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Résumé

Effet protecteur de I’extrait phénolique de la plante Centaurea sp. sur la toxicité hépatique
induite par le cyclophosphamide chez des rats males de souche Wistar albinos

Résumé
Les anticancéreux sont des medicaments utilisées dans le traitement des tumeurs malignes.
Leur usage est souvent limité par des effets secondaires importants liés a leur toxicité sur les

cellules saines.

Ce travail de recherche a porté sur I’investigation de I’effet protecteur de 1’extrait n-
butanoligue de Centaurea sp. (200 mg/kg, par gavage pendant 6 jours) contre la toxicité hépatique
induite par le cyclophosphamide (200 mg/kg, le 4°™ jour par voie intrapéritonéale) chez des rats
males de souche Wistar Albinos. Les transaminases (AST, ALT), cholestérol, triglycerides, LDL

et LDH ont été estimés. Une étude histopathologique a été déterminée.

L’administration de CP a entrainé une augmentation trés significative des enzymes
hépatiques (AST, ALT), des marqueurs lipidiques (cholestérol total, triglycérides, LDL) et de la
LDH, témoignant d’une atteinte hépatique sévere accompagnée d’un déséquilibre métabolique et
d’un stress oxydatif. Ce dysfonctionnement a été accompagné par des altérations et des

changements de 1’architecture hépatique

Le prétraitement par 1’extrait n-butanolique ou la vitamine E a significativement atténué les
altérations biochimiques induites, mettant en évidence un effet hépatoprotecteur potentiel. Ces
résultats ont été corroborés par ’analyse histologique, laquelle a révélé que, contrairement au
groupe traité par le CP seul (présentant une nécrose hépatocytaire, une congestion vasculaire et
une infiltration inflammatoire), les groupes co-traités ont conservé une architecture hépatique

relativement intacte, accompagnée d’une réduction marquée des Iésions histopathologiques.

Ces résultats indiquent que 1’extrait n-butanolique de Centaurea sp. exerce une activite
hépatoprotectrice comparable a celle de la vitamine E, probablement via ses propriétés
antioxydantes, anti-inflammatoires et stabilisatrices des membranes. Cette plante pourrait
constituer une approche naturelle prometteuse pour limiter les effets secondaires hépatotoxiques

du cyclophosphamide en chimiothérapie.

Mots clés : Cyclophosphamide, Centaurea sp., Heépatotoxicité, Activité antioxydante,

Polyphénols.



Résumé

Protective effect of the phenolic extract of Centaurea sp. on cyclophosphamide-
induced liver toxicity in male Wistar albino rats

Abstract

Anticancer agents are drugs used in the treatment of malignant tumors. Their use is often

limited by significant side effects due to their toxicity on healthy cells.

This research focused on investigating the protective effect of the n-butanol extract of
Centaurea sp. (200 mg/kg, administered orally for 6 days) against cyclophosphamide-induced
toxicity (200 mg/kg, administered intraperitoneally on the 4™ day) in male Wistar albino rats.
Serum levels of transaminases (AST, ALT), cholesterol, triglycerides, LDL, and LDH were

measured. A histopathological study was also conducted.

Administration of cyclophosphamide led to a highly significant increase in hepatic enzymes
(AST, ALT), lipid markers (total cholesterol, triglycerides, LDL), and LDH, indicating severe liver
injury associated with metabolic imbalance and oxidative stress. Alterations and structural changes
in liver architecture accompanied this dysfunction.

Pretreatment with the n-butanol extract or vitamin E significantly attenuated the induced
biochemical disturbances, highlighting a potential hepatoprotective effect. These findings were
supported by histological analysis, which revealed that, unlike the CP-only treated group (showing
hepatocellular necrosis, vascular congestion, and inflammatory infiltration), the co-treated groups
maintained relatively preserved liver architecture, with a marked reduction in histopathological

lesions.

These results indicate that the n-butanol extract of Centaurea sp. exerts a hepatoprotective
activity comparable to that of vitamin E, likely through its antioxidant, anti-inflammatory, and
membrane-stabilizing properties. This plant may represent a promising natural approach to

mitigating the hepatotoxic side effects of cyclophosphamide during chemotherapy.

