99,8%
de son accumulation se ferait au niveau du noyau chez des cellules sensibles a cause de sa tres
grande affinité avec '’ADN (Cutts et Phillips, 1995). Sa structure plane, lui permettrait de
s’'insérer entre deux paires de bases azotées modifiant ainsi la structure de I'’ADN (Cutts et

Phillips, 1995 ; Hande, 1998 ; larussi et al, 2001).

Cette modification inhiberait I'action de la topoisomérase II, qui est une enzyme nucléaire
chargée de modifier 'ADN lors de la transcription, la réplication et la mitose (Potter et

Rabinovith, 2005).

La stabilisation de I'enzyme par 'intercalation de ' ADN causerait 'arrét du cycle cellulaire
par activation de « Check points», responsables d’activer la réparation de I'ADN ou ses
dommages sont trop importants, d’activer la mort de la cellule par apoptose (Koivusalo et al.,
2005; Potter et Rabinovith, 2005). Finalement, les composes de dégradation de I'’ADR
entraineraient la formation de radicaux d’hydrogene (H20-), et le radical hydroxyle (-OH) (Singl
et al.,, 1997). Ces radicaux libres endommageraient I’ADN, les protéines et les constituants des

membranes cellulaires (larussi et al., 2001).

4.2. Les effets secondaires majeurs

Le traitement chimiothérapeutique implique 'usage d’agents toxiques dans le but de tuer
les cellules tumorales. Cependant, dans certains cas, le traitement peut aussi affecter les cellules
saines. Par exemple, la cardiotoxicité est une des désavantages majeurs de l'utilisation de
I'adriamycine comme agent anticancéreux. En effet, ce médicament anticancéreux, administré a
des doses totales cumulées de 550mg/m? entrainerait des problémes cardiaques chez plus de
7% des patients traités (Hande, 1998 ; larussi et al., 2001 ; Kim et al, 2003). Le mécanisme
impliqué reste irrésolu, mais certains groupes de recherches ont observé une diminution de
GATP-4, un facteur de transcription cardiaque important dans la différenciation lors du
développement et essential a la survie, et son ARNm ce qui induirait I'apoptose des
cardiomyocytes (Aries et al., 2004 ; Kim et al., 2003). Une autre équipe verrait aussi 'implication
de Fas/FasL dans I'apoptose des cardiomyocytes (Jeremias et al, 2005). Cependant d'autres
auteurs ont rapporté que les radicaux libres produits par l'adriamycine seraient
majoritairement responsable de la cardiotoxicité (Hand, 1998 ; larussi et al.,, 2001 ; Tannock et

Hill, 1998).

De fagon aigue, on observe souvent des modifications électrocardiographiques plus ou

moins transitoires (comme des modifications du segment ST, des troubles de la repolarisation et
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des troubles du rythme). Ces altérations doivent renforcer la surveillance cardiaque, mais

n'imposent pas I'arrét de I'adriamycine (Heron, 2003).

La cardiomyopathie chronique est par contre plus redoutable et doit faire arréter
immédiatement 'adriamycine. On estime le risque élevé a partir de doses supérieures a 500
mg/m?2, parfois moins en raison de I'Age ou de I'association avec la radiothérapie ou a '’endoxam.
Une telle cardiomyopathie peut étre dépistée par des examens réguliers de la fonction
ventriculaire. D’autres antimitotiques pourraient avoir se compliquer de nécroses

myocardiques, mais de fagon plus rare (Heron, 2003).
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II. LES ANTIOXYDANTS
1. RAPPEL SUR LES RADICAUX LIBRES
1.1. Définition

Un radical est une molécule ou un fragment moléculaire qui contient un électron (ou plus)
non apparié. De part sa structure particuliere, il a tendance a attirer les électrons d’autres
atomes et molécules pour gagner sa stabilité. Plusieurs éléments peuvent étre a l'origine de

radicaux libres. Il existe deux grandes voies de formation de ses deniers (Turens et al., 1985) :

= La premiére voie se résume dans le transfert d’électrons catalysés par les métaux de
transition (Fe, Cu). lls transforment le peroxyde d’hydrogéne (Hz0:) en radical hydroxyle
(OH®), encore plus toxique, en accélérant la peroxydation lipidique.

= La deuxiéme voie se fait au niveau de la scission homolytique des liaisons covalentes des
molécules. Cette voie nécessite de 'énergie qui pourra étre fournie par les radiations

ionisantes, par la lumiére, la chaleur et les ultrasons.

1.2. Nature des radicaux libres
1.2.1. Les espéces réactives dérivées de I'oxygene (ERO)

L’oxygene doit sa grande réactivité a sa structure particuliére. En effet, il possede deux
électrons radicalaires non appariés sur sa couche orbitale externe. Cette molécule est
essentielle au bon fonctionnement de I'organisme. Les mitochondries utilisent la plus grande
part de l'oxygéne inspiré pour la production d’énergie. Cependant, 3 a 5% de cet oxygéne
utilisé par les mitochondries lors de l'activité métabolique normale est inévitablement a

'origine de radicaux libres oxygénés, hautement toxiques (Pastre, 2005).

¢ JIon super oxyde : O

L’ion super oxyde (02°-) est un dérivé tres réactif de 'oxygene. Il est produit au cours

du métabolisme mitochondrial a la suite de la réaction suivante.

°0-0° + e- » 0-0°(02-)

Relativement stable, il n’est pas trés toxique pour l'organisme. Mais il est a I'origine de

cascades de réactions conduisant a la production de molécules tres nocives.
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¢ Radical libre hydroxyle : OH°

Le radical libre hydroxyle (OH®) est trés réactif. Son temps de demi-vie en milieu aqueux
est de 10-6 secondes. Il peut réagir avec de nombreuses molécules comme I’ADN, les glucides,
les nucléotides, les protéines et étre a 'origine de lésions de nécrose. C’est un dérivé de l'ion
superoxyde. Il peut étre produit a la suite de diverses réactions. Nous en citerons deux a titre

d’exemple, comme :

0 laréaction d’'Haber-Weiss: O;°- + H* + H,0, +Fe3+ » HO° +H;0 +Fe2+

0 laréaction de Fenton : H;0; + Fe2+ + H* » Fe3++ H,0 + HO®

* L’oxygene singlet: 10;

Lorsque de I'énergie est apportée a 'oxygene, celui-ci passe a I'état singlet qui représente
la forme activée. C'est une forme tres énergétique de grande réactivité qui peut oxyder de

nombreuses molécules. Il est formé a partir de I'ion superoxyde selon la réaction suivante :

°0-0° » -0 (sous I'action de la lumiere)
¢ Leradical peroxyde: H,0;

Le radical peroxyde est considéré comme une espéce réactive dérivée de 1'oxygéne (ROS)
méme s'il n'a pas une structure radicalaire car il est capable d’initier ou de propager des

dommages oxydatifs. Il peut étre produit au cours des mécanismes illustrés par les équations

suivantes :
02-° + H+ » HO’
puis 2 HO7° > H:0:+0:

1.2.2. Les espéces libres non oxygénées

Les especes libres non oxygénées sont les produits des réactions de certaines molécules
avec les ROS. Ils peuvent a leur tour réagir avec d’autres molécules et étre a l'origine de la
multiplication des réactions d’oxydation et de la propagation de dommages oxydatifs. Nous
citerons, par exemple, les acides gras peroxydés, résultats de I'action des espéces oxygénées sur
les membranes biologiques. Les fractions protéiques, les acides aminés et les acides nucléiques

peuvent aussi réagir avec les ROS générant des molécules réactives et nocives (Pastre, 2005).
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1.3. Production de radicaux libres

La production de ces especes oxydantes est une conséquence inévitable du métabolisme
aérobique. En effet, 'organisme a besoin d’0O; pour produire de I'énergie au cours des réactions
dites de respirations oxydatives. Cependant, une faible partie de l'oxygene échappe a sa
réduction en eau, au niveau de la mitochondrie. Elle peut alors étre a l'origine de la production

de radicaux libres oxygénés (Pastre, 2005).

Les autres sources de production de radicaux libres sont représentées dans le tableau 1.

Elles sont classées en deux catégories :

¢ les sources endogenes : les radicaux libres sont des produits des réactions de I'organisme.
* les sources exogénes : les étres vivants sont exposés quotidiennement a des polluants
(fumée de cigarette, rayons ultraviolets, radiations...) susceptibles d’étre a I'origine de la

production de radicaux libres, une fois dans I'organisme.

Tableau 1 : Les principales sources de production des radicaux libres.

Sources endogenes Sources exogenes

Production de radicaux libres lors des respirations Rayonnement électromagnétique
oxydatives (mitochondries) Métaux de transition

Cellules phagocytaires Pesticides

Métabolisme de I'acide arachidonique Médicaments...

