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Abstract: Le VIH-1 induit un stress oxydatif et des dommages a I'ADN dans les cellules infectées via de
multiples mécanismes, notamment la protéine Tat virale. Ce dernier est présent dans le sang d'individus
infectés, et peut y stimuler le stress oxydatif dans les cellules via la production de ROS mitochondriales qui
dépendait du flux d'électrons inverse dans le complexe | de la chaine respiratoire. Ainsi, le stress oxydatif
induit par Tat, les dommages a I'ADN et les aberrations chromosomiques sont de nouveaux facteurs oncogenes
favorisant la survenue des cancers chez les individus infectés par le VIH-1.Et la voie de réparation de I'excision
de base est le mécanisme le plus important pour résister a de tels effets déléteres.Pour étudier le rdle de la
réparation de I'excision de la base dans I'infection a VIH, nous avons examiné les niveaux de 7,8-dihydro-8-
oxoguanine (8-0xoG) en tant que marqueur des dommages oxydatifs & I'ADN et suivi son taux 48 semaines
apres supplémentation du yaourt. Les résultats ont montré que le niveau de de 8-oxoG sont accrus chez les
patients infectés par le VIH.Une thérapie antirétrovirale hautement active a induit une normalisation du
niveau de 8-0x0G chez certains patients. La supplémentation en yaourt probiotique a réduit significativement
le niveau de 8-0xoG et a permis un accroissement de la capacité a réparer les dommages oxydatifs a I'ADN
chez les patients infectés par le VIH.
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. Introduction

L'infection par le VIH augmente le processus de stress oxydatif et la thérapie combinée antirétrovirale
augmente I'oxydation des protéines et le stress oxydatif préexistant et induit un déséquilibre dans I'noméostasie
cellulaire en raison de la production excessive d'espéces réactives de I'oxygéne (ROS), de la détérioration des
défenses cellulaires anti-oxydantes ; au cours de I’infection a VIH. Il entraine des dommages moléculaires du
fait de ’activité du Transactivateur de transcription (Tat) du VIH-1(1) qui influence I'état redox cellulaire par
deux mécanismes; en diminuant les concentrations d'antioxydants notammentl’effondrement de 1'expression du
manganése superoxyde dismuthase (Mn-SOD) et celui de la teneur en glutathion cellulaire (GSH) en régulant a
la baisse la glutathion synthétase (2-3). Et/ou en augmentant les niveaux d'oxydants. De plus, Tat peut induire
la production de ROS dans plusieurs types de cellules (4,5). Tat contient également un domaine de transduction
de protéines (PTD) qui permet a la protéine d'étre sécrétée par des cellules infectées par le VIH-1 et d'entrer
dans des cellules non infectées pour réguler lI'expression du géne hote (6.7) afin d’entrainer des pathologies
associées au SIDA telles que le sarcome de Kaposi et la démence associée au VIH(7). Cet environnement
inflammatoire / oxydatif soutenu ,meéne a un cercle vicieux, qui peut endommager les cellules épithéliales et
stromales voisines saines et sur une longue période peut conduire a la cancérogenése via la production d’une
part des radicaux nitrosatifs, intermédiaires réactifs de l'oxygene et de l'azote, pouvant oxyder directement
I'ADN ou interférer avec les mécanismes de réparation de I'ADN et susceptibles de réagir rapidement avec les
protéines, les glucides et les lipides, ainsi qu’avec les produits dérivés et induire une perturbation élevée de
I'noméostasie intracellulaire et intercellulaire, jusqu'a la mutation de I'ADN. (8) qui seront a I’origine d’une
instabilité du génome ;dont la finalité est une prolifération cellulaire (9) et d’autre part de HO- majoritairement
généré au voisinage des acides nucléiques, réagissant avec les bases par leur oxydation surtout avec la
guaninepar son plus faible potentiel redox, elle est la cible privilégiée des radicaux oxygénés qui la convertisse
en 8-oxoguanine (8-0xo-G) capable de s’appareiller avec 1’adénosine (A) a la place de la cytosine (C), et
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induisant ainsi a une conversion des bases GC en AT lors de la réplication de ’ADN et a I’apparition de
mutations(10)

Le but de cette étude était d'évaluer les propriétés antigénotoxiques, antimutagénes et anti carcinogénes
du Yaourt probiotique, en réponse a des dommages causés par ’inflammation et le stress oxydatif chez les
personnes vivants avec le VIH sous thérapie antirétrovirale.