Keywords: Cyclophosphamide, Centaurea sp., Hepatotoxicity, Antioxidant activity, Polyphenols.
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Introduction

Introduction

La chimiothérapie représente l'une des approches thérapeutiques les plus utilisées dans le
traitement du cancer. Elle repose sur l'utilisation de substances cytotoxiques capables d'inhiber la
prolifération des cellules tumorales, en interférant avec le cycle cellulaire et la réplication de
I’ADN. Cependant, ces agents ne distinguent pas toujours les cellules cancéreuses des cellules
normales a division rapide, telles que celles de la moelle osseuse, des follicules pileux ou de la
muqueuse gastro-intestinale, ce qui engendre des effets indésirables importants (Lu et al., 2021,
Chalopin, 2022).

Le cyclophosphamide (CP) est un agent alkylant bifonctionnel de la famille des
oxazaphosphorines, largement utilisé dans le traitement de divers types de cancers (lymphomes,
leucémies, cancers du sein, etc.) ainsi que dans les maladies auto-immunes (telles que le lupus
érythémateux systémique et la polyarthrite rhumatoide) en raison de ses propriétés
immunosuppressives (Makanga et al., 2020; Bo-Subait et al., 2024). Une fois administré, le CP
est une prodrogue qui nécessite une activation hépatique par le cytochrome P450, en particulier
les isoformes CYP2B6 et CYP3A4, pour produire ses métabolites actifs : le phosphoramide

moutarde (cytotoxique) et I’acroléine (toxique) (Naccache et al., 2022).

L’un des effets secondaires majeurs du CP est sa toxicité hépatique, largement attribuée a la
production excessive d’espéces réactives de I’oxygeéne (ROS). L’acroléine, en particulier, est un
composé hautement électrophile capable de réagir avec les groupes thiol des protéines et du
glutathion (GSH), ce qui provoque un stress oxydatif, une peroxydation lipidique et une
inflammation (Qin et al., 2022). Ce déséquilibre redox se manifeste par une augmentation des taux
d’enzymes hépatiques, et une perturbation des paramétres lipidiques, traduisant des lésions
tissulaires et des altérations du métabolisme hépatique (Bambara et al., 2022; El-Serafi & Steele,
2024).

Les plantes médicinales occupent une place centrale dans la médecine traditionnelle et
contemporaine grace a leur richesse en composés bioactifs, tels que les flavonoides, les phénols,
les alcaloides et les terpénes, qui leur conferent des propriétés pharmacologiques variées,
notamment antioxydantes, anti-inflammatoires, antimicrobiennes et anticancereuses (Nacef et al.,
2022; Ouedraogo et al., 2024). Leur role dans la prévention et I’atténuation des effets secondaires
des traitements lourds, comme la chimiothérapie, suscite un intérét croissant. Plusieurs études ont
démontré que certains extraits de plantes peuvent moduler le stress oxydatif, protéger les cellules

saines, et améliorer la tolérance des patients aux traitements anticancéreux (Boualem & Kbhatir,
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2024). Ainsi, I’intégration des plantes médicinales comme adjuvants naturels aux traitements
conventionnels représente une voie prometteuse vers une médecine plus efficace et moins toxique
(Bai et al., 2024; Yebouk, 2025).

La recherche de molécules naturelles capables de contrer les effets déléteres du CP a suscité
un intérét croissant. Les plantes médicinales, en particulier celles riches en flavonoides,
polyphénols et autres métabolites secondaires, sont de plus en plus étudiées pour leurs propriétés
antioxydantes, anti-inflammatoires et cytoprotectrices. Parmi ces plantes, le genre Centaurea
(famille des Asteraceae), comprenant plus de 500 espéces réparties dans les régions
méditerranéennes, est bien connu en phytothérapie traditionnelle pour ses effets hépato- et

gastroprotecteurs (Benhassine et al., 2015; Siham Khamadj, 2019).

Les extraits de Centaurea sont particuliérement riches en flavonoides (lutéoline, apigénine,
quercétine), en acides phénoliques (acide caféique, acide chlorogénique), en lignanes et en tanins,
dont les effets antioxydants ont été largement démontrés in vitro et in vivo (Ostad et al., 2016;
Tufekei et al., 2024). Ces composés agissent en piégeant les ROS, en inhibant les enzymes pro-
oxydantes (comme la NADPH oxydase), en stabilisant les membranes cellulaires, et en activant
les voies de signalisation cytoprotectrices telles que Nrf2/ARE (nuclear factor erythroid 2-related

factor 2 / antioxidant response element) (Sokovic et al., 2017).