Systéme xanthine/Xanthine oxydase

Sources exogeénes

2. LES ANTIOXYDANTS

L’oxydation fait partie d’'une réaction d’oxydo-réduction qui transfere des électrons d’'une
substance vers un agent oxydant. Cette réaction peut produire des radicaux libres qui entrainent
des réactions en chaines destructrices. Les antioxydants sont capables de stopper ou de retarder
ces réactions en chaines en se réduisant avec les radicaux libres et inhibant ainsi leur action. Ces
propriétés se trouvent beaucoup dans les familles des thiols et des phénols (Fodhil-Bouhadijra,

2011).

2.1. Définition

Un antioxydant est une molécule qui diminue ou empéche I'oxydation d’autres substances

chimiques. Il est défini comme « toute substance qui, en faible concentration par rapport aux
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susceptibles d’étre oxydé, prévient ou ralenti 'oxydation de ce substrat ». C’est une molécule
étant capable de neutraliser les formes actives de I'oxygene et permet de maintenir au niveau de

la cellule et de 'organisme des niveaux non cytotoxiques de radicaux libres (Halliwell, 1999).

2.2. Mécanisme d’action des antioxydants

Il y a deux options pour retarder la réaction d’oxydation (Kouame, 2004) :

0 Soitintercepter les radicaux libres responsables de la réaction en chaine.

0 Soit éviter la décomposition des hydro peroxydes dans les radicaux libres.

Ces deux options fournissent la base de la classification des antioxydants sous forme

primaire ou sous forme secondaire selon leur mécanisme d’action.

¢ Les antioxydants primaires

La cellule est pourvue d’enzymes antioxydantes qui sont des systemes de défense tres
efficaces. Cette ligne de défense est constituée de superoxyde dismutase (SOD), de catalase et de
peroxydase (glutathion et ascorbate) (Favier, 2006). Ces enzymes antioxydantes permettent

I’élimination des radicaux libres primaires, selon les réactions suivantes :

supreoxyde dismutase
20, + 2H+ » H,0z2 + O

Catalase
2H-20- > 2H,0 + 0,

Glutation peroxydase
H,0, + 2GSH »  2H,0 + GSSG

De ce fait, elles préviennent la formation de radicaux libres organiques a partir des lipides
membranaires notamment et contribuent donc a la protection des membranes de la

peroxydation lipidique (Dacosta, 2003).

¢ Les antioxydants secondaires

Ce sont des molécules exogénes. Contrairement aux enzymes antioxydantes, une molécule
d’antioxydant piege un seul radical libre. Pour pouvoir fonctionner a nouveau, cette molécule
d’antioxydant doit donc étre régénérée par d’autres systemes (Dacosta, 2003). Plusieurs
substances pouvant agir en tant qu’antioxydants in vivo ont été proposés. Elles incluent : la
vitamine E, 'acide ascorbique, le B-carotene, les flavonoides, les composés phénoliques,...etc.

(Kohen et Nyska,2002).
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2.3. Les antioxydants d’origine alimentaire
2.3.1. La vitamine E

La vitamine E est un antioxydant majeur liposoluble. C’est un composé amphiphile,
capable de s’'insérer dans les membranes cellulaires : globules rouges, cellules endothéliales,

cellules musculaires, neurones (c’est le seul antioxydant du systeme nerveux central), gameétes

(Pastre, 2005).

Il existe dans la nature plusieurs dérivés de la vitamine E a activités différentes (a-, a-, y, 6-
tocophérol, tocotriénols...). Ils sont différenciés par les substituants du noyau chromanol (noyau
benzyle associé a un hétérocycle a 6 carbones, substitué par un hydroxyle et par une chaine

latérale ramifiée saturée s'il s’agit de tocophérol, ou insaturée s’il s’agit de tocotriénols).

2.3.2. La vitamine C

La vitamine C ou acide ascorbique est le plus important antioxydant hydrosoluble : son
role est essentiel dans les compartiments intra- et extra-cellulaires. Son mécanisme d’action est
mal connu. Il fait intervenir des réactions d’oxydoréduction entre la forme réduite de la vitamine

C ('acide ascorbique) et sa forme oxydée (dehydroascorbate) (Pastre, 2005).

L’ascorbate capte les anions superoxydes, hypochlorite, hydroxyle et I'oxygéne singlet. Ses

principaux roles sont les suivants :

e Invitro, il inhibe la peroxydation lipidique avant la vitamine E.

e Il protége les membranes vis a vis de I'attaque peroxydative, en piégeant efficacement les
radicaux peroxyles ROO° dans la phase aqueuse, avant qu’ils puissent initialiser les
peroxydations.

e Il participe a la régénération de la vitamine E - il est capable de neutraliser I'oxygéne singlet

2.3.3. Les caroténoides

Les caroténoides sont une grande famille qui regroupe plus de 600 molécules. Le plus
important et le plus connu des caroténoides est le 3-carotene. Il a longtemps été étudié pour son
activité de provitamine A. Cependant, tous les caroténoides ne peuvent pas étre convertit en
vitamine A. IIs intéressent de plus en plus les chercheurs pour leur pouvoir antioxydant que n’a
pas la vitamine A. Leur fonction dans I'organisme leur est propre et est indépendante de cette

conversion (Pastre, 2005).
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Les caroténoides peuvent agir en tant qu’antioxydants selon plusieurs mécanismes:

= [ls sont capables de bloquer les chalnes de réactions radicalaires, selon les équations

suivantes (BC : B-carotene):

BC+RO0® —— BC°

BC® + 0, < > BC-00°

BC+ RO0O° ————» Produits inactifs

= [ls empéchent l'initiation des réactions radicalaires en neutralisant l'oxygene singulet.
Néanmoins, tous les caroténoides n’ont pas la méme efficacité pour inactiver 1'oxygene
singulet. Par ordre décroissant d’efficacité, on classe : le lycopene puis le - caroténe et enfin
la lutéine. Comme la vitamine E, les caroténoides sont des molécules lipophiles. Ils sont
localisés dans la membrane plasmique et participent donc a la protection et au maintien de

'intégrité cellulaire.

2.3.4. Les polyphénols et flavonoides

Les flavonoides appartiennent a la famille des polyphénols. Ce sont des composés
ubiquistes que l'on retrouve dans les plantes (thé, raisin, cacao, blé, orge, mais, fruits et
légumes...). Ils attirent l'attention depuis quelques années a cause de leurs propriétés
antioxydantes. En effet, ils sont capables de piéger des radicaux libres, d’inhiber la peroxydation
lipidique en réduisant les radicaux hydroxyl, superoxyde et peroxyl. lls sont aussi capables de

piéger les ions métalliques, car ils ont des propriétés chélatrices (Pastre, 2005).

2.3.5. La taurine

La taurine (acide 2-aminoethanesulfonique) est un acide aminé sulfoné. La majeure partie
de cette molécule se trouve dissoute dans le cytosol soit liée aux membranes cellulaires. Son
action dans l'organisme est mal connue. Elle serait capable d'inactiver des radicaux libres. A c6té
de son role dans les défenses antioxydantes, elle participerait aussi a la régulation de la pression

osmotique cellulaire en modifiant les concentrations intracellulaires de calcium (Pastre, 2005).

2.3.6. Les oligo-éléments

Ces oligo-éléments interviennent comme co-facteurs d’enzymes indispensables dans la
lutte contre les radicaux libres. Parmi ces oligo-éléments, le zinc, le sélénium et le manganese

ont une action définie.
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Le zinc protége contre la diminution de la concentration de la vitamine E, stabilise la
structure membranaire et limite la production endogene de radicaux libres. Cet oligo-élément
participe a la structure et a la fonction de 'enzyme extracellulaire a activité antioxydante (la
superoxyde dismutase), et maintient la concentration tissulaire en métallothionine, molécule

potentiellement capable de piéger les radicaux libres (Di Silvestro, 2000).

Le sélénium est connu pour ses propriétés antioxydantes. Il entre dans la constitution de
la glutathion peroxydase (GPx). Cette enzyme séleno-dépendante participe au recyclage du
glutathion et réduit la peroxydation lipidique en catalysant la réduction des peroxydes dont le
peroxyde d’hydrogeéne. D’autres roles sont attribués a cette enzyme : elle interviendrait dans la
transduction des signaux cellulaires, la régulation de I'expression de genes (par son action au
niveau des facteurs de transcription), I'induction de Béta carotene et jouerait donc un roéle clé

lors du cycle cellulaire (Pastre, 2005).

Le manganése appartient a la superoxyde dismutase (SOD) mitochondriale. Cette enzyme
fait partie du systéme de défense antioxydant endogéne de l'organisme. Elle permet la

conversion de 'anion superoxyde en peroxyde d’hydrogéne.

2.3.7. Minéraux

Nous citerons tout particulierement, le magnésium. Il se trouve dans le chocolat, les
produits céréaliers, les légumes et les fruits secs. Son déficit favorise la peroxydation lipidique

(Pastre, 2005).