Il.  Méthodes

Une randomisation simple 1:1, sélectionnant 229 patients séropositifs sous TARV, dont seuls 178 élus
et inclus dans 1I’étude en raison de 141 sous Bras Efavirens (68 sous TARV et 73 sous TARV+Yaourt
probiotique) et 37 sous LPV/r (18 sous TARV et 19 TARV+Yaourt probiotique) combiné au Ténofovir (TDF)
et Lamuvidine (3TC),selon les critéres suivants : consentement éclairé écrit, 4ge> a 18 ans, patient sous
traitement Antirétroviraux depuis plus de six mois, Répondre aux critéres suivants , test de grossesse négatif a la
visite de sélection (P en age de procréer) et les critéres de non inclusion sont définis comme suit : présence des
Anomalies de laboratoire de grade 4 a la visite de sélection, ALT ou AST > 3X la limite sup de la normale,
Hémoglobine < 8,5 g % (), <9,0g % (J3), clearance de la créatinine estimée < 50ml/min, selon la formule de
Cockcroft-Gault suspicion de TBC a la Radio X thorax. Et suivi pendant 48 semaines.

Les parametres d’intérét ont été les suivants sont : le dosage de la 8-oxoguanine dont I’analyse dans
le sang (lymphocytes) est utilisée pour détecter ’effet du stress oxydant sur I’ADN. Le 8-OHdG a été mesuré
avec le kit ELISA Compétitif de kit StressMarq Biosciences pouvant les échantillons tels que I'urine, la culture
cellulaire, le plasma et la salive. Il est a noter que I'anticorps OH-d G utilisé dans le test fixe a la fois le 8-OH-d
G libre et le 8-OH-d G. incorporé a I'ADN. Comme des échantillons complexes tels que le plasma, les lysats
cellulaires et les tissus sont composés de mélanges de fragments d'ADN et de 8-OH-d G. libres Le test est basé
sur la compétition entre la 8-hydroxy-2-désoxyguanosine (8-OHdG) et un conjugué 8-OHdG-
acétylcholinestérase (AChE) (8-OHAG Tracer) pour une quantité limitée d'anticorps monoclonal 8-OH-dG.
Parce que la concentration de 8-OH-d G Tracer est maintenue constante tandis que la concentration de 8-OH-d
G varie, la quantité de 8-OH-d G Tracer qui est capable de se lier au 8-OH-d G Monoclonal L'anticorps sera
inversement proportionnel a la concentration de 8-OH-d G dans le puits.

Les données collectées a 1’inclusion, en semaines 24 et 48 ont été analyses a 1’aide du logiciel Epi Info version
7.2.2.2, et Excel 2

1. Résultats Et Discussion
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Fig 1 Evolution du taux de 8-OH-dG

Cette figure , montre a I’inclusion par le taux de 8-OHdG, une augmentation du niveau de dommage a
I’ADN oxydatif par rapport a la référence( 0-16ng/ml), observation faite aussi parKolgiri V, Vidya Nagar et
Patil V dans leur étude sur Association du syndrome métabolique et des dommages a I'ADN oxydant chez les
patients atteints du VIH / SIDA , leur résultats ont démontré que les dommages & I'ADN oxydant étaient
significativement plus élevés chez les patients séropositifs pour le VIH avec un Traitement Anti
Rétroviral(TAR) de deuxiéme ligne et un TAR de premiére ligne que chez les patients naifs de TAR(11) . Cette
augmentation est la conséquence non seulement de effets directs des ROS, généralement attribués a des
concentrations élevées sur le site des dommages, comprennent des ruptures de brins d'/ADN, des mutations
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ponctuelles, une réticulation d'ADN aberrante et des mutations dans les proto-oncogenes et les genes
suppresseurs de tumeurs, favorisant ainsi la transformation néoplasique (12, 13), mais, aussi du fait de
I'inflammation chronique est induite par des facteurs biologiques, chimiques et physiques et est a son tour
associée a un risque accru de plusieurs cancers humains (14). Car en effet Au cours de I'inflammation, les
mastocytes et les leucocytes sont recrutés sur le site des dommages, ce qui conduit a une «explosion
respiratoire» due a une absorption accrue d'oxygene, et donc a une libération et une accumulation accrues de
ROS au site des dommages (12, 15).Ainsi, I’inflammation chronique, telle I’infection & VIH se comporte
comme un «tueur secret» pour des maladies telles que le cancer (16).