En parallele, la vitamine E (a-tocophérol) constitue 1’un des antioxydants liposolubles les
plus puissants connus. Présente dans les membranes cellulaires, elle agit comme piégeur de
radicaux peroxyles, empéche la propagation de la peroxydation lipidique, et protege les
lipoprotéines circulantes, notamment les LDL, de 1’oxydation (Chen et al., 2025). Plusieurs études
ont montré que la vitamine E améliore le statut antioxydant endogene (augmentation de la SOD,
CAT, GPx) et réduit I’expression des cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, 1L-6) dans des

modeéles animaux de toxicité hépatique induite par le CP (Xiao et al., 2022).

Dans ce contexte scientifique, il est pertinent d’évaluer 1’effet hépatoprotecteur potentiel de
I’extrait n-butanol de Centaurea sp. et de le comparer a celui de la vitamine E dans un modéle
expérimental de toxicité hépatique induite par le cyclophosphamide chez le rat. Les paramétres
évalues incluent les enzymes hépatiques (AST, ALT, LDH), les marqueurs lipidiques (cholestérol
total, triglycérides, LDL), et I’intégrit¢ cellulaire. Une telle étude pourrait contribuer au
développement de stratégies complémentaires ou alternatives pour réduire la toxicité des agents
chimiothérapeutiques en oncologie.
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1- Cancer et chimiothérapie

Le cancer est une pathologie multifactorielle caractérisée par une prolifération incontrélée
de cellules anormales résultant d'altérations génétiques et épigénétiques affectant les mécanismes
régulateurs de la division et de I'apoptose cellulaires. Ces mutations, qui peuvent étre spontanees
ou induites par des facteurs environnementaux (carcinogeénes, radiation, infections virales),
conduisent & une perte de contrdle du cycle cellulaire et & une capacité accrue des cellules
tumorales a échapper aux mécanismes de surveillance immunitaire. Les cellules cancéreuses
développent des caractéristiques distinctives, notamment [’autosuffisance en signaux de
croissance, 1’évasion de I’apoptose, la potentialisation des processus métaboliques et 1’acquisition

d’un potentiel métastatique (Hanahan & Weinberg, 2011; Brown et al., 2023; Jafari et al., 2023).

La chimiothérapie constitue lI'une des approches thérapeutiques majeures pour le traitement
du cancer, en particulier dans les tumeurs métastatiques. Elle consiste en l'administration de
substances cytotoxiques visant a éradiquer les cellules cancéreuses ou a inhiber leur prolifération.
Ces agents agissent principalement en ciblant les mécanismes de division cellulaire, ce qui
explique que les cellules a renouvellement rapide, telles que celles de la moelle osseuse, du
systeme digestif et des follicules pileux, soient également affectées, entrainant des effets
indésirables notables (Ninot et al., 2022; Soulabaille et al., 2023). Ces médicaments sont classeés

en plusieurs catégories en fonction de leur mode d’action.

Les agents alkylants, comme le cyclophosphamide et le cisplatine, exercent leur effet
cytotoxique en induisant des Iésions de I’ADN par la formation de liaisons covalentes, ce qui
entraine 1’arrét du cycle cellulaire et la mort des cellules tumorales (Kelland, 2007). Les
antimétabolites, tels que le 5-fluorouracile et le méthotrexate, inhibent la synthese des bases
nucléotidiques essentielles a la réplication de I’ADN, limitant ainsi la division cellulaire (Longley
etal., 2003). D'autres agents, comme les inhibiteurs des topoisomérases (doxorubicine, étoposide),
bloquent I’activité des enzymes topoisomérases | et Il, qui sont essentielles a la relaxation et au
superenroulement de I’ADN, ce qui provoque des cassures 1étales dans I’ADN (Pommier et al.,
2010). Enfin, les agents antimicrotubules, notamment les taxanes et les vinca-alcaloides,
perturbent la dynamique du cytosquelette en inhibant 1’assemblage ou le désassemblage des
microtubules, ce qui bloque la mitose et conduit a 1’apoptose des cellules tumorales (Jordan &

Wilson, 2004).

L’administration de ces agents suit généralement des protocoles standardisés, tels que le

FOLFOX (5-fluorouracile, leucovorine, oxaliplatine) utilisé dans le cancer colorectal

)
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métastatique, ou le protocole AC-T (doxorubicine-cyclophosphamide suivi de paclitaxel) prescrit
dans le cancer du sein. Toutefois, malgré leur efficacité, ces traitements sont souvent confrontés a
des phénoménes de chimiorésistance. Cette résistance peut étre due a des modifications
génétiques, comme la surexpression de pompes d’efflux (ex : P-gp), qui réduisent I’accumulation
intracellulaire des agents cytotoxiques, ou encore a la plasticité du microenvironnement tumoral,

qui contribue a la survie des cellules cancéreuses (Gottesman, 2002).

La toxicité de la chimiothérapie est un facteur limitant majeur, en raison de son action non
spécifique sur les cellules a renouvellement rapide. Parmi les principaux effets secondaires
observés, la myélosuppression est 1’un des plus préoccupants. Elle se traduit par une diminution
des lignées cellulaires sanguines (globules rouges, globules blancs, plaquettes), augmentant ainsi
le risque d’infections, d’anémie et de saignements spontanés (Allen et al., 2007). Les troubles
gastro-intestinaux, tels que la mucite et les nausées, sont également fréquents en raison de I’atteinte
des cellules de la muqueuse digestive, ce qui peut entrainer une inflammation douloureuse et des
perturbations de 1’absorption des nutriments (Sonis, 2004). Enfin, certaines chimiothérapies, en
particulier celles a base d’oxaliplatine et de taxanes, induisent des neuropathies périphériques, qui
se manifestent par des fourmillements, des douleurs et une altération de la motricité fine, impactant

ainsi significativement la qualité de vie des patients (Staff et al., 2017).

Pour pallier ces limitations, de nouvelles approches thérapeutiques émergent. Parmi elles,
les thérapies ciblées représentent une avancée majeure. Ces traitements, tels que les inhibiteurs de
tyrosine kinase (imatinib, erlotinib) ou les anticorps monoclonaux (trastuzumab, bévacizumab),
permettent d’attaquer spécifiquement les altérations moléculaires des cellules tumorales, réduisant
ainsi la toxicité systémique (Mendelsohn & Baselga, 2003). L’ immunothérapie constitue une autre
avancée révolutionnaire. En réactivant le systéme immunitaire grace aux inhibiteurs de points de
contr6le immunitaire (anti-PD-1, anti-CTLA-4), cette approche favorise 1’élimination des cellules
cancéreuses par les lymphocytes T, ce qui a considérablement amélioré le pronostic de nombreux

cancers avanceés (Topalian et al., 2015).

D’autres stratégies innovantes incluent la chimiothérapie métronomique, qui consiste en
I’administration continue de faibles doses de chimiothérapie pour perturber I’angiogencse
tumorale tout en minimisant les effets secondaires (Mir, 2024). Par ailleurs, la nanomédecine ouvre
de nouvelles perspectives en optimisant la délivrance ciblée des agents chimiothérapeutiques grace

a des nanoparticules, augmentant ainsi leur efficacité tout en diminuant leur toxicité (Peer et al.,

2020).
e
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2- Le cyclophosphamide

Les débuts de la chimiothérapie anticancéreuse remontent au début du XX siécle, avec
les premieres expérimentations sur des tumeurs chez les rongeurs. Dans ce contexte, le
cyclophosphamide (CP), synthétisé dans les années 1950, s’est rapidement imposé comme une
percée majeure. Apres son approbation par la FDA en 1959, il est devenu 1’un des médicaments
les plus utilisés contre divers cancers, notamment le lymphome diffus a grandes cellules B (Ogino
& Tadi, 2025a).

Le succes du CP repose sur un concept innovant pour 1’époque : 1’activation enzymatique
d’un promédicament inactif au sein des tissus tumoraux. Cette stratégie visait a limiter les effets
toxiques systémiques, en s’assurant que la substance active ne se libére que la ou elle est réellement
nécessaire. Une idée similaire avait été appliquée auparavant avec 1’Honvan (diphosphate de
diéthylstilbestrol), un traitement du cancer de la prostate, qui est activé par les phosphatases acides
présentes dans les cellules tumorales.

A cette époque, le principal agent disponible était la moutarde azotée, un composé efficace
mais extrémement toxique. Les chercheurs ont alors tenté de neutraliser cette toxicité en la
modifiant chimiquement : en ’intégrant dans une liaison phosphoramidée, ils ont congu une
version inerte qui devait étre activée spécifiquement par une enzyme, la phosphoamidase,
supposée plus abondante dans les tissus cancéreux. Ce mécanisme permettait ainsi une libération
ciblée de I’agent actif, la moutarde phosphoramide, directement au niveau tumoral (Emadi et al.,
2009a ; Catley et al., 2011).

2-1- Definition

Le cyclophosphamide (N,N-bis(2-chloroéthyl)-2-oxo-1,3,2A%-0xazaphosphinan-2-amine)
est un agent alkylant oxazaphosphoré, dérivé des moutardes azotees, largement utilisé en
oncologie et en immunologie. Il se distingue par ses effets cytotoxiques puissants et
immunosuppresseurs, ciblant aussi bien les lymphocytes T que B. Sur le plan thérapeutique, il est
considéré comme un medicament de premiére ligne dans le traitement des glomeérulonéphrites
sévéres, notamment les lupus néphrites ou les vascularites auto-immunes. Il figure aussi parmi les
agents cytostatiques majeurs utilisés en chimiothérapie (figure 1) (Zhang et al., 2020).

Son mécanisme d'action repose sur I’alkylation de I’ADN, en particulier sur la base guanine
de I’anneau imidazole, ou il forme des liaisons covalentes avec les groupes amine, phosphate ou

carboxyle. Ces modifications induisent des cassures de brins d’ADN, bloquent la réplication

)

cellulaire et déclenchent 1’apoptose dans les cellules tumorales (Cengiz et al., 2020).
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Malgré son efficacité thérapeutique, le CP peut entrainer des effets indésirables notables,
tels que des troubles digestifs, une suppression de la moelle osseuse et un risque infectieux a court
terme, ainsi qu’une toxicité reproductive, des lésions urinaires et une augmentation du risque de

cancers secondaires a long terme (Dabbish et al., 2024a).

Cl

{

Cyclophosphamide

Figure 1 : Structures chimiques du cyclophosphamide (CHEMISTRY, 2024)

Le CP reste un agent chimiothérapeutique essentiel pour le traitement de plusieurs tumeurs
solides, maladies infectieuses, inflammatoires et auto-immunes. 1l est également utilisé dans les
greffes de moelle osseuse, notamment pour la mobilisation des cellules souches et le
conditionnement prétransplantatoire, ainsi que pour la prophylaxie de la maladie du greffon contre
I'n6te aprés transplantation. De plus, il joue un réle clé dans la préparation des transplantations de
cellules souches hématopoiétiques et le traitement des malignités hématologiques (Alrefaei et al.,
2022).

Le CP est un promédicament biologiquement inactif qui nécessite une activation par le
cytochrome P450. Il est d'abord converti en intermédiaires hydroxylés, qui subissent ensuite une
dégradation pour produire les composés actifs : la moutarde phosphoramide et l'acroléine.
L'interaction entre la moutarde phosphoramide et I’ADN entraine la mort cellulaire. Un autre
métabolite, le chloroacétaldéhyde, est excrété dans 1’urine et se forme lors de la détoxification du
cyclophosphamide. L'acroléine et le chloroacétaldéhyde sont associés a diverses toxicités
(Revannasiddaiah et al., 2020; Alrefaei et al., 2022; El-Serafi & Steele, 2024).

)
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2-2- Pharmacocinétique

La pharmacocinétique de la CP repose sur plusieurs étapes clés, notamment son absorption, sa
distribution dans 1’organisme, ainsi que sa biotransformation avant d’exercer son effet

thérapeutique.
2-2-1-Absorption

La CP peut étre administrée par voie intraveineuse (IV) ou orale. Lorsqu’elle est administrée
par voie intraveineuse, elle contourne 1’étape d’absorption et atteint immédiatement la circulation
systémique. En revