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Introduction

Les maladies inflammatoires chroniques de la peau sont de plus en plus fréquentes. La
dermatite atopique est I'une de ces affections, elle est observée surtout chez le
nourrisson et I’enfant, mais peut survenir a tout-dge (Chehad et Mansoul, 2017).
L’utilisation accrue de produits chimiques dans notre quotidien (conservateurs et
colorants alimentaires, cosmétiques, produits de ménage, peintures, ...) et le stress
émotionnel sont autant de facteurs responsables de la dermatie atopique (Tamagawa-
Mineoka et Katoh, 2020).

Des médicaments synthétiques (chimiques), notamment les corticostéroides, sont
utilisés dans le traitement des différents types de dermatoses. Toutefois, ces
médicaments présentent en majorité des effets secondaires, pouvant nuire gravement
a la santé des patients (Delepoulle, 2020, Barta et al, 2023), d’ou la recherche
d’alternatives en médecine traditionnelle. Cette derniére, constitue la somme totale
des connaissances, compétences et pratiques qui reposent, rationnellement ou non, sur
les théories, croyances et expériences propres a une culture (OMS, 2000). Ce type de
médecine s’avere trés prometteur, en raison des risques collatéraux limités pour la
santé (Merouane, 2013). Mais la composition exacte de certains remeédes naturels
reste inconnue, d’ou le besoin de s’assurer de leur innocuité (locale et générale)
(OMS, 2000). Ainsi, toute substance destinée a &tre mise sur le marché doit subir des

tests de toxicité (Benneouala et al, 2021).

Notre travail s’intéresse a 1’étude de la toxicité d’un reméde traditionnel utilisé contre
la dermatite atopique.

La premiere partie de ce mémoire est consacrée a la synthese bibliographique, qui
présente des rappels physiologiques sur la peau, des généralités sur la dermatite
atopique et sur I’étude de la toxicité en général.

La deuxiéme partie est réservée a 1’expérimentation animale, décrivant le materiel et
les méthodes utilisés dans cette étude.

La troisiéme partie est consacrée aux résultats obtenus et leurs interprétations.

Nous avons terminé notre manuscrit par une conclusion générale.
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Tissu cutané et dermatite atopique
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Chapitre I : Tissu cutané et dermatite atopique

1. Rappels physiologiques sur la peau ou tissu cutané :

La peau est constituée d’un ensemble de tissus qui fonctionnent comme une
structure unique. La peau et ses structures complémentaires composent le systéme
tégumentaire dont la fonction principale est de protéger I'organisme contre les
agressions externes (physiques, chimiques et infectieuses), elle est composée de trois
couches de tissus superposés : épiderme, derme et hypoderme (Nguyen, 2021) (figure
1).

1.1. L'épiderme :

C'est la couche cutanée la plus superficielle, I’épiderme a une épaisseur qui varie
selon la localisation (Tran, 2007).
Il existe quatre types de cellules épithéliales au niveau de 1’épiderme, 80% sont
représentées par les kératinocytes (KC) et les 20% restant sont les mélanocytes, les

cellules de Langerhans et les cellules de Merkel (Nguyen, 2021) (figure 2).

1.2. Le derme:

Le derme, épais, situé plus en profondeur, est constitué de tissu conjonctif
richement vascularisé, de cellules vivantes et de nombreuses fibres élastiques, de
réticuline et de collagene. Le derme a un rdle «nourrissant» par le biais de nombreux
vaisseaux sanguins qu’il contient et qui permettent la diffusion des nutriments a
I'épiderme (Aoun et Madani, 2016).

1.3. L’hypoderme :

C’est une couche située directement sous le derme. Il s'agit d'un tissu conjonctif
contenant des adipocytes, richement vascularisé et innervé. L’hypoderme permet la
régulation du métabolisme cellulaire. Il donne a la peau une protection mécanique
mais également sa silhouette élastique. Il a un rdéle dans l'isolation thermique ainsi

qu'un role de réserve énergetique (Touria ,2013).
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STRUCTURE DE LA PEAU
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Figure 01 : Structure des trois couches de la peau (Hemili, 2019).
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Figure 02 : Structure cellulaire schématique de 1’épiderme (Démarchez, 2015).
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2. Les fonctions de la peau :
Les principales fonctions de la peau sont :

» Thermorégulation : régulation de la température corporelle.

= Fonction de barriere : premiere barriére contre les agressions de 1’organisme.

= Fonction immunitaire : organe de defense, faisant intervenir les différents
facteurs du systeme immunitaire.

= Fonction métabolique : permet la maturation de la vitamine D et possede des
récepteurs pour les hormones stéroides et la vitamine A.

= Fonction sensorielle : organe sensoriel en raison de la richesse du derme en

terminaisons nerveuses (Tartouga, 2022).

3. Ladermatite atopique :
3.1. Définition :

Le terme « atopie » vient du grec, a- préfixe privatif, et topos qui signifie
endroit ou place qui facilite le déclanchement d’une réaction d’hypersensibilité.
Le terme « dermatite » est une contraction du terme « dermatose », qui regroupe
toutes les maladies de la peau, et du suffixe « -ite », qui désigne une inflammation.
Cela signifie « maladie inflammatoire de la peau ».
Ce sont Sulzberger et Wise (1933) qui trouvent la notion de "dermatite atopique"
(DA). Actuellement on parle d’eczéma constitutionnel ou d’eczéma atopique, mais le
terme dermatite atopique reste le plus répandu dans toutes les langues (Dubois,
2017).
La DA est définie comme une maladie inflammatoire chronique qui survient dans les
zones topiques et se caractérise par des poussées prurigineuses (Mesili et Mebarek,
2018).

3.2. Immunopathologie de la DA :
Les 1ésions de la dermatite atopique sont des I€sions d’hypersensibilité retardée qui

sont dues a I’activation des lymphocytes T dans la peau (Nicolas et Nosbaum, 2012).
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3.3. Différents types de DA selon son évolution :
a) Eczéma aigu : I'apparition est habituellement soudaine et provoque généralement
des démangeaisons. Il se caractérise par des placards érythémateux, souvent

infiltrés, cedémateux, aux bords mal délimités, avec des vésicules claires de la

taille d’une téte d’allumette (figure 3); éelémentaires et caractéristiques de

I’eczéma (Dubois, 2017).

Figure 3 : dermatite atopique aigue des  Figure 4 : dermatite atopique chronique

mains (Lafaurie, 2022) des mains (Staumont, 2022)

Figure 5 : Dermatite chronique du pied
chez un enfant de 8 ans
(Photo Pr Benchohra).

b) Eczéma chronique : L’eczéma chronique est un eczéma sec. Il se compose de
placards érythémateux squameux, mal délimités et prurigineux. Les squames sont
parfois trés fines, furfuracées, poussiéreuses (figure 4). Dans d’autres cas, la
desquamation est plus intense, les squames sont plus épaisses et de plus grandes
tailles (Dubois, 2017).
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c) Eczéma lichénifié : L’eczéma lichénifié est un eczéma de longue durée. Le prurit
subsiste indéfiniment, il est caractérisé par des plaques bien définies qui peuvent
étre de couleur rose, rouge foncé ou méme violacée (figure 5). Le tégument est

épaissi, infiltré et sillonné de stries blanchétres (Dubois, 2017).

4. Les causes de la dermatite atopique :
Dans la majorité des cas, une rupture de la barriére cutanée est I'événement initial
dans le développement de la maladie (Cork et al, 2009) (figure 6).
v I” hyperréactivité du systéme immunitaire ;
v’ certains facteurs de I’environnement qui favorisent I’apparition des poussées ;
v"une faible diversité du microbiote cutané ;
V' prédisposition génétique, il y a des antécédents familiaux de DA dans 60 a 80
% des cas (Launay, 2013).

Peau Normale Dermatite Atopique

Pénétration des allergénes -

Pénétration des allergénes

* * Perte d'eau
et du sébum protecteur

\
Cellules cutanées affaiblies
n‘apportant plus une protection
suffissante.

Cellules cutanées formant
une barriére
de protection normale,

Epiderme

Derme

- e A
- ; \ . |
Hypoderme | # ’

Peau normale Dermatite

Figure 6: Schéma montrant la différence entre une peau normale et une peau atopique
(Géomer, 2023).

5. Complications de la dermatite atopique:
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La dermatite atopique peut entrainer diverses complications (Delepoulle, 2020) :

Infections a staphylocoque doré, a herpes simplex (type 1 essentiellement).

e Retard de croissance : Le retard de croissance observee en cas de dermatite
atopique est plus lié a des restrictions alimentaires (réegimes farfelus, carences) ou
a un manque de sommeil (difficulté a synthétiser I’hormone de croissance) qu’a

[’utilisation de dermocorticoides.

e Autres manifestations atopiques: 1I’asthme (30 a 40% des cas).

e Allergie alimentaire : Moins de 10% cas de DA ont été associés a une allergie

alimentaire.

6. Traitements classique de la dermatite atopique :

= DA légere: Les traitements topiques réduisent les lésions inflammatoires
d’eczéma au moment des poussées (corticothérapie locale et inhibiteurs de la
calcineurine topiques) et diminuent la xérose due a 1’altération de la barriére
cutanée (émollients) (Launay, 2013).

= DA modéreée a sévere: Un traitement systémique (photothérapie, ciclosporine ou
méthotrexate) peut étre indiqué. Le recours aux traitements systémiques concerne
principalement les 10 a 15% d’adultes atteints d’une DA sévere (Staumont,
2021).

7. Principes du traitement :
Le traitement de DA est symptomatique, il ne vise pas a éliminer définitivement la
maladie, mais de traiter les symptdmes lors de la récidive et a prévenir les récurrences
par une prise en charge au long cours. L’objectif principal du traitement doit étre la

restauration de la qualité de vie du patient et de son entourage (Staumont, 2021).

8. Traitements naturels alternatives :
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Les remedes et les traitements naturels contre I'eczéma sont tout aussi efficaces que
les remédes classiques pour soulager les démangeaisons séches associées a cette
affection cutanée. Par conséquent, les personnes qui souffrent d'eczéma peuvent
utiliser des cremes, des huiles et des produits naturels, et choisir des changements
alimentaires et de mode de vie pour gérer ou prevenir les poussees d'eczéma
(Alexandre, 2022).
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Chapitre 11 : Etude de la toxicité

1. Toxicité d’un produit :
Ce sont tous les effets indésirables d’un toxique sur un organisme vivant. Autrement
dit, c'est la capacité intrinseque d'un produit chimique a produire des effets nocifs
chez un organisme vivant et qui en font une substance dangereuse. Ces effets sont liés
a la dose, a la voie d’absorption, au type et a la gravité de la Iésion ainsi qu’au temps
nécessaire a I’apparition d’une Iésion (Benneouala et al, 2021).

1.1. Evaluation de I’effet toxique :
L'évaluation toxicologique est fondée sur des études quantitatives (mesurables) ou
qualitatives (non mesurables) adéquates. Plusieurs types d'études peuvent nous
permettre d'évaluer les effets d'une substance toxique (Bobekar, 2012).

1.1.1. Toxicité a doses répétées :
Les essais de toxicité a doses répétées visent principalement a déterminer les effets in
vivo d'une exposition quotidienne répétée a une substance sur des périodes plus ou

moins longues (Aydin et al, 2016).

2. Les différentes formes de Toxicité :
L’homme est constamment exposé a une toxicité soit aigué soit subaigué ou encore
chronique.

2.1. Toxicité aigué :
La toxicité aigué se manifeste rapidement, voire immédiatement, aprés une prise
unique ou a court terme apres plusieurs prises rapprochées (Otmani et Yahiaoui,
2016).

2.2. Toxicité subaigué :
La toxicité subaigué concerne les effets nocifs dus a la répétition de doses qui ne
produisent pas d'effets toxiques immediats. Des effets tardifs peuvent survenir a cause
de I'accumulation du produit dans les tissus ou a cause d'autres mécanismes (Otmani
et Yahiaoui, 2016).

2.3. Toxicité subchronique :
Lors des tests de toxicité cutanée subchronique, le composé testé est appliqué
quotidiennement sur la peau de I'animal pendant une période de 1 a 3 mois. Durant
I'expérience, les animaux sont surveillés afin de déceler des signes de toxicité
(Otmani et Yahiaoui, 2016).
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2.4. Toxicité chronique :
Le but d'une étude de toxicité chronique est de déterminer les effets d'une substance
d'essai, chez une espéce de mammifere donnée, a la suite d'une exposition prolongée

et répétee, pendant plus de 90 jours (Otmani et Yahiaoui, 2016).

3. Ladermatotoxiciteé :

3.1. Définition de la dermatotoxicologie :
C’est le domaine qui fait la jonction entre la dermatologie et la toxicologie, il
s’intéresse aux interactions entre la peau et son environnement. La pénétration
transcutanée des xénobiotiques, leur mécanisme d’action, leur métabolisme au niveau
de la peau et la réponse de celle-ci a leur présence (Sorg, 2010).
Les études de tolérance locale devraient étre incluses dans les études de toxicité
générale (Aydin et al, 2016). Ainsi, les tests de toxicité, des produits topiques, sont
indispensables pour prévenir les effets différés sur les utilisateurs (Parasuraman et
al, 2020).

3.1.1. Les sensibilisants cutanés :
Ce sont toutes les substances qui provoquent des réactions cutanées a médiation
immunologique ; se traduisant par une réaction locale ou une dermatite de contact

allergique (Schaefer et al, 2008).

3.1.2. Latoxicité cutanée :
La toxicité cutanée est la capacité d'une substance a causer des effets nocifs sur la
peau, tels que l'irritation, lI'inflammation, les éruptions cutanées et les brdlures. La
toxicité cutanée peut étre influencée par des facteurs tels que la concentration de la
substance, le pH, la solubilité et la durée d'exposition (Sedrati et al, 2021).

3.1.3. L'évaluation de la toxicité cutanée :
Les études de toxicité cutanée sont basées sur plusieurs tests disponibles, les tests in
vivo sur les animaux de laboratoire pourraient étre plus utiles que les études in vitro
pour I'identification ou la caractérisation de la toxicité (Lémery et al, 2015).
C’est une étape importante dans I'évaluation de la sécurité des produits chimiques et

des médicaments.

Plusieurs méthodes sont utilisées pour cela :
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3.1.3.1. Test d'irritation cutanée :
Cette méthode consiste a appliquer le produit chimique ou le médicament sur la peau
intacte et a observer les réactions cutanées telles que I'érythéme, I'cedéme, la

desquamation et la formation de croltes (OCDE, 2015).

3.1.3.2. Test de sensibilisation cutanée :
Cette méthode est utilisée pour évaluer la capacité d'un produit chimique ou d'un
médicament a provoquer une réaction allergique. Elle implique I'application répétée
du produit chimique ou du médicament sur la peau intacte pendant plusieurs
semaines, suivie d'une exposition a une concentration plus élevée du produit chimique

ou du médicament pour déclencher une réaction allergique (OCDE, 2022).

3.1.3.3. Test de perméabilité cutanée :
Cette méthode mesure la capacité d'un produit chimique ou d'un médicament a
pénétrer dans la peau. Elle implique I'application d'une solution contenant le produit
chimique ou le médicament sur la peau et la mesure de la quantité qui pénétre dans la
peau (OCDE, 2010).

3.1.4. Intérét du test de toxicité pour un reméde a usage local :
Les effets bénéfiques d'un remeéde peuvent souvent se manifester apres une
administration répétée a long terme, ce qui peut augmenter les risques de toxicite.
Bien que les signes de toxicité aigué ou subaigué soient souvent facilement reconnus
et prévus par les humains, des essais devraient étre réalisés concernant I'utilisation a
long terme d’un remede a base de plantes.
Par conséquent, les tests de toxicité subchronique et chronique sont plus utiles pour
évaluer la sécurité des remedes naturels que les tests de toxicité aigué et subaigué.
(Aydin et al, 2016).
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I . Objectif de travail :
Ce travail vise & :

v Evaluer la toxicité du reméde traditionnel chez des rats sains;

v"Induire la dermatite atopique chez les rats;

v' Observer D’effet thérapeutique du reméde traditionnel utilisé contre la
dermatite atopique ;

Il . Lieu et période de I'étude :
Nos essais expérimentaux se sont étalés sur une durée de 4 mois, lls ont été réalisés
au niveau de :
v" L’animalerie de I’Institut des Sciences Vétérinaires, «Université 1bn Khaldoun-
Tiaret ».
v' Laboratoire d’autopsie clinique et celui de I’histopathologie de I’Institut des
Sciences Vétérinaires, «Université Ibn Khaldoun-Tiaret ».
Il . Matériel et méthode :
La partie expérimentale a joint deux grands volets :

v" Un volet a été consacré a l’induction de la dermatite atopique, puis le
traitement par application du remede traditionnel.

v Le second volet était destiné a I’évaluation de la toxicité a court terme (aigue)
et a moyen terme (sub-chronique) du traitement, avec les études
macroscopique et microscopique, chez un modele animal expérimental (le rat).

11 .1- Matériel :

a) Matériel biologique :
Animaux :
Dans notre étude nous avons utilisé des rats wistar (males et femelles) agés de 12 a 16
semaines, d’un poids corporel compris entre 150 a 420g (figure 7).
Le rat comme mod¢le d’expérimentation offre de nombreux avantages par rapport aux
autres animaux de laboratoire (faible cout, entretien et manipulation faciles,
alimentation et espace d’entretien réduit, et une tres bonne adaptation aux conditions
expérimentales).
Ces animaux sont issus de I'Institut Pasteur d'Alger, et sont élevés a lI'animalerie de
I’Institut des Sciences Vétérinaires de 1’université IBN KHALDOUN TIARET, ou

S’est déroulée 1’expérimentation.
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Les conditions de I’entretient durant I’expérimentation (température, lumicre,
hygrométrie) n’étaient pas contr6lées (naturelles). Les rats étaient logés dans des
cages en plastique tapissées d’une litiére constituée de copeaux de bois. Les cages
étaient nettoyées et la litiére changée, 1 & 2 fois par semaine. Les rats étaient adaptés
aux conditions de I’environnement et a [’alimentation (granulés destinés a

I’alimentation de vaches), bien avant le début de notre expérimentation.

Figure 7 : Rat wistar en cage d’expérimentation.

b) Produits chimiques :
On a utilisé deux produits de composition chimique dans 1’induction de la DA.

v Le formaldéhyde 10% (CH20), préparé a partir d’une solution commerciale de
37% (Laboratoire Steira) (figure 8).

v" Une creme dépilatoire (Laboratoire Venus) : C’est une créme dépilatoire a usage

humain, qu’on retrouve dans le rayon des produits cosmétiques (figure 9).

Figure 8 : Formol Figure 9: Creme dépilatoire Venus.
commercial (37%).
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I11. 2. Méthodes :

Plusieurs études ont utilisé le rat et la souris comme modéles dans I’induction de la
dermatite atopique, et afin d’évaluer certaines thérapies. En effet, les rats développent
des symptdmes de DA trés similaires a ceux observes chez I’homme (Fujii et al,

2009).

Répartition des lots :

Notre étude a été réalisée sur 12 rats wistar réparties en 3 lots :

1)

2)

3)

Lot témoin-traitement (RT) : 2 rats sains sont soumis a des applications du

reméde traditionnel toutes les 48 heures, sur la zone (2cm?) rasée du dos,
pendant 8 semaines.

Lot creme (RC) : 4 rats sont soumis a une application de créeme dépilatoire,

sur une zone (2cm?) du dos, durant 5 semaines.

Les rats ayants présentés des réactions de dermatites sont répartis en deux
groupes :

Témoin-créme (RC1) : 2 rats, ne recevant aucun traitement.
Traitement-creme (RC2) : 2 rats, recevant une application du traitement tous

les 48heurs.

Lot formol (RF): 6 rats ont été sujets a une application de 0,1 ml de

formaldéhyde sur le dos, pendant 1 a 2 semaines consécutifs.

Les rats ayants présentés des réactions de dermatites sont répartis en deux groupes :

1.

Témoin (RF1) : 3 rats, ne recevant aucun traitement.
Traitement (RF2) : 3 rats, recevant une application du traitement tous les 48

heures.

Induction de la dermatite chez les rats :

Protocole A:

Au début, nous avons utilisé la creme dépilatoire afin d’enlever le poil pour

I’application du formol, comme rapporté par certains auteurs (Truong et al ,2020).

Cependant, nous avons remarqué que certains sujets présentaient des réactions

inflammatoires de la peau plus ou moins importantes, suite a ces applications.
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Apres, nous nous sommes documenté sur le sujet, il s’est avéré que les crémes
dépilatoires étaient susceptibles de provoques des réactions dermiques variées chez
certaines personnes (Lambert, 2023). D’ou notre choix pour la créme dépilatoire

comme deuxiéme agent inducteur de la DA.

A. Application du traitement creme depilatoire :

La créeme depilatoire (venus) est appliquée sur le dos du rat (figure 10) pendant 2 a
3 min (suivant I’indication du produit). Les poils sont retirés et la zone nettoyée avec
une compresse humide. Cette opération est répétée une fois par semaine, durant 5

semaines.

Figure 10 : Application de la creme dépilatoire.

2. Protocole B :
- L’induction de la DA par le formol chez les petits rongeurs a été réalisée dans
plusieurs études par voie d’inhalation (voie respiratoire) (Han et al, 2017).Cependant,
nous avons utilisé la voie percutanée (Niosh, 2011) étant donné la difficulté de la

technique respiratoire, qui nécessite des cages hermétiques avec nébuliseur.

A. Dilution de formaldéhyde (37%) a10 % :
Par ’équation : C1 xV1=C2xV2

ClxVli 37x100
V9 = — V2 = V2 =370 ml

B. Préparation de la solution :
» On a mesuré un volume de 100 ml de formaldéhyde pur (37%) par une

éprouvette graduée 100 ml.
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> On verse ce volume dans une bouteille en verre.

» On ajoute 270 ml d’eau distillée dans cette bouteille pour obtenir un volume de

370 ml (figure 11).

Figure 11 : Préparation du formol a 10%.

C. Application du traitement formol :

A I’aide d’une seringue, on a prélevé 0,1 ml de la solution formaldéhyde a 10% qu’on
a étalée sur une surface de 2cm? du dos du rat (figure 12), une application non-
occlusive et réalisée pendant 1 a 2 semaines (Niosh, 2011). L’opération est stoppée

des I’apparition de la dermatite.

Figure 12: Application de formaldéhyde a 10 %.

I11.  Lathérapie de la dermatite atopique par traitement naturel :
Le reméde est fabriqué par une vieille dame de la région de Tiaret a base d'huile
d'olive et de miel et d’autres ingrédients naturels que nous ignorons (figure 13). Ce

remede présente de I’efficacité dans le traitement des dermatites.
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Figure 13 : Un échantillon du remede traditionnel.

- Protocoles d’application du traitement :
Aprés ’apparition des signes de la dermatite, chaque lot est divisé en 2 ; sujets
témoins et sujets traités.
Le produit est appliqué a 1’aide d’un moyen naturel (une plume de poule ou dinde
comme recommandé par la dame). Dans notre cas, nous avons utilisé des plumes de
pigeons (selon la disponibilité) (figure 13). Toute la zone dépilée est enduite avec le

produit (figure 14), chaque 48h.

Figure 14 : Remede appliqué sur le dos du rat.
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Tableau 1 : Présentation du protocole suivi dans notre expérimentation.

Lots Effectifs | Poids moyen (Q) Application Périodes
(n)
RT 2 RT1: 210 Application de remede traditionnel 8 semaines
RT2: 213 sur la peau saine du dos (rasé).
RC1 : 209 Application de la créme dépilatoire 5 semaines
RC 4 RC2: 241 sur la peau.
RC3:183
RC4 : 196 Traitement naturel de la dermatite 1 semaine

atopique : RC2, RC4

RF1 :230 Application 0,1 ml de formaldéhyde

RF2 :256 dilués a 10% sur la peau rasée du dos. 1 4 2 semaines
RF 6 RF3:197

RF4 :206 Traitement naturel de dermatite

RF5 :420 atopique : RF2, RF4, RF6 1 semaine

RF6 :338

Remarque : Le traitement d’induction de la dermatite (créme, formol) est stoppé dés I’apparition des signes de
dermatite.

IV.  Sacrifice et prélevement d’organes :

A la fin de I’expérience, les rats sont tués puis disséqués (figures 15-16) :

- Les sujets du lot RF et lot RC apres la guérison (disparition des Iésions).

- Lessujets du lot RT aprées 8 semaines de traitement.
Des études macroscopiques et microscopiques ont été réalisées sur la peau dorsale et
les organes internes des rats, afin de détecter d’éventuels changements
morphologiques et histopathologiques.

» Matériel utilisée :

= Dessiccateur en verre

= | ames
= Coteaux
= Bijstouris

= Diethyl ether

= Boite de prélévement
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Sérum physiologique

Coton

Papier essuie-tout

Pince

Ciseaux De Dissection

Formol a10 %

Abaisse-langue

table de dissection
» Méthode :
Dans un dessiccateur nous mettons une couche de coton puis on verse le diéthyl
éther pour I’anesthésie des rats.
Le saignement de 1’animal s’effectue le plus rapidement possible, il permet de
vider I’animal de son sang (I’exsanguination).
Les rats sont ouverts ventralement pour prélever les organes : reins, foie, cceur,
rate, poumons, cerveau, estomac, intestin, peau (figures 16-17).
Les organes sont rincés dans un sérum physiologique.

Pour réaliser des coupes histologique, les organes sont fixés dans du formol 10%
(figure 18).
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Figure 15 : Fixationdu  Figure 16 : Rat éventré. Figure 17: Organes
sujet sur la table prélevés.
d’autopsie.
B
o 8!

fs‘-‘j‘:;‘; " R '.s I P : ‘
Figure 18 : Préparation des échantillons sur formol 10% (fixation d’organes) pour

1’étude histopathologique.

20



Matériel et méthodes

V. Etude histopathologique :
Les coupes histologiques ont été réalisées suivant la technique classique de Houlot
(1984) qui comporte les étapes suivantes :
1. Fixation :
Les organes préleves sont découpés en fragments de 0,5cm d’épaisseur, puis placés
dans une solution de formol a 10%.
2. Traitement des tissus :
Le traitement des tissus a été réalise sur automate (Leica TP1020) qui effectue la
déshydratation par passage dans une série de bains d’éthanol a concentrations
croissantes (70%, 80%, 95% et 100%). La deuxieme étape consiste en un nettoyage
dans le xyléne suivi par une infiltration par la paraffine dissoute & 56°C.
3. Inclusion et confection des blocs :
Les échantillons sont mis dans des cassettes puis imprégnés a chaud par une paraffine
de routine dont le point de fusion est de 54°C a 56°C. La paraffine est coulée au quart
dans des moules en acier inoxydable chauffés a 60°C et les fragments de tissus y sont
déposés. Apres solidification de la paraffine, les blocs formés sont congelés a -20°C.
4. Confection des coupes :
Les blocs de paraffine sont préalablement taillés avant d’étre réduits en coupes
microscopiques de 5 um d’épaisseur a 1’aide d’un microtome.
Les coupes sont ensuite étalées dans un bain marie & 50°C, puis collées sur des lames
par I’albumine et séchées a 60°C pendant 1 heure, pour éliminer la paraffine.
5. Coloration :
Aprés séchage a 1’étuve a 37°C pendant au moins deux heures, les lames sont colorées
en Hématoxyline-Eosine (H&E) : L’hématoxyline colore les noyaux en violet, et
1’€osine colore le cytoplasme en rose.
Cette coloration a été effectuée manuellement selon le protocole suivant :

v Déparaffinage par passage dans deux bains de xyléne de 15 mn chacun ;

v Réhydratation par passage dans deux bains d’éthanol absolu pendant 5

minutes ;

v Un bain d’alcool a 70° pendant 5 minutes ;

<

Coloration avec I’hématoxyline pendant 25 minutes ;

v Ringage dans I’eau de robinet pendant 15 minutes ;
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v’ Coloration a I’éosine pendant 15 minutes ;

<

Lavage a I’eau pour éliminer 1’excés de colorant ;
v Déshydratation dans 1’alcool a 70° pendant 10 minutes, puis dans 1’alcool
absolu pendant 3 minutes ;

v’ Séchage des lames par papier buvard ;

<

Clarification dans le xyléne pendant 15 minutes ;
v" Montage des lamelles a 1’aide du baume de Canada en prenant soins de
dégager les bulles d’air.
6. Lecture des lames:
Les images numériques sont capturées aux différents grossissements avec un
microscope (Zeiss) connecté a un appareil photo numérique (AXioCamERCc5s) lié a
un ordinateur (hp).
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I. Reésultats :

1. Observations macroscopiques (cliniques) des signes de la toxicité :

1.1. Examen cutané :

1.1.1. L’apparition de la dermatite atopique :

Le score de gravité des lésions cutanées le plus couramment utilisé est le SCORAD ;

mise au point en 1990 par I’European Task Force, il permet 1’évaluation de 1’intensité

des signes cliniques d’une dermatite (Becker, 2017).

Le tableau 2 présente les périodes durant lesquelles s’est déroulée I’induction de la

dermatite chez les sujets dans les deux lots (creme et formol). Aussi, ce tableau décrit

les résultats des lésions cutanées et résume les scores inflammatoires, consécutives a

la sensibilisation par la créme dépilatoire et le formol 10%.

Tableau 2 : Les scores des réactions inflammatoires de la peau suite a I’induction de

la dermatite par la creme et le formol.

Lots Période Erytheme | Croute | Etendue | Score
d’induction De lésion | total

Créme RC1 |5 semaines + + 10% 4
RC2 5 semaines ++++ + + + 60% 14
RC3 | 5 semaines ++++ + + + 80% 14
RC4 | 5 semaines ++++ ++++ | 80% 16
RF1 | 2 semaines ++ ++ 30% 8

Formol
RF2 | 2 semaines ++ +++ 40% 10
RF3 | 2 semaines +++ +++ 60% 12
RF4 | 1 semaine ++++ ++++ | 80% 16
RF5 | 1 semaine ++ ++ 50% 8
RF6 | 1 semaine +4+++ +++ 80% 14

+:léger ; ++:modéré; +++

- importante ; + + + + : Sévere ; + = 2 points.
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L’application de la créme dépilatoire et le formaldéhyde 10%, sur les dos des rats a

entrainé une irritation, érythéme, rougeur et formation de la croute.
1.1.2. Evaluation de la dermotoxicité du remede traditionnel :

L’application cutanée du traitement sur les rats a entrainé une rougeur apres la
premiére 48h pour le lot témoin RT2 (fig.19). Chez RT1 aucune réaction cutanée n’a
été observée (fig.20).

Apres la deuxiéme application et jusqu’a la fin d’expérience la rougeur avait disparu
(fig.21-22).

Figure 19: Réaction cutanée a la 1*°*  Figure 20 : Absence de réaction cutanée suite 2
application du traitement (RT2). la 1 application du traitement (RT1).

Figure 21 : Aspect de la peau du dos Figure 22 : Aspect de la peau du dos du

de rat RT2 aprés 8 semaines du rat RT1 aprés 8 semaines du traitement.
traitement.
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1.1.3. Effets du traitement sur la dermatite atopique provoquée chez les rats :

Les résultats cliniqgues montrent que le traitement naturel utilisé en application
percutanée sur les zones de la dermatite induite, chez les sujets du lot creme
(tableau 3) et ceux du lot formol (tableau 4), a conduit a une guérison totale de la
dermatite (disparition des lésions cutanees) aprés seulement une semaine de
traitement, comparé aux lésions qui ont persisté chez les témoins (non traités)
dans les deux lots.

Tableau 3 : Dermatite induite par la créeme dépilatoire chez les sujets témoins
(non traités) et les sujets traités par le reméde, apres une semaine.

Caractere de la|Etat de la lésion apres
Sujets dermatite induite par la | une semaine.
créeme dépilatoire

RC1
Témoin
(non traité)

RC2
Traitement

RC3
Témoin

RC4
Traitement
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Tableau 4 : Dermatite induite par le formol chez les sujets témoins (non traités) et
les sujets traités par le remede, aprés une semaine.

Sujets

Caractére

induite par

de la dermatite|Etat de la lésion apres une

I formol

RF1
Témoin

RF2
Traitement

RF3
Témoin

RF4
Traitement

RF5
Témoin

semaine
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RF6
Traitement

1.2. Examen des organes apres autopsie :
Il s’agit d’observer 1’aspect général des organes de 1’animal a 1’ceil nu. Ainsi, la

taille, la forme et la couleur de chaque organe sont notés.

L’examen macroscopique des organes (peau, cerveau, foie, reins, poumons, estomac,
intestin gréle, rate, cceur) de chaque sujet autopsié a révélé que ces organes ne
présentaient aucune anomalie, a 1’exception du foie du rat RC4 sur lequel on a

identifié un kyste (figure 23).

Figure 23 : kyste hépatique.

2. Etude anatomopathologique (microscopiques) :

2.1. Evaluation de la toxicité du formol sur la peau et les organes internes :

2.1.1. Peau: Les coupes histologiques de la peau des rats sensibilisés au
formaldéhyde (lot RF) ont montré une destruction importante et une modification de
I’architecture de la peau, en particulier celle de I’épiderme. Une perte totale de
I’épithelium a été observé dans plusieurs parties des sections histologiques (figure 24)
associée a des infiltrations inflamatoires severes du derme (figure 25).
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Figure 24 : Rat, peau, destruction massive de 1’épiderme avec détachement
de toutes les couches et altération du derme (ulcération) H&E, 40X.
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Figure 25 : Rat, peau, infiltration du derme par des cellules inflammatoires
H&E, 400X.

2.1.2. Tube digestif : Les coupes histologiques de 1’estomac ont montré une légere
infiltration inflammatoire de la muqueuse gastrique glandulaire (figure 27). Une
destruction sévere de la muqueuse intestinale a été observée avec une perte totale des
villosités, une infiltration inflammatoire associées a une hyperplasie lymphonudulaire
des plaques de Peyer (figure 26).
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Figure 26 : Rat, intestin, perte totale des villosités avec hyperplasie des nodules
lymphocytaires (plaques de Peyer) H&E, 40X.

Figure 27 : Rat, estomac, légére infiltration inflammatoire de la muqueuse gastrique (partie
glandulaire) H&E, 100X.
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2.2. Evaluation de la toxicité de la créme dépilatoire (Venus®) sur la peau :

2.2.1. Peau : Les sections de peau des sujets sensibilisés avec la creme dépilatoire ont
montré un détachement complet de 1’épiderme et destruction en profondeur du derme

avec une infiltration inflammatoire modérée (figure 28).
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Figure 28: Rat, peau, perte totale de la couche épidermique et une partie du derme (perte de
substance massive et profonde) H&E, 40X.

2.3. Evaluation de la toxicité liée a ’utilisation du remeéde traditionnel sur la
peau et les organes internes chez les rats témoins (RT) :

2.3.1. Peau : L'application topique du reméde traditionnel n’a présenté aucune lésion

microscopique des différentes couches (figure 29).

2.3.2. Organes internes : Egalement, pour les organes internes, comme le foie (figure
30) et les reins (figure 31), aucune lésion spécifique ou modification de I’architecture

tissulaire n’a été démontré.
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Figure 29: Rat, peau, architecture normale de la peau des rats témoins (reméde traditionnel)
H&E, 100X.

Figure 30 : Rat, foie, architecture intégre du parenchyme hépatique des rats témoins (reméde
traditionnel) H&E, 100X.
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Figure 31 : Rat, Rein, architecture normale du parenchyme rénal des rats témoins (remede
traditionnel) H&E, 100X.

2.4. Evaluation de la toxicité liée au traitement avec le reméde traditionnel chez

les rats sensibilisés par le formol et la creme :

L’étude histologique des coupes de peaux de rats, ayant présentés de la dermatite
aprés sensibilisation avec le formaldéhyde et la créme dépilatoire (venus®), traités
avec le reméde traditionnel a montré une amélioration et une diminution des lésions
cutanées et des tissus d’organes prélevés.

L’étude histologique a aussi montré un rétablissement de I’architecture des différentes
couches de la peau et ses annexes: épiderme, derme et hypoderme, des follicules
pileux, des glandes sébacées et des glandes sudoripares. Ceci confirme I’effet
bénéfique du reméde traditionnel du bon déroulement du processus de réparation
(figure 32). Egalement, une diminution importante des infiltrats inflammatoires a été

observée dans la plupart des organes.

31



Resultats et discussion

Figure 32: Rat, peau, rétablissement de I’architecture chez les rat présentant une
dermatite (formaldéhyde) traité avec le reméde traditionnel H&E, 40X.

Figure 33: Rat, peau, rétablissement de ’architecture chez les rat présentant une
dermatite (créme dépilatoire Venus®) traité avec le reméde traditionnel H&E,
40X.
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Discussion

L’objectif principal de cette étude était d’évaluer la toxicité d’un remede traditionnel,
utilisé chez ’homme contre les problémes de dermatites, sur des rats de laboratoire.
Pour cela, nous avons réalisé une induction de dermatite chez les rats avec deux

produits chimiques : le formol & 10% et la créeme dépilatoire a usage humain (Venus).

Ainsi, les résultats de cette étude nous ont permis, également, d’évaluer la gravité de
la toxicité cutanée induite par la créme dépilatoire et par le formol sous forme de
dermatite. En effet, cette évaluation est importante pour une prise en charge

thérapeutique ultérieure (Mesili et Mebarek, 2018).

Le formaldéhyde est classé comme substance toxique, a 1’échelle européenne, en
raison de ses propriétés de sensibilisation cutanée, lors d’expositions répétées,
entrainant la dermatite allergique de contact. Ainsi, les réactions d'irritation cutanée
surviennent avec certitude uniquement lors de contact direct avec des solutions

contenant du formaldéhyde, chez environ 5% des sujets (Duffort et al, 2010).

Dearman et al (1999) et Marcon (2008) confirment que le formaldéhyde posséde
une activité de sensibilisation par contact avec la peau. Egalement, NIOSH (2011)
rapporte que des solutions de formaldéhyde de diverses concentrations (7 a 9 %, 15 a

18 % et 37 %) sont modérément irritantes pour la peau chez les rats et les souris.

Dans la littérature, la majorité des études de sensibilisation de la peau par le formol
utilisent la voie respiratoire (inhalation) (Han et al, 2017). Dans notre étude, nous
avons utilisé du formol 10% en application locale sur la peau du dos des rats, apres
rasage. L’apparition de réaction de dermatite était variable, selon les sujets, de

moyenne a importante.

L’utilisation de la créme dépilatoire (Venus®) avait pour but d’éliminer les poils afin
de faciliter I’application du remede, le rasage étant une pratique contraignante
pouvant entrainer des blessures de la peau fragile des rats. Mais aprés quelques
contacts avec la peau, des réactions inflammatoires d’intensités variables
apparaissaient sur les rats; ainsi, nous avons décidé d’inclure ces sujets dans le second
lot de I’induction de DA. La créeme dépilatoire, comme tout produit cosmétique, n'est
pas exempt d'inconvénients, elle contient plusieurs composants chimiques (sodium

gluconate, sodium hydroxyde et le potassium thioglycolate,...) pouvant donner des
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actions immunogénes et provoquer une irritation de la peau et des dermatites
(Lambert, 2023).

En effet, certaines études ont rapportés que 1utilisation de créme dépilatoire (Veet®)
¢était responsable de I’apparition de réactions inflammatoires variables chez les
utilisateurs (Moghimi et al, 2013). Ainsi, notre étude peut constituer une alerte aux
utilisateurs de ce produit cosmétique qui peuvent souffrir de dermatites sans savoir les

causes.

Notre étude confirme la toxicité du formol et de la créme dépilatoire aprés contacts
répétés. Les observations cliniques (macroscopiques) ont dévoilé que I’induction de
DA avec le formol et la creme étaient responsables de Iésions épidermiques, avec des
étendues allant de 10% a 80% de la peau sensibilisée. Les réactions sont caractérisées
par des démangeaisons, érythéme, croute, rougeur et secheresse de la peau. Ce sont
les signes de la dégradation de la barriére cutanée (Tartouga, 2022).

Notre étude démontre que le traitement des rats (lot RF, lot RC) par application
topique du reméde traditionnel, soulage de maniere évidente la dermatite atopique,

dans une durée record d’une semaine comparée aux sujets témoins (tableau 3 et 4).

Concernant 1’évaluation des effets toxiques, a long terme, du remede traditionnel
utilisé contre la DA. Les rats témoins traités uniquement par le remede traditionnel
pendant 8 semaines (2 mois), n’ont montré ni de réactions allergiques locales (figures
19-22), ni de signes de pathologie générale (maladie). Cependant, une toxicité interne
du reméde n’a pas été écartée, étant donné que les rats se léchaient le dos apres

chaque application du reméde, d’ou 1’étude histopathologique ci-apres.

L’étude anatomopathologique des échantillons de peaux, prélevés sur les sujets
présentant de la dermatite induite par le formaldéhyde et la créeme dépilatoire, a
montré 1’existence de dommages importants au niveau de la structure de cet organe. Il
s’agit d’une altération et d’un détachement complet de 1’épiderme, avec
endommagement des kératinocytes CR3 (figure 28) et RF5 (figures 24 et 25).

Les modifications de la structure de la peau sont associées a un nombre accru de
cellules inflammatoires dermiques. Tartouga (2022) confirme gque ces changements

structuraux de la peau ont un rapport avec 1’apparition de dermatite atopique.
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Chez les rats témoins RF1, RF3, RF5 nous avons observé une réaction inflammatoire
plus au moins importante au niveau d’estomac (figure 27), et une entérite sévere avec
ulcération (absence d’épithélium) et hyperplasie lymphocytaires dans 1’intestin (figure
26). Ces dommages sont probablement liés aux propriétés irritantes du formaldéhyde
ingéré par les rats. Au fait, apres chaque application du formol sur la zone dépilée du
dos, les rats se léchaient le dos et ingéraient par consequence du formol. Les études de
Til et al (2003) témoignent que le formaldéhyde est toxique pour I’estomac et

I’intestin.

Cependant, I’histopathologie ne révele aucune Iésion sur les organes des rats du lot
CR, a I’exception de la peau. Pour le rat CR4 nous avons observé un kyste hépatique

probablement d’origine parasitaire (figure 23).

Chez tous les sujets avec dermatite induite et traités avec le remede traditionnel
(CR2,CR4, RF2, RF4, RF6) on a observé une réduction des lésions morphologiques
induites par le formaldéhyde et la creme dépilatoire, avec un score allergique égal a
zéro. D’un point de vue histopathologique, le reméde avait guéri les organes

affectés (estomac, intestin, peau) de maniere évidente (figure 30).

Les résultats de 1’étude histologique chez les rats témoins RT1, RT2 n’ont montré
aucun changement dans la structure tissulaire de la peau (figure 29). La couche
épidermique superficielle présentait une kératine intacte et I'épiderme était bien
disposé. Il n’y avait pas de cellules inflammatoires, les glandes et les poils

folliculaires étaient évidents sur I'épiderme.

Cette étude préliminaire, sur les effets du remede traditionnel utilisé contre la
dermatite chez I’homme, a démontré son innocuité (non-toxicité) pour la peau et les
organes internes chez le rat. Ainsi, cette innocuité confirmée pour les organes interne
n’est pas seulement en relation avec une éventuelle absorption du produit par la voie
cutanée, mais surtout apres son ingestion pendant une durée de 8 semaines. Il faut
rappeler qu’a chaque fois qu’on appliquer le reméde sur le dos du rat, ce dernier le

lécher.

Par ailleurs, chez les rats souffrants de dermatite induite par le formaldéhyde et par la
creme depilatoire on a observé une rémission totale aprés seulement une semaine de

I’application du traitement. De plus, I’étude anatomopathologique a confirmé le rdle
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réparateur du traitement sur la peau agressée par les toxiques inducteur de la

dermatite.
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Conclusion

Le présent travail avait pour objectif d’évaluer les éventuels effets toxiques d’un

remede traditionnel utilisé contre la dermatite atopique.

Les rats sains traités par ce remede pendant une longue période (8 semaines) n’ont
montré aucun signe de toxicité clinique (macroscopique). Egalement, 1’étude
anatomopathologique des différents organes internes (cerveau, foie, poumons, cceur,
reins, intestin gréle, estomac, rate) et de la peau n’a montré aucune altération de la

structure tissulaire avec une morphologie normale.

Par contre, les rats qui ont été sensibilisés localement par le formaldéhyde et la creme
dépilatoire présentaient des réactions inflammatoires du derme avec une altération
importante de 1’épiderme. Egalement, le formaldéhyde avait entrainé des lésions

importantes des organes internes.

Par ailleurs, 1’étude a montré qu’aprés une courte période (une semaine) de

I’application du reméde sur la dermatite induite, la rémission était totale et rapide.

Les résultats obtenus au cours de cette étude preliminaire nous permettent de conclure
que ce remede est sOr et efficace et peut constituer une alternative au traitement
médical de la dermatite, dans la perspective d’une étude sur la composition exacte du

produit.
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1. Annexes

1.1.Annexe A

Matériel et produits utilisés dans la partie expérimentale.

Figure Al : Animalerie de I’institut vétérinaire, université lbn khaldoun.

Figure A2 : Composition de la creme dépilatoire VENUS.
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Figure A3: Matériels et produits utilisés pour 1’euthanasie et le prélévement des
échantillons.

Figure A4 : Rats tués.
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1.2. Annexe B

Matériel et produits utilisés pour la préparation des coupes histologiques (lames).

Poste Reéactif Dure
1 Formol 10% 1h
2 Formol 10% lh
3 Ethanol 70% 11/2h
4 Ethanol 80% 11/2h
5 Ethanol 95% 11/2h
6 Ethanol 100% lh
7 Ethanol 100% 1h
8 Ethanol 100% 1h
9 Xyléne 11/2h
10 Xyléne 11/2h
11 Paraffine 2h
12 Paraffine 2h

Figure B1 : Automate (Leica Tableau B1: programmation de I’automate.

TP1020).

Figure B2 : Station d’enrobage de type Lieca.
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Figure B3 : Microtome rotatif de Figure B4 : Bain-marie de type
Type Leica 2125. Leica .

Figure B5 : Microscope liée a un appareil photo numérique.
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1.3. Annexe C

Coupes histologiques des organes du rat témoin traité par le reméde traditionnel.

Figure C1 : Rat, cerveau, aspect normal H&E, 10X.

Figure C2 : Rat, cceur, une structure normale H&E, 100X.
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Figure C4 : Rat, rate, aucune lésion H&E, 40X.

Figure C5 : Rat, poumon normal H&E, 100X.
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Résumé

La dermatite atopique est une maladie inflammatoire chronique de la peau, elle est
plus fréquente chez les nourrissons et les enfants mais peut survenir a tout age.
L’objectif de cette étude était d’évaluer la toxicité d’un remede traditionnel utilisé
chez ’homme contre les problémes de dermatites. Dans cette étude, nous avons utilisé
12 rats wistar de sexes différents 4gés de 12 a 16 semaines et d’un poids corporel
compris entre 150 a 420 g. Pour 1’évaluation de sa toxicité, le reméde est appliqué sur
le dos rasé de rats sains pendant 8 semaines successives. L’effet du remede
traditionnel sur la dermatite atopique a été évalué in vivo sur un modele induit par le
formaldéhyde & 10% et la créme dépilatoire (Venus®) par voie cutanée. Les résultats
montrent que I’application pendant une longue durée du reméde n’a montré aucun
effet toxique, ni sur la peau, ni sur les organes internes. De plus, le remede révéle une
réduction des scores des Iésions de la peau, et de point de vue histologique, entraine
une réparation de 1’épiderme. Sur la base de ces résultats, nous avons confirmé
I’innocuité du remede traditionnel et son efficacité en application locale sur les Iésions
de dermatite chez le rat.

Mots clés : toxicité ; rat ; peau ; dermatite atopique ; remede traditionnel.
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Abstract

Atopic dermatitis is a chronic inflammatory skin disease. It is most common in infants
and children, but can occur at any age. The aim of this study was to evaluate the
toxicity of a traditional remedy used in humans to treat dermatitis. In this study, we
used 12 wistar rats of different sexes aged 12 to 16 weeks and with a body weight
ranging from 150 to 420 g. To evaluate its toxicity, the remedy is applied to the
shaved backs of healthy rats for 8 successive weeks. The effect of the traditional
remedy on atopic dermatitis was evaluated in vivo on a model induced by 10%
formaldehyde and depilatory cream (Venus®) via the cutaneous route. The results
show that long-term application of the traditional remedy had no toxic effect on either
the skin or internal organs. In addition, the remedy shows a reduction in skin lesion
scores and, from a histological point of view, leads to epidermal repair. Based on
these results, we have confirmed the safety of the traditional remedy and its efficacy
in local application on dermatitis lesions.

Key words: toxicity; rat; skin; atopic dermatitis; traditional remedy.