Ces valeurs diminuent aprés 48 semaine se suivi, et demeurent au-dessus du seuil de référence chez
les patients sous thérapie antirétrovirale uniquement alors que sous yaourt probiotique, elles sont en deca de la
valeur de référence. Ce qui traduit a la fois un effet antioxydant du yaourt probiotique (17,18) et un effet
préventif des dommages a I’ADN (19). Cette observation est aussi celle de Sah et al qui dans leur étude, ont
démontré non seulement ’activité antioxydante et antimutagene du yaourt probiotique (20,21), ils les ont aussi
associée a la capacité protéolyque des bactéries lactiques : dont Lactobacillus acidophilus (22.23)

En rapport avec la Thérapie antirétrovirale et la supplémentation en yaourt probiotique  nous
observons que le niveau élevés de 8-OHdG a I’inclusion avec des observons des valeurs au quadruple de la
référence en dépit du traitement Antirétroviral depuis plus de six mois. En effet, en RépubliqueDémocratique
du Congo, toutes lignes comprennent les Analogues Nucléotidique essentiellement les Inhibiteurs
Nucléotidiques de la Transcriptase Inverse soit TDF+3TC+EFV ou AZT/TDF+3TC+LPV/r selon que I’on est
en premiére ligne ou la seconde ligne(24). Les Analogues Nucléosidiques sont utilisés dans le traitement du
cancer et des infections virales, ils inhibent la réplication du génome viral, mais a des concentrations élevées,
ils induisent une réponse au dommage de I’ADN dans les cellules. (25,26) Cette réponse est liée a la
mobilisation du systeme de réparation de I'ADN cellulaire pour éliminer les Analogues Nucléosidiques, qui sont
incorporés dans I'ADN génomique de I'hdte. Les Analogues Nucléosidiques affectent également l'activité de la
télomérase et induisent la production de Radicaux Oxygénés Sulfurés, conduisant a d'autres dommages a I'ADN.
Les cellules dont la réponse au dommage de I’ADN est compromise devraient afficher un niveau accru de
dommages a I'ADN résultant d'une réparation inefficace de I'ADN des lésions produites par les Analogues
Nucléosidique. (27). Par leur vertu, le traitement Antirétroviral associé & une supplémentation en yaourt
probiotique réduit significativement le niveau de dommage de I’ADN a des valeurs inferieures a celle du seuil
de référence ; cette situation est le résultat de ’action de peptides biologiquement actifs, qui sont produits par les
bactéries responsables de la fermentation. Parmi ces peptides, les sphingolipides ont des propriétés anti-
cancérigenes et antimicrobiennes et les peptides bioactifs présentent des propriétés anti-oxydantes, anti-
oxydantes etanti-inflammatoires (28) et ces propriétés dépendent, non seulement, des micro-organismes présents
dans ces aliments. Parmi ceux-ci figurent les organismes de culture de démarrage du yogourt Streptococcus
thermophilus et Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus (29), bactéries isolées du yaourt probiotique qui a
servi de supplémentation comme démontrer dans 1’une de nos précédentes études(22). Mais, beaucoup plus de
la proto- coopération entre Streptococcus thermophillus et Lactobacillus delbrukeckii ssp. bulgaricus s'appuie
sur les échanges de métabolites qui accélérent l'acidification pendant la fermentation du yaourt (30) et induisent
d’autres actions bénéfiques exercées par les cultures de yaourt, non liées a la digestion du lactose dont la
modulation immunitaire intestinale (31,32) ainsi que I'amélioration du profil en vitamine B chez l'adulte (33,
34) et maintien enfin ’intégrité de la barriére intestinale (35)