Les vitamines E et C, les caroténoides, la taurine, certains minéraux et oligo-éléments ont
tous des propriétés antioxydantes. Ces molécules peuvent potentiellement intervenir lorsqu’il
existe un stress oxydatif. Le principe de leur emploi pour prévenir l'apparition et le
développement de certaines maladies est donc justifié. Cependant, les radicaux libres sont des
molécules ambivalentes : malgré leurs effets déléteres sur les systémes biologiques, leurs
interventions dans la communication cellulaire et dans la réaction immunitaire sont
indispensables. Par conséquent, leur neutralisation a tout prix par l'utilisation massive

d’antioxydants n’est peut-étre pas indiquée dans tous les cas (Pastre, 2005).
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3. LELYCOPENE
3.1. Historique

Originaire d'Amérique du Sud, la tomate fut introduite en Europe au XVIieme siécle. Vers
la fin du XIXéme siecle, un chercheur du nom de Harsten isolait le lycopene de la tomate, mais il
fallut attendre le milieu du XXéme siécle pour qu'on en découvre les propriétés et la fin des
années 1990 pour qu'elles soient largement diffusées. Le lycopéne est la substance qui confere a

la tomate sa couleur rouge caractéristique (Anonyme#3, 2008).

3.2. Définition

Le lycopéne est un pigment rouge issu principalement de la tomate, mais aussi présent
dans d’autres fruits, notamment la pasteque rouge, la papaye, le pamplemousse rose. Il est
également synthétisé par certains champignons (Blakeslea trispora). 11 est utilisé comme
colorant dans plusieurs produits alimentaires transformés. Le principal apport de lycopéne est
réalisé par la consommation de tomate et de ses produits dérivés, qui appartiennent a la grande

famille des caroténoides rencontrés dans un certain nombre d'espéces végétales.

Le lycopéne est le caroténoide prédominant de la tomate avec un taux de plus de 95%
(Tonucci et al, 1995). Le lycopene est I'anti-radicaux libres le plus efficace, particulierement

contre les especes radicalaires oxygénées. (Conn et al., 1993 ; Stahl, 1999).

C’est une molécule non saturé, a chaine ouverte, qui exerce son action en cédant ses
électrons afin de neutraliser les radicaux libres (Conn et al.,1993). C’est un pigment appartenant
a la classe des terpénes caroténoidiens, caractérisé par une structure acyclique symétrique
contenant onze doubles liaisons conjuguées et deux non-conjuguées qui conferent a la molécule
sa couleur rouge. Dans la tomate, le lycopéne se trouve sous sa forme « all-transe », qui est sa
configuration la plus thermostable dans la nature (Stahl et Sies, 1992 ; Agarwal et Rao., 2000). Le
lycopéne est présent dans le corps humain a 50% sous sa forme cis. Il exerce son activité

d’antioxydant qui est 10 fois plus élevée que celle du tocophérol (Stahl et Sies, 1996).

Y

Contrairement a la vitamine A, les caroténoides ne présentent pas le risque
d’hypervitaminoses. En effet, la conversion des caroténoides en vitamine A se trouve sous le
controle d'un mécanisme cellulaire de régulation selon les besoins du corps et diminue lorsque
les stocks du corps sont au plein (Kaegi, 1998). Le Lycopéne se trouve principalement dans la
peau et le péricarpe de la tomate. La cyclisation de ses extrémités par une enzyme spécifique
aboutit a la formation du béta-carotene. Le dosage du lycopéne donne une indication sur un
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critere de qualité des pates de tomate qui est la couleur. La détermination du taux de lycopene se
fait a I'aide d’un spectrophotometre & 502nm (Grolier et al., 2000). A cette longueur d’onde, le

lycopéne absorbe a 90%, alors que le caroténe n’absorbe qu’a moins de 10%. (Grolier, 1999).

3.3. Les sources alimentaires de lycopéne

Plus de 80 % du lycopéne consommé aux Etats- Unis provient de la tomate et des aliments
contenant de la tomate. Le contenu en lycopéne des tomates dépend en grande partie de la
variété de la tomate et de son degré de mirissement (Clinton, 1998). Quelques autres aliments
de consommation courante contiennent également du lycopéne (Tab.2). Les procédés
thermiques, tels la cuisson et le blanchiment représentent les principales causes de perte et de
changement de la configuration du lycopéne. Les isomeéres cis augmentent avec la température
et le temps de transformation de l'aliment (Shi et Le Maguer, 2000). La déshydratation et la
fabrication de poudre de tomate rendent le taux de lycopéne instable. Par contre, le taux de
lycopéne demeure stable lors de la congélation et de la stérilisation. Le lycopene est sensible a la
lumiere, a 'oxygéne, aux températures élevées et aux acides; des ions métaliques comme le Cu?+

et le Fe3+ catalysent son oxydation (Shi et Le Maguer, 2000).

Tableau 2 : Le contenu en lycopéne de différents aliments.

Aliments Contenu en lycopéne (mg/100 g)
Abricots frais <0,01
Abricots en conserve 0,06
Abricots séchés 0,86
Pamplemousse rose frais 3,36
Goyave fraiche 54

Jus de goyave 3,34
Melon d’eau frais 23a72
Papaye fraiche 2 a 5,3 2ab5,35a
Jus de tomate 5all1,6
Tomate fraiche 0,88a4,2
Tomate cuite 3,7

Sauce aux tomates 6,2 6,2

Pate de tomate 5,4 a 544150
Soupe aux tomates condensée 7,99 7,99
Tomate séchée (dans I'huile 46,5
Sauce a pizza 12,71 12,71
Ketchup 9,9 a 13,44 12,71
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3.4. Propriétés

Il y aurait une relation inverse entre la consommation de tomates et le risque de cancer de
la prostate et de I'estomac. De nombreuses études épidémiologiques ont montré que les sujets
présentant un taux sanguin élevé de lycopene ont un risque moindre d’apparition de maladies
cardio-vasculaires. Méme s'il n’existe pas pour le moment d’apports journaliers recommandés
pour le lycopeéne, les apports conseillés se situent aux alentours de 5 a 7 mg/jour (Anonyme#4,

2016).

Le lycopene est un antioxydant particulierement efficace, capable de contrer I'action des
radicaux libres. Il neutralise tres efficacement l'oxygene singulet, un radical libre
particulierement agressif. Le lycopene préserve la jeunesse de la peau en la protégeant de
I'action des radicaux libres et contribue a protéger les cellules du derme de I'oxydation. Bien que
ses propriétés antioxydantes soient les principales responsables de ses effets bénéfiques sur la
santé, divers travaux de recherche montrent que d’autres mécanismes seraient impliqués, a des
concentrations nutritionnelles, dans d’autres applications, notamment cardiovasculaire

(Anonyme#5, 2016).

3.4.1. Propriétés physicochimiques

by

La couleur orangée, rouge et jaune des substances caroténoides donnent la couleur

.

Q-

certains fruits et légumes. Elles contribuent également a colorer les arbres et les foréts
I'automne, ainsi que les pétales des fleurs. Elles absorbent la lumiére qu’ils transforment en
énergie lors de la photosynthése des plantes. Dans notre alimentation, plusieurs substances
caroténoides, comme le B-caroténe, servent a la formation de la vitamine A dans l'organisme.
Cependant, la plupart des substances caroténoides, dont le lycopene, sont dépourvues d’activité
provitamine A, et leurs fonctions biologiques chez I’étre humain ne sont pas trés bien connues. A
ce jour, plus de 600 substances caroténoides ont été reconnues. Elles existent sous la forme cis
ou trans. Dans la tomate fraiche, le lycopene se présente sous la configuration trans, plus stable
que la configuration cis. Le lycopéne est une substance caroténoide acyclique de couleur rouge
(la majorité des substances caroténoides ont une forme moléculaire cyclique) comportant 11
doubles liaisons et de formule CsoHse (Clinton, 1998 ; Shi et Le Maguer, 2000). Peu d’aliments en
contiennent évidemment, sa structure moléculaire particuliére influencera sa biodisponibilité,

son absorption, son transport, sa distribution dans les tissus et ses propriétés antioxydantes.
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3.4.2. Propriétés générales du lycopéne

Chez les organismes caroténogénes du regne végétal (champignons compris), ainsi que
chez les bactéries et les archéobactéries, le lycopéne est un produit intermédiaire de la voie
métabolique qui mene a la synthese du [3-caroténe. Chez ces organismes, le lycopéne peut étre
considéré comme un précurseur du (-caroténe. Toutefois, aucune des enzymes responsables de
la conversion du lycopéne en [3-caroténe (caroténe 3-cyclases) n’est présente ni chez 'homme, ni
dans la microflore humaine. Le lycopéne est moins lipophile que le B-carotene. Il est sensible a la
lumiére et a la température. Il existe dans la nature de facon prédominante sous la forme tout-
trans, conformation thermodynamique la plus stable. Les traitements thermiques liés aux
transformations technologiques influent peu sur le passage de la configuration trans a la
configuration cis. Le lycopéne est une molécule antioxydante qui réagit avec 'oxygéne singlet
10,, généré en particulier par 'exposition photonique de la peau, et des especes radicalaires
(IARC, 1998 ; European Commission, 2001). Contrairement au [-caroténe, le lycopene n’a pas
une activité provitaminique A, il n’est donc pas précurseur de I'acide rétinoique impliqué dans

de nombreux processus de prolifération et de différenciation cellulaires.
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CHAPITRE 02. ETUDE EXPERIMENTALE
1. MATERIEL ET METHODES
1.1. MATERIEL BIOLOGIQUE
1.1.1. Animaux

Les animaux utilisés dans le cadre de cette étude sont des rats males adultes Rattus rattus
de la souche Wistar, classe des mammiféres nocturnes de 'ordre des rongeurs provenant de

I'institut Pasteur d’Alger.

La puberté survient entre 50 et 60 jours apres la naissance chez les deux sexes, la descente
des testicules se produit bien avant la puberté, habituellement autour de I'age de sevrage. Un rat
en santé peut vivre de 2 %2 a 3 ans dépendant de la souche, du sexe, des conditions
environnementales et autres variables (Baker et al., 1980 ; Suter et al, 1979). Au moment de

notre expérimentation ces rats pesent en moyenne 200+£15g.

1.1.2. Elevage
Les animaux sont préalablement acclimatés aux conditions de notre animalerie durant
toute la durée de 'expérimentation ; étant élevés dans des cages en polyéthylene. La litiere est
constituée de copeaux de bois et changée tous les deux jours. En raison de l'extréme
susceptibilité de différents systemes de ces animaux a toutes sortes d’agression; nous avons
attachés la plus grande importance a l'environnement et aux conditions de manipulation
journaliere. Les rats disposés en lots demeurent durant notre expérimentation dans les

conditions de température 25°C, une hygrométrie de 50% et de photopériode naturelle.

Les animaux sont soumis a un régime alimentaire a base de mais, d’orge, du lait et de
compléments vitaminés (GAE: Groupe Avicole de I'Est, Oum Elbouaghi). L’eau est présentée
dans des biberons adaptés aux cages. La nourriture et 'eau sont fournies ad libitum permettant
de répondre aux besoins de l'animal. Ces animaux ont été répartis en quatre (04) lots

expérimentaux ; chaque lot contient cing (05) rats (Tab. 3).

Tableau 3 : Lotissement et traitement des animaux.

Lots Type de traitement

Lot témoin (T) Traité a I'NaCl (0,9 %) puis a I'huile de mais

Lot (ADR) Traité a I'adriamycine (7mg /Kg de poids corporel) puis a I'huile de mais
Lot (L) Traité a I'NaCl (0,9 %) puis au lycopéne (10mg/Kg de poids corporel)

Traité a I'adriamycine (7mg /Kg de poids corporel) puis au lycopéne

Lot (ADR + L) (10mg/](g de poids corporel)
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1.2. METHODES
1.2.1. Traitement a I’Adriamycine
1.2.1.1. Définition

L’Adriamycine (ADR) est un antibiotique anticancéreux appartenant a la famille des
anthracyclines (Fig. 2). Elle se caractérise par ses propriétés cytotoxiques provoquant la mort
des cellules engagées dans le cycle cellulaire, par interaction avec 'ADN ou avec le fuseau
mitotique. L’ADR est classé parmi les agents intercalant entre deux paires de bases et perturbe la
structure de 'ADN empéchant ainsi sa réplication et sa transcription et par conséquence I’ADN
génére des radicaux libres qui sont responsables de sa toxicité générale (Oudard et al., 2001).

Ses propriétés physico-chimiques sont représentées dans le tableau 4.

Figure 2. Structure chimique de I’Adriamycine (Luce et al, 1999).

Tableau 4 : Propriétés physico-chimiques de I’Adriamycine.

Autre nom Doxorubicine chlorhydrique
Souche bactérienne Actinomycetes

Couleur Rouge orangé

Famille Anthracycline

Classe Intercalant

Formule chimique C27H20NO11

Poids moléculaire 543,52 g /M

Voies d’administration Intra péritonéale, Intraveineuse

En chimiothérapie, 'ADR est administrée par voie intraveineuse ou intra péritonéale
stricte et se fixe rapidement sur les tissus sous forme active, non métabolisée. Elle est éliminée
principalement par voie biliaire sous forme de produit inchangé et de métabolites divers.
L'excrétion urinaire est négligeable. Toute modification de la fonction hépatique peut entrainer
une augmentation des taux plasmatiques du produit avec un risque important de toxicité accrue

(Chauvergne, 2002).
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Comme tous les médicaments anticancéreux, I’ADR présente une toxicité qui nécessite un
contréle sévere. Les cellules sanguines (globules blancs et plaquettes) sont toujours atteintes, a
un degré variable suivant la dose. La toxicité digestive est fréquente : nausées, vomissements ou
diarrhée. Plus rares sont les inflammations de muqueuses, les mucites, d’autant plus fréquentes
que 'administration est fractionnée. La chute des cheveux (alopécie) est souvent compléte, mais
elle est réversible. La toxicité cardiaque est cumulative. Elle justifie une surveillance réguliére du
ceeur, par échographie ou par examen isotopique. Outre cette toxicité aigué, il existe une toxicité
rare, d'induction de leucémie, chez les malades guéris de leur premier cancer par 'anthracycline

(cancer du sein en traitement adjuvant) (Chauvergne, 2002).

1.2.1.2. Mode de traitement

Le traitement a '’Adriamycine (Sigma-Aldrich) a été réalisé aprés dissolution dans I'NaCl
(0,9%), la solution a été administrée par voie intra péritonéale a raison de 0,5 ml / rat. Il a été
effectué le premier jour de 'expérimentation. La dose d’Adriamycine que nous avons choisi est
de 7 mg / kg de poids corporel. Cette dose induit la cardiotoxicité, I'hépatotoxicité et la
néphrotoxicité chez les rats de laboratoire (Vora et al., 1996 ; Deman et al., 2001 ; Mohamed et

al,, 2004).

1.2.2. Traitement au Lycopéne
1.2.2.1. Définition

Le lycopéne est un pigment naturel synthétisé par les plantes et les
micro-organismes, mais pas par les animaux. Il s'agit d'un caroténoide n'ayant pas une activité
pro vitamine A (Rao et Agarwal, 1999 ; Stahl et Sies, 1996). Il est principalement disponible dans
les fruits et les Iégumes, y compris les tomates, les pasteques, les pamplemousses roses, I'abricot
et les goyaves roses. (Rao et Agarwal, 1999 ; Nguyen et Schwartz, 1999). Le lycopene est I'un des
plus puissants antioxydants (Rao et Agarwal, 2000) qui captent les radicaux libres, et présente

des effets de protection en inhibant les dommages oxydatifs d’ADN (Sendao et al., 2006).

GH, CH,

CH, CH,
Figure 3. Structure chimique du lycopéne (Gupta et al., 2003).
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Tableau 5 : Propriétés physicochimiques du Lycopéne.

Température de fusion 175 °C

Famille Caroténoides

Classe Carotenes

Masse moléculaire 536,87 g/mol

Voie d’administration Gavage, Intrapéritonéale
Formule chimique CaoHse

Le lycopéne pourrait étre utile pour le traitement d'un certain nombre de cancer (cancer
de la prostate) (Kucuk et al,, 2001 ; Mohanty et al., 2005 ; Barber et al., 2006), 'hypertension
artérielle (Engelhard et al.,, 2006), I'infertilité masculine (Kumar et Gupta, 2001). Le lycopene
peut prévenir les maladies du coeur (Aviram et Fuhrman, 1998) et les dommages testiculaires
causés par les drogues de chimiothérapie anticancéreuse notamment I’Adriamycine (Atessahin

etal., 2006).

1.2.2.2. Mode de traitement
Le lycopéne (Sigma-Aldrich) a été dissout dans I'huile de mais puis administré par gavage
a raison de 100 pl / 100 g de poids vif. Le lycopene est un antioxydant puissant, pouvant étre
utilisée en traitement aigue ou chronique a des doses variables chez les rats de laboratoires
(Yilmaz et al., 2006 ; Atessahin et al., 2006). Nous avons choisi la dose cumulative de 10 mg / kg
de poids corporel. Aprés 72 heures de I'injection de ’ADR, les rats sont gavés au lycopene (2

mg/kg de poids corporel) chaque jour pendant cinq (5) jours.

1.2.3. Prélevements
A la fin de la période de traitement, le sacrifice des animaux se fait par décapitation. Une
premiére fraction du sang a été recueillie dans des tubes a hémolyse contenant 'acide éthylene
diamine tétraacétique (EDTA) pour la quantification hématologique. Une deuxiéme fraction
sanguine a été récoltée dans des tubes secs pour servir au dosage des parameétres biochimiques
sériques. Apres dissection, le foie et les reins sont prélevés, pesés en utilisant une balance de
précision (SCALTEC SBC 51) puis conservés dans un liquide fixateur, le formaldéhyde dilué a

10%, afin de réaliser les coupes histologiques (Fig. 4).
1.2.4. Hématologie

Les parametres hématologiques (WBC- globules blancs, RBC- globules rouges, RDW-
indice de distribution des globules rouges, Hgb- hémoglobine, HCT- hématocrite, PLT-
plaquettes, PCT- plaquettocrite) ont été mesurés a I'aide d’'un automate d’hématologie (PCE-210

model 2009 ; Japan).
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20 Rats

Lot « T » Lot « ADR » Lot « L » Lot « ADR+L »
5 Rats 5 Rats 5 Rats 5 Rats
Injections intrapéritonéales
NaCl Adriamycine NaCl Adriamycine
0,9 % 7 mg/kg de PC 0,9 % 7 mg/kg de PC
Apres 72H
Gavage (Chaque jour pendant 5 jours)
Huile de mais Huile de mais Lycopene Lycopéne
2 mg/kg de PC 2 mg/kg de PC
Apres 24H
Décapitation
IR e SRR :
|
|
| Prélévements !
Sang Foie - Reins

Hématologie [ Biochimie ] [ Histologie ]

Figure 4. Représentation récapitulative du protocole expérimental.
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1.2.5. Dosages biochimiques
1.2.5.1. Dosage du glucose
= Principe

Le glucose est mesuré aprés une oxydation enzymatique en présence de la glucose
oxydase. Le peroxyde d’hydrogéne formé réagit grace a I'action catalytique d’'une peroxydase,
avec du phénol et la 4-aminophénazone pour former un composé rouge violet de quinoneimine

qui sert d’indicateur coloré, selon les réactions suivantes (Barham et Trinder, 1972) :

GOD
Glucose + 0z + H,0 » acide gluconique + H20>
POD
2H,0; + 4-aminophénazone + phénol » quinoneimine + 4H20
= Mode opératoire
Standard Echantillon Blanc Réactif
Standard 10 ul -- --
Echantillon -- 10 pl --
Réactif 1000 pl 1000 pl 1000 pl

Mélanger, incuber 25 min a 25°C ou alors 10 min a 37°C. Lire 'absorbance optique a 500 nm de

I’étalon et de I’échantillon contre le blanc réactif dans les 60 minutes.

= Calcul de la concentration

La concentration du glucose sérique est calculée par la formule suivante :

DO Echantillon
Gl (mg/dl) = x concentration du standard (mg/dl).
DO Standard

1.2.5.2. Dosage du cholestérol
= Principe

Le cholestérol et ses esters sont libérés a partir des lipoprotéines par des détergents. La
cholestérol estérase hydrolyse les esters et le H,0, est formé dans la réaction d’oxydation
enzymatique du cholestérol sous I'action du cholestérol oxydase. Ce dernier réagit avec le

phénol pour produire le quinonéimine, selon les réactions ci-dessous (Trinder, 1969) :
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Cholestérol

Cholestérol ester + H,0 » cholestérol + Acides gras
Estérase
Cholestérol
Cholestérol + O » cholestérol-3-n + H20;
Oxydase
Peroxydase
2 H20; + Phénol + 4 Aminoantipyrine » 4 H,0 + quinonéimine

= Mode opératoire

Blanc Standard Echantillon
Standard - 10 ul -
Echantillon - - 10 ul
Réactif 1000 pl 1000 pl 1000 pl

On mélange a 'aide d’un agitateur et on laisse incuber pendant 10 minutes a 20 - 25°C ou alors 5
minutes a 37°C, puis on lit la densité optique « DO» a 500 nm contre le blanc réactif. La

coloration est stable pendant 60 minutes a I’abri de la lumiére.

= Calcul de la concentration
La concentration du cholestérol sérique est calculée par la formule suivante :

DO Echantillon
Cholestérol (mg/dl) = x concentration du standard (mg/dl).
DO standard

1.2.5.3. Dosage des triglycérides
= Principe

Les triglycérides sont déterminés apreés une hydrolyse enzymatique par les lipases.
L’indicateur est un quinoneimine formé a partir de I'hydrogéne - peroxyde, le 4-
aminophenazone et le 4-chlorophenol sous linfluence catalytique de la peroxydase (Tietz,

1990) ; selon les quatre réactions suivantes (Trinder, 1969) :
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Lipases

Triglycérides + H,0 » glycérol + acides gras
GK
Glycérol + ATP » glycérol-3-phosphate + ADP
GPO
Glycérol-3 P + O, » Dihydroxyacetone + P + H,0;
POD

2 H,02 + 4-aminophenazone + 4-chlorophénol ——— quinoneimine + HCI + H;0

= Mode opératoire

Blanc Standard Echantillon
Standard - 10 ul
Echantillon - - 10 ul
Réactif 1ml 1ml 1ml

On mélange a I'aide d’un agitateur et on laisse incuber pendant 10 minutes a 20 - 25°C ou alors 5
minutes a 37°C, puis on lit la densité optique « DO» a 500 nm contre le blanc réactif. La

coloration est stable pendant 60 minutes a I’abri de la lumieére.

= Calcul de la concentration

La concentration des triglycérides sériques est calculée par la formule suivante :

DO Echantillon
TG (mg/dl) = x concentration du standard (mg/dl).
DO standard

1.2.5.4. Dosage de l'urée
= Principe

La méthode est basée sur la réaction suivante (Patton et Crouch, 1977) :

Uréase
Urée + H,0 » 2 NHsz + CO;
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Le salicylate et 'hypochlorite dans le réactif réagissent avec les ions ammoniums pour

former un complexe vert (2, 2-dicarboxylindophénol).

= Mode opératoire

Standard Echantillon Blanc Réactif
Standard 10 ul -- --
Echantillon - 10 ul -
Réactif de travail 1000 pl 1000 pl 1000 pl

Mélanger, incuber pendant au moins 3minutes a 37°C ou 5 minutes de 20-25°C.

Hypochlorite de

200 pul 200 pul 200 pul
sodium a 5 a

Mélanger, incuber pendant au moins 5 min a 37°C ou 10 minutes a 20-25°C. Lire 'absorbance

optique a 600 nm du standard et de I'’échantillon contre le blanc réactif.

= Calcul de la concentration

La concentration de l'urée sérique est calculée par la formule suivante :

DO Echantillon
Ur (mg/dl) = x concentration du standard (mg/dl).
DO Standard

1.2.5.5. Dosage de la créatinine
= Principe

La créatinine forme en milieu alcalin un complexe coloré avec I'acide picrique. La vitesse de

formation de ce complexe est proportionnelle a la concentration de créatinine (Murray, 1984).

= Mode opératoire

Standard Echantillon Blanc Réactif
Standard 100 ul - -
Echantillon -- 100 pl --
Réactif de travail 1000 pl 1000 pl 1000 pl

37




Mélanger et démarrer le chronometre. Lire I'absorbance (A1) apres 30 secondes, et apres 90
secondes (A2) de I'addition de I’échantillon a une longueur d’onde de 492 nm. Calculer AA = A2 -

A1, pour le standard et pour I’échantillon.

= Calcul de la concentration
La concentration de l'urée sérique est calculée par la formule suivante :

AA(Echantillon) - AA (Blanc)
Cr (mg/dl) = x concentration du standard (mg/dl).
AA(Standard) - AA (Blanc)

1.2.6. Technique histologique

Le microscope photonique en transmission ne peut fournir d'images que si la préparation
a examiner est suffisamment fine pour se laisser traverser partiellement par la lumiere. Dans le
cas d’objets épais comme par exemple des tissus animaux ou végétaux, il est nécessaire de
pratiquer des coupes en leur sein pour les rendre suffisamment transparents. L'épaisseur de ces
coupes se situe aux alentours de 7pm. La préparation des coupes histologiques a été effectuée

selon les indications de Martoja et Martoja (1967), elle comporte plusieurs étapes :

1.2.6.1. Fixation du matériel

La fixation doit étre réalisée le plus tot et le plus rapidement possible. Se rappeler que plus
un échantillon est petit, plus la pénétration des différents milieux se fera facilement. Pour les
échantillons protégés par une membrane ou autre penser a l'entailler, pour favoriser la

pénétration des différents milieux.

- 24 a 48 H dans le liquide du Bouin, fixateur couramment utilisé. D’autres fixateurs sont aussi

utilisés tels que le F.A.A. (formol, alcool, acide acétique).

Préparation du liquide du - solution aqueuse saturée d’acide 75
Bouin : picrique : ml
20

- formol :
ml
5

- acide acétique :
ml

Bien qu'’il serve souvent de liquide d’attente, il est déconseillé par Martoja et Martoja (1967) de

laisser séjourner les pieces plus de 48 H dans ce fixateur.
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1.2.6.2. Liquide d’attente

Apres fixation, il peut étre nécessaire de différer l'inclusion. Les piéces sont alors
conservées dans des mélanges liquides ou elles ne pourront se détériorer et dont le choix
dépend de la nature du tissu, du mode de fixation et du mode d’inclusion ultérieur. Suivant le
liquide utilisé, il est employé directement apres le fixateur comme le formol dilué (10%) ou

apres déshydratation plus ou moins rigoureuse des piéces, comme le butanol, I'essence de cedre.

1.2.6.3. Déshydratation

La paraffine n’est pas miscible a 'eau, la piéce anatomique doit étre entierement
déshydratée avant l'inclusion dans la paraffine. Le fixateur ou le liquide d’attente est éliminé. La
piece est rincée a I'eau distillée, puis déshydratée par I'alcool éthylique a des degrés croissants

(70°,90° et 100°).

La paraffine n’est pas non plus soluble dans l'alcool utilisé pour la déshydratation. On

procéde donc a une substitution par le toluene renouvelé 3 fois (durée des bains : 30 minutes).

1.2.6.4. Inclusion

La résistance des tissus a la pression de l'instrument coupant n’est pas suffisante et
entraine des détériorations qui rendent inexploitables les observations qui en résultent. C’est

pourquoi on pratique une inclusion des tissus préalablement a la coupe.

Le médium utilisé va se substituer a I'eau tissulaire pour augmenter la tenue du bloc a
couper. Plusieurs médias peuvent étre utilisé: le Collodion, I'Esterwax, les résines Epoxy,
gommes, gels de silice, gélatine et bien d’autres. La paraffine, qui existe en plusieurs

déclinaisons, est le médium le plus connu et le plus utilisé.

L’inclusion ne se fera de fagon satisfaisante que si la piéce a couper ne contient ni eau ni
solvant intermédiaire (alcool). Il existe différentes qualités de paraffines qui se différencient par
leur point de fusion. Les échantillons sont inclus séparément, en utilisant les barres de Leuckard.
Tant que la paraffine est liquide dans le moule, on oriente I'échantillon en fonction des

informations recherchées.

1.2.6.5. Coupes et coloration

Les blocs d’inclusions sont collés sur un porte-échantillon, la surface a coller est ramollie
au moyen d’une lame métallique chauffée modérément a la flamme, puis posée sur le porte-objet
sur lequel le bloc adhére tres bien apres une 1égére pression. Les coupes sériées sont réalisées a

I'aide d’'un microtome (Microtome 2030 Reichert Jung). Ces séries de coupes sont reliées entre
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elles sous forme de ruban, ce qui facilite la reconstitution tridimensionnelle des structures

observées, I'épaisseur des coupes est de 4 a 7 microns.

Les rubans de coupes obtenus sont collés sur des lames de verre dégraissées, posées sur
une platine chauffante (dont la température est inférieure a la température de fusion de la
paraffine). La chaleur permet l'étalement des rubans de coupes. Enduire les lames de
glycéralbumine, recouvrir d’eau distillée et poser les rubans dessus. Les coupes déparaffinées
sont colorées a '’hémalun-éosine. On déshydrate la préparation dans des bains d’alcool et on
monte au baume de canada ou a l'eukitt. Enfin, on passe a l'observation au microscope

photonique, lequel est équipé d'un appareil photographique.
1.2.7. Analyse statistique des données

Ces calculs ont été effectués a l'aide du logiciel MINITAB d’analyse et de traitement
statistique des données (Minitab® 17.1.0.0., Minitab, Ltd., UK). Les résultats sont exprimés en
moyenne * SEM (Standard Error of the Mean). Les parameétres pondéraux, hématologiques et
biochimiques ont été traités a l'aide d’'une analyse de variance (ANOVA) a un critéere de
classification, suivie d'un test post-hoc de Tukey si nécessaire. Les valeurs de P<0,05 sont

considérées significatives.
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2. RESULTATS
2.1. VARIATION DU POIDS CORPOREL

L’évolution pondérale a montré qu’il y a une perte significative du poids chez les rats
traités a '’ADR (p<0,001) et une réduction significative de la prise pondérale chez les animaux du
groupe ADR+L (p<0,001) comparativement aux contrdles. Les animaux des groupes L et ADR+L
prennent significativement du poids (p<0,001) par rapport a ceux du groupe ADR, bien que cette
prise pondérale soit minime chez les rats appartenant au groupe ADR+L (p<0,001)

comparativement a ceux recevant le lycopene seulement (Fig. 5).

K

cy#

Variation pondérale [g)

T ADR L ADR+L

Figure 5. Variation pondérale (g) chez les rats témoins et traités. Les données sont représentées
en moyenne * SEM (n=5). T (Témoin); ADR (Adriamycine); L (Lycopéne). c p<0,001 vs T. y
p<0,001 vs ADR. # p<0,001 vs L.

2.2. VARIATION DES POIDS DES ORGANES

Les poids absolu et relatif du foie diminuent non significativement chez les animaux des
groupes ADR et L comparativement aux controles. Toutefois, ils augmentent significativement

chez les rats du groupe ADR+L (p<0,001) comparativement a ceux traités au lycopene (Fig. 6).

Les poids absolu et relatif des reins diminuent significativement chez les animaux du
groupe L comparativement aux témoins (p<0,05) et aux rats recevant '’ADR (p<0,001). Chez les
rats du groupe ADR+L, le poids absolu des reins diminue significativement par rapport aux
animaux du groupe ADR (p<0,01) et augmente significativement comparativement a ceux du
groupe L (p<0,001). En outre, le poids relatif rénal diminue significativement chez les rats

ADR+L par rapport aux groupes T et ADR (p<0,05 ; Fig. 6).
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Figure 6. Variation des poids absolu et relatif du foie et des reins chez les rats témoins et traités.
Les données sont représentées en moyenne + SEM (n=5). T (Témoin); ADR (Adriamycine) ; L
(Lycopene). a p<0,05vs T. a p<0,05; $<0,01 et y p<0,001 vs ADR. # p<0,001 vs L.

2.3. VARIATION DES PARAMETRES BIOCHIMIQUES

La concentration sérique en glucose et en triglycérides augmente significativement chez
les rats de tous les groupes traités (ADR, L et ADR+L; p<0,001) comparativement aux témoins.
En outre, la glycémie diminue significativement chez les rats des groupes L et ADR+L (p<0,001
et p<0,01 respectivement) par rapport a ceux du groupe ADR. Cependant, elle augmente

significativement chez les animaux du groupe ADR+L comparativement a ceux traité au lycopéene
(Fig. 7).

La concentration sérique en triglycérides augmente significativement chez les rats du

groupe ADR+L (p<0,05) par rapport a ceux des groupes ADR et L (Fig. 7).

La concentration sérique en cholestérol augmente significativement chez les rats des
groupes ADR et L (p<0,001 et p<0,05 respectivement) par rapport aux témoins. Par ailleurs, elle

diminue significativement chez les animaux du groupe ADR+L (p<0,05) comparativement a ceux

recevant ’ADR (Fig. 7).
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Figure 7. Variation de la concentration de glucose, cholestérol et triglycérides sériques chez les
rats témoins et traités. Les données sont représentées en moyenne + SEM (n=5). T (Témoin) ;
ADR (Adriamycine) ; L (Lycopéne). a p<0,05 et ¢ p<0,001 vs T. a p<0,05; $<0,01 et y p<0,001 vs
ADR. * p<0,05 et # p<0,001 vs L.

La concentration sérique de I'urée augmente significativement chez les rats de tous les
groupes traités (ADR, L et ADR+L) par rapport aux contréles (p<0,001, p<0,01 et p<0,001
respectivement). Par ailleurs, I'urée augmente significativement chez les rats du groupe ADR+L

(p<0,001) comparativement a ceux des groupes ADR et L (Fig. 8).
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Toutefois, la concentration sérique en créatinine diminue significativement chez les rats
de tous les groupes traités (ADR, L et ADR+L; p<0,001) par rapport aux témoins. De plus, les
animaux des groupes L et ADR+L, ont montré une baisse de la créatininémie (p<0,001)

comparativement a ceux traité a 'ADR (Fig. 8).
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Figure 8. Variation de la concentration de l'urée et de la créatinine sériques chez les rats
témoins et traités. Les données sont représentées en moyenne * SEM (n=5). T (Témoin) ; ADR
(Adriamycine) ; L (Lycopéne). b p<0,01 et ¢ p<0,001 vs T. y p<0,001 vs ADR. # p<0,001 vs L.

2.4. VARIATION DES PARAMETRES HEMATOLOGIQUES

L’ADR injectée aux rats a raison de 7 mg/kg de poids corporel a provoqué une déplétion
du nombre de globules blancs totaux (p<0,001) comparativement aux témoins. La
supplémentation orale du lycopéne chez les rats prétraités au véhicule ou a I’ADR rétablit
significativement le nombre de leucocytes totaux (p<0,001) par rapport aux animaux recevant
I’ADR, bien que cette restauration soit plus importante (p<0,01) chez les rats du groupe ADR+L

comparativement a ceux du groupe L (Fig. 9).
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L’ADR réduit significativement le taux d’hémoglobine (p<0,01) par rapport aux controles.
La supplémentation du lycopene chez les rats prétraités au véhicule ou a 'ADR augmente
significativement le nombre de globules rouges (p<0,05 et p<0,01 respectivement) et le taux
d’hémoglobine (p<0,01) comparativement aux animaux du groupe ADR. L’hématocrite décroit
significativement chez les rats des groupes ADR et ADR+L (p<0,05) par rapport aux témoins.
L’indice de distribution des globules rouges diminue significativement (RDW ; p<0,01) chez les
rats du groupe ADR+L par rapport a ceux du groupes T et L. L’injection d’ADR réduit
significativement le taux de plaquettes (p<0,001) en comparaison aux contrdles. Le lycopéne
administré chez les rats des groupes L et ADR+L augmente significativement le taux de

plaquettes (p<0,001 et p<0,01 respectivement) comparativement aux animaux du groupe ADR
(Fig. 9).
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Figure 9. Variation des parameétres hématologiques chez les rats témoins et traités. Les données
sont représentées en moyenne = SEM (n=5). T (Témoin) ; ADR (Adriamycine) ; L (Lycopéne). a
p<0,05; b p<0,01; c p<0,001 vs C. a p<0,05; B p<0,01; y p<0,001 vs ADR. | p<0,01 vs L.
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2.4. HISTOLOGIE HEPATIQUE

La figure 10 (a, A) montre des coupes histologiques du foie d’'un rat témoin. Le tissu
hépatique est de morphologie normale présentant des lobules hépatiques traversés par des
espaces portes contenant une veine porte, une artere hépatique et un canal biliaire. Chaque
lobule est irrigué par une veine centrale bien différenciée. Les hépatocytes ont une structure
plutot polygonale, avec un noyau bien visible, traversées par des sinusoides. Le tissu hépatique
des rats traités a I’ADR présente des lésions élémentaires avec ballonisation des hépatocytes et
clarification cytoplasmique. Par ailleurs, une congestion vasculaire des veines centrolobulaires a
été signalée (Fig. 10b, B). Le parenchyme hépatique des rats traités au lycopene est de
morphologie réguliere, semblable a celui du témoin, avec des travées hépatocytaires
radiairement orientées (Fig. 10c, C). Le tissu hépatique des rats du groupe ADR+L présente des
structures hépatocytaires conservées avec une dilatation vasculaire des veines centrales et une

dilatation sinusoidale (Fig. 10d, D).

2.5. HISTOLOGIE RENALE

La figure 11 (a, A) montre des coupes histologiques des reins d'un rat témoin. Le
parenchyme rénal est de morphologie normale présentant glomérules entourés par la capsule
de Bowman. Les artérioles afférente et efférente sont bien différenciées. Les tubes contournés
distal et proximal sont d’'une structure homogene. L’histologie rénale des rats traités a 'ADR
présente une congestion glomérulaire avec augmentation de I'espace de Bowman. Par ailleurs,
ce traitement provoque une dégénérescence et une dilatation de tous les types des tubules
rénaux (Tubes contournés distaux et proximaux, et les tubes collecteurs) et congestion
vasculaire avec infiltrat inflammatoire d’intensité modérée (Fig. 11b, B). Le parenchyme rénal
des rats traités au lycopene est de morphologie réguliére, semblable a celui du témoin, avec des
glomérules d’aspect normal et des tubules rénaux bien différenciés (Fig. 11c, C). Le tissu rénal
des rats du groupe ADR+L présente une morphologie d’ensemble conservée avec une minime
congestion glomérulaire, une diminution de 'espace de Bowman et une minime dégénérescence

tubulaire comparativement au tissu rénal des rats traités a 'ADR (Fig. 11d, D).
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Figure 10. Observations microscopiques des coupes histologiques du foie des rats. (a et A):
groupe T; (b et B): groupe ADR; (c et C): groupe L; (d t D): groupe ADR+L. VC: Veine
centrolobulaire. H: Hépatocytes. S: Sinusoides. (»): Congestion vasculaire. (»): Lésions
élémentaires du tissus hépatique. ( »): Clarification cytoplasmique et ballonisation des
hépatocytes. () : Dilatation vasculaire. ( % ) : Dilatation sinusoidale. (a, b, c et d ; Gx100). (A,
B, Cet D ; Gx400).
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Figure 11. Observations microscopiques des coupes histologiques des reins des rats. (a et A) :
groupe T; (b et B): groupe ADR; (c et C): groupe L; (d t D) : groupe ADR+L. AA: Artériole
afférente. CB: Capsule de Bowman. EB: Espace de Bowman. G: Glomérule. TCD: Tube
contourné distal. TCP: Tube contourné proximal. (3): Congestion glomérulaire. (*):
Augmentation de I'espace de Bowman. ( %) : Dégénérescence tubulaire. ( ) : Minime congestion
glomérulaire. (3¢) : Minime dégénérescence tubulaire. (a, b, cet d ; Gx100). (A, B, C et D ; Gx400).



3. DISCUSSION

Les médicaments chimiothérapeutiques s’attaquent non seulement aux cellules
cancéreuses mais ils agissent également sur certaines cellules saines, notamment les cellules du
tube digestif, les cellules a I'origine des poils et des cheveux ou les cellules de la moelle osseuse
qui fabriquent les globules du sang (globules rouges, globules blancs). C’est la raison pour
laquelle la chimiothérapie entraine des effets secondaires comme des nausées, vomissements,
mucite buccale, diarrhée ou constipation, perte temporaire des cheveux, fatigue, perturbation du
cycle menstruel, baisse des globules du sang (Doroshow et al, 1978; Ménard et al,

2008).

Le traitement a I'’ADR provoque une perte pondérale considérable, et aucun changement
significatif concernant le poids du foie et du rein comparativement aux témoins. Une seule
injection intrapéritonéale d’ADR a 7 mg/kg de poids corporel a diminué la prise pondérale 24h,
48h et 72h apreés traitement, avec une perte plus significative a 24h (Merzoug et al.,, 2011). Une
exposition des animaux a une dose cumulée d’ADR (8 mg/kg) a un intervalle de 24 h au 5éme, géme
et 7éme jour, a provoqué une légere diminution du poids corporel, ce qui n’a pas été significative
par rapport au groupe témoin (Robert, 2007). Une autre étude a montré qu’une seule injection
d’ADR par voie intrapéritonéale a induit une diminution significative du poids corporel au 1(0me
jour, sans aucun effet significatif sur le poids du foie (Robert, 2007). La supplémentation du
lycopéne a considérablement rétabli la perte pondérale observée chez les rats traités a '’ADR.
Diverses investigations ont noté le réle du lycopene dans 'amélioration de I'évolution pondérale

chez des animaux diabétiques (Kuhad et Chopra, 2008 ; Kuhad et al., 2008).

Une seule injection d’ADR a induit une élévation de la concentration du glucose, du
cholestérol, des triglycérides et de 'urée, toutefois, elle a provoqué une déplétion du taux de la
créatinine en comparaison aux témoins. Il a été noté que 'ADR augmente les concentrations
sériques du cholestérol total, des triglycérides et du cholestérol-LDL chez les rats (Siveski-
Iliskovic et Singal, 1997), induisant probablement des cardiomyopathies (Abdel-aleem et al.,
1997). La concentration sérique de l'acide urique peut augmenter pendant le traitement
chimiothérapeutique. L’ADR peut induire une hyperuricémie qui peut provoquer une goutte
aigue ou une néphropathie d’urate apres la lyse de la tumeur (Anonyme #6, 2014). L’ADR est le
modeéle expérimental animal du syndrome néphrotique. Ses changements pathologiques
précoces sont principalement des lésions podocytes et des 1ésions tubulo-interstitielles, de plus,
une lésion rénale a été signalée comme une partie du syndrome toxique induit par I'ADR
(O’'Donnell et al, 1985). L’administration de I'ADR chez les rats induit un syndrome
néphropathique, qui est caractérisée par une protéinurie, hypoprotéinémie et hyperlipidémie
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(Desassis et al., 1997). Des injections intraveineuses (aux jours 0,14 et 28) d’ADR a 2 mg/kg de
poids corporel chez des rats néphropathique, ont démontré une hyperprotéinurie (couplé a une
hypoprotéinémie), une hypercréatininémie et une augmentation de l'excrétion urinaire du
glucose, d’'urée et d’acide urique. Normalement, le rein excréte la créatinine et seulement une
faible quantité de protéines de faible poids moléculaire traversant le glomérule, alors que le
glucose, l'urée et I'acide urique sont réabsorbés par le tubule proximal (Viau et Tardif, 2003).
Une augmentation du glucose urinaire, d'urée, et des niveaux d’acide urique indiquent

I'altération de la réabsorption tubulaire (Frey et al., 2001 ; Koshikawa et al., 2005).

La supplémentation du lycopene chez les rats traités a ’'ADR a diminué la concentration de
glucose, de cholestérol et de créatinine, tandis qu’elle a augmenté le taux des triglycérides et de
I'urée comparativement aux animaux traités a I’ADR. La propriété hypoglycémiante du lycopene
a été largement étudiée principalement chez les animaux diabétiques (Kuhad et Chopra, 2008),
associée a une amélioration du profil lipidique (Ali et Agha, 2009). Un effet inhibiteur du
lycopéne sur la synthese du cholestérol et une augmentation de la captation des LDL,
probablement secondaire a cette inhibition, ont été rapportés in vitro sur une lignée cellulaire
macrophagique (Fuhrman et al, 1997). Ce double effet serait en faveur des propriétés
hypocholestérolémiantes. Les auteurs confirment ces résultats en montrant que des sujets
recevant 60 mg/j de lycopéne pendant 3 mois présentent un cholestérol-LDL abaissé. En
revanche, Collins et al. (2004) montrent que chez des sujets recevant 20 mg/j de lycopéne,
pendant 3 semaines, apportés soit par la tomate, soit par la pasteque, le cholestérol total et le
cholestérol-HDL ne sont pas modifiés, ce qui indique probablement que le cholestérol-LDL n’est
pas abaissé. D’autres études ont indiqué I'implication du lycopéne dans la réduction des taux
d’'urée et de créatinine plasmatiques chez des rats recevant la cyclosporine A (Atessahin et al.,

2007).

Les agents chimiothérapeutiques ont une activité myélosuppressive, affectant les cellules
de la moelle osseuse (Jenkins et Freeman, 2009). Par ailleurs, la propriété immunosuppressive
de ces agents résulte de la déplétion du nombre de lymphocytes B et T, induisant I'altération de
la réponse immunitaire (Steele, 2002). Récemment, il a été noté que les anthracyclines
accroissent la fréquence de myélotoxicité et des infections (Debled et al., 2007). Nos résultats
ont révélé que I’ADR a provoqué une perturbation des parametres hématologiques chez les rats.
En effet, nous avons noté une réduction du nombre de globules blancs totaux. La lymphopénie
liée au traitement d’ADR peut étre due a I’élimination des précurseurs de lymphocytes et la
destruction de la population lymphocytaire mature, conduisant a une défaillance immunitaire

(Steele, 2002). Une augmentation des monocytes a été observée apres traitement aux agents
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cytotoxiques antinéoplasiques in vivo, contribuant a I'immunosuppression des cellules T a
travers la production de facteurs inhibant ses fonctions (Ageitos et al., 1999 ; Mackall, 2000). La
granulocytopénie associée au traitement chimiothérapeutique accroit le risque des infections

bactériennes, virales et fongiques (Tsang et al., 2007).

Le traitement a ’ADR provoque une dépression de la moelle osseuse prononcée avec une
leucopénie périphérique (granulocytopénie), une thrombocytopénie et une anémie possible
(Bonadonna et al., 1985). Des études sur des animaux de laboratoire ont permis d’enregistrer
une variété de réponses chez plusieurs especes. En effet, chez la souris, 'ADR a induit une
hématotoxicité, décrivant une leucopénie (neutropénie et lymphopénie) et une
thrombocytopénie, en association avec la réduction du nombre des globules rouges, de
I’hémoglobine et I'hématocrite (Duncan et al., 1998 ; Schurig et al, 1973). Chez le rat, une
leucopénie et une neutropénie sont rapporté, avec des valeurs d’hématocrite abaissées (Duncan
et al, 1998 ; Working et Dayan 1996). Chez le lapin, la leucopénie et la neutropénie sont décrits,
avec des valeurs réduites de globules rouges, de 'hémoglobine et I'hématocrite (anémie), et une

thrombocytopénie (Bertazzoli et al., 1972 ; Klimatova et al., 2000 ; Van vleet et Ferrancs 1980a).

L’évaluation des parameétres hématologiques nous a permis de distinguer que le lycopene
a rétabli la diminution des leucocytes totaux, de globules rouges, de ’hémoglobine, du nombre
de plaquettes et de la plaquettocrite enregistrée chez les rats traités a I’ADR. L’activité
antioxydante des caroténoides prévient les dommages du stress oxydant et améliore ainsi la
réponse immunitaire (Hughes, 1999). Des études antérieures ont montré que la consommation
des jus de carottes et de tomates (i.e. une consommation légere de caroténoides) chez les
hommes augmente la prolifération lymphocytaire, I'activité cytotoxique des cellules naturelles
tueuses et la production de cytokines (IL-2 et TNF-a) (Watzl et al., 1999 ; 2003). Cependant,
aucun de ces effets n’a été observé en utilisant un extrait de tomate (Briviba et al., 2004). Le
lycopéne peut améliorer la fonction immunitaire des rats atteints d’'un cancer gastrique a travers
I'augmentation du niveau de certaines cytokines (IL-2, IL-4, IL-10 et TNF-a) et
immunoglobulines (IgA, IgG et [gM) sanguines, et la réduction du taux sanguin d’IL-6 (Luo et W,
2011). Palozza et al. (2011) suggerent que l'influence du lycopéne sur le systéeme immunitaire
peut étre due a sa capacité a moduler I'environnement redox cellulaire et l'interaction
intercellulaire et/ou réguler les facteurs de transcription des génes codant pour des protéines a

activité anti-inflammatoire.

D’apres les coupes histologiques au niveau du foie, 'ADR a induit une congestion
vasculaire associée a une ballonisation des hépatocytes avec clarification cytoplasmique. Au

niveau rénal, ce traitement a provoqué une congestion glomérulaire avec augmentation de
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I'espace de Bowman ainsi qu'une dégénérescence tubulaire. L’étude histologique chez des rats
traités par une seule injection intraveineuse d’ADR a 7,5 mg/kg de poids corporel a révélé un
parenchyme hépatique avec un entassement hépatocytaire et une congestion vasculaire, étant
probablement due a l'insuffisance cardiaque congestive (Deepa et Varalakshmi, 2003). Par
ailleurs, cette méme dose a produit des lésions tubulo-interstitielles rénales répandues, ainsi
qu’'une dilatation tubulaire avec des cellules aplaties ou détachées, et présence d’infiltrats
inflammatoires (Nakayama et al., 2000). Une autre étude a démontré qu'une injection
intraveineuse d’'une dose de 1mg/kg de poids corporel, une fois par semaine durant 12
semaines, induit une nécrose tubulaire rénale (Malarkodi et al, 2003). L’administration du
lycopéne chez les rats prétraités a 'ADR a considérablement rétabli l'architecture des
hépatocytes, cependant, une dilatation vasculaire et sinusoidale a été enregistrée. De plus, elle a
remarquablement amélioré la dégénérescence tubulaire et la congestion glomérulaire observées
au niveau du tissu rénal des rats recevant 'ADR. Plusieurs investigations ont soulevé les
capacités du lycopene a réduire les néphropathies toxiques liées a 'ADR (Yilmaz et al., 2006), au

chlorure de mercure (Augusti et al.,, 2007) et a la cyclosporine A (Atessahin et al., 2007).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Dans la présente étude, nous avons montré que l'exposition aigue a une dose moyenne
d’ADR (7mg/kg de poids corporel), chez des rats males adultes de la souche Wistar, provoque
I'apparition d’altérations biochimique et hématologique avec des détériorations histologiques
hépatiques et rénales. Le profile biochimique indique une augmentation du glucose, du
cholestérol, des triglycérides et de l'urée, et une déplétion de la créatinine. Le déficit
hématologique est détecté par la réduction du nombre de leucocytes totaux, une baisse du taux
de 'hémoglobine et des plaquettes. Les modifications du tissu hépatique englobent des 1ésions
élémentaires du parenchyme, la ballonisation et la clarification cytoplasmique des hépatocytes
et la congestion vasculaire. L’histopathologie rénale inclut la congestion glomérulaire,
I'augmentation de l'espace de Bowman et la dégénérescence tubulaire. Par ailleurs,
I'administration d'un antioxydant (lycopéne) atténue les désordres biochimique et

hématologique et améliore les détériorations tissulaires hépatique et rénale.
A partir de ces résultats, il serait intéressant de dégager les perspectives suivantes :

4 Evaluer les effets d’'une exposition subaiglie et chronique a I'ADR sur la biochimie,
I’'hématologie et I'histopathologie de divers organes.

v' Apprécier les effets d’'une exposition aigue, subaigiie et chronique a ’ADR chez des rats
femelles et leur progéniture.

v Etablir une vue d’ensemble sur les perturbations endocrinienne et enzymatique relatives

aux troubles histopathologiques provoqués par les agents chimiothérapeutiques.
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