Tableau 1 : Prévalence du syndrome métabolique et des dommages a I'ADN parmi les groupes

8-OHdG Association Charge virale CD4
Inclusion Semaine 48 (CV) S48
Patients Patients Patients  Patien OR Khi pvalu CV+SD
Avec Avec Avec ts e (log copies)
8-OH- 8-OH-dG 8-OH- Avec Inclusion
dG < > dG < 8-OH- S48
16ng/ml 16ng/ml 16ng/ml dG >
16ng/
ml
EFV-TDF- 10 58(85.29 15 37(71. 235 357  0.058 2,17 (0- TND 362
3TC %) 15%) (0.95-5.78) 4,6)
EFV-TDF- 17 56(76.71 66 1(1.49 217.41 81.89  0.00 3,21 (0- TND 695
3TC+Yaourt %) %) (28.04- 5,2)
Probiotique 685.49)
LPV/R-TDF- 2 16(88.88 5 5(50% 8.00 518  0.022 | 2,17 (0- TND 126
3TC %) ) (1.16-57.72) 4,6)
LPV/R-TDF- 2 17(89.47 16 0(0%) Ind 28,48 0.00 442
3TC+Yaourt %)
Probiotique
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Le 8-OHAG , marqueur intéressant de stress oxydatif, exprimant un risque plus élevé de développer a
terme un cancer (36) ,est a niveau élevé chez tous les patients a ’inclusion de notre étude, et aprés avoir
évalué les effets de la thérapie antirétrovirale seule ou en supplémentation en yaourt probiotique, le tableau 1
nous montre que tous les patients n’avaient pas de valeur de 8-OHdG supérieure au seuil de référence. Nous
constatons ce pendant que :

Sous EFV-TDF-3TC 85.29% des patients ont un taux de 8-OHdG supérieur au seuil de référence a
Iinclusion contre 71.15% 48 aprés semaines de suivi avec p=0,58. Alors que sous EFV-TDF-3TC+Yaourt
Probiotique, seuls 1.49% des patients ont leur taux plasmatique en 8-OHdG supérieur au seuil contre 76.71% a
a I’inclusion avec p<<<<0.00, un OR 217.41 (28.04-685.49) et Khi carré de Pearson 81.89

Sous LPV/r-TDF-3TC 888.88% des patients ont un taux de 8-OHdG supérieur au seuil de référence a
I’inclusion contre 50% 48 apreés semaines de suivi avec p=0,022. Alors que sous LPV/r-TDF-3TC+Yaourt
Probiotique, seuls 0% des patients ont leur taux plasmatique en 8-OHdG supérieur au seuil contre 89.47% a a
I’inclusion avec p<<<< 0.00 avec OR indéterminé et Khi carré de Pearson de 27.83

De ce qui précede, il convient de constater que les patients sous thérapie antirétrovirale courent un
risque important de faire un cancer, vue le niveau élevé du 8-OHdG ; en effet, des études ont observé que
I'initiation immeédiate aux Antirétroviraux réduit considérablement le risque de cancer (37) et d’autres encore,
notamment Lesley S et al ont estimé que la suppression virale sous thérapie antirétrovirale a long terme ,peut
contribuer a la prévention du cancer(38) , de méme 1’équipe de Robert Dubrow étudiant 1’associations du
nombre de lymphocytes T CD4 +, de la charge virale d'ARN du VIH-1 et du traitement antirétroviral avec le
risque de sarcome de Kaposi chez les personnes infectées par le VIH aux Etats-Unis et au Canada, a constaté
une relation trés significative entre la mesure de la charge virale , celle de CD4 et le risque de Sarcome Kaposi
et cela sans aucune preuve d'activité anti-sarcome de Kaposi directe du Traitement Antirétroviral ,
indépendamment du nombre de CD4 et de la Charge virale et qu’aprés prés ajustement 1’équipe n' a pas
détecté d'association indépendante entre I'utilisation du TAR et le risque de Sarcome de Kaposi(39), méme
observation faite par Semeere AS et al (40) ainsi que Franceschi S et al (41) qui ont aussi constaté que
I’incidence de Sarcome de Kaposi a fortement diminué au cours des premiers mois aprés l'initiation de la multi
thérapie , Bien que ayant fait le méme constat ,Dittmer DP et al (42) ont constaté que bien que 1’ incidence de
Sarcome de Kaposi ait été réduite dans les pays développés depuis l'introduction du traitement antirétroviral
hautement actif , son incidence est toujours nettement accrue chez les patients infectés par le VIH dans les
régions riches en ressources du monde et constitue une complication majeure chez les personnes infectées par le
VIH en Afrique subsaharienne. Ces observations confirment nos résultats obtenus chez les patients sous
thérapie Antirétrovirale. Dans ce groupe, nous avons observé une diminution du nombre des patients avec 8-
OHdG au-dessus du seuil est resté assez représenté malgré ’amélioration du taux de CD4 et la suppression de
la charge virale.

Sous traitement Antirétroviral avec supplémentation en yaourt probiotique, nous constatons la quasi-
totalité de nos patients une diminution significative du marqueur de risque de cancer le 80OHdG par rapport aux
valeurs initiales et cette diminution demeure & taux inférieur du seuil acceptable. Ce qui traduit un effet anti
mutagéne ou anti cancérigéne du yaourt probiotique(21)(43) dont les propédeutiques ont été soupgonnées par
Biffi A et al(44) dans leur étude sur I’effet antiprolifératif du lait fermenté sur la croissance d'une lignée
cellulaire de cancer du sein humain , ils ont estimé a présence d'un composé soluble ex novo produit par des
bactéries d'acide lactique pendant la fermentation du lait ou la transformation microbienne de certains
composants du lait sous une forme biologiquement active serait responsable de 1’ inhibition de la croissance
induite par tous les laits fermentés . C’est ainsi que Dos Reis SA et al(45), dans leur étude sur la revue des
mécanismes des actions probiotiques dans la prévention du cancer colorectal, le yaourt probiotique agit par "la
modification de la composition du microbiote intestinal, les changements de l'activité métabolique du
microbiote, la liaison et la dégradation des composés cancérigénes présents dans la lumiére intestinale, la
production de composés a activité anti carcinogéne, l'immunomodulation, l'amélioration de la barriére
intestinale, les changements dans la physiologie de I'héte, inhibition de la prolifération cellulaire et induction de
I'apoptose dans les cellules cancéreuses”. Kahouli | et al (46) ajoutent que les bactéries probiotiques
sélectionnées et leurs métabolites ont été utilisés pour favoriser la différenciation cellulaire et réduire les
dommages a I'ADN. Il s’agit principalement de Streptococcus thermophilus et Lactobacillus delbruckii subsp.
bulgaricus, combinaison bactérienne qui agit activement a la réduction du risque de cancer colorectal était
corrélée a une consommation accrue de yaourt (en particulier chez les humains) (47-49).

IV.  Conclusion
Le VIH lors de réplication stimulée par le tat induit de dommage du DNA non seulement dans les
lymphocytes, mais aussi dans les cellules proches, une fois accumulé dans les cellules et qu’une fois les
mécanismes de réparation obsolétes, il induit une mutation par changement de bases susceptible de commencer
un processus néoplasique. Nous avons évalué ce processus par le dosage du 8-OHdG qui est un marqueur
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majeur du dommage du DNA et nos résultats montrent, en effet, un niveau élevé de 8-OGHAG pour I’ensemble
des patients et les valeurs sont restées au-dessus de la référence pour les patients suivis sous Traitement
antirétroviral, qui plus est , le risque accrue de la survenue des cancers demeure en dépit du traitement
antirétroviral efficace, I’amélioration du taux de CD4 et la suppression virale. Lasupplémentation en yaourt
probiotique au Traitement antirétroviral, réduit trés significativement le niveau de 8-OHdG présageant ainsi
une diminution sensible du risque de survenue des cancers et cela quelle que soit la ligne thérapeutique.
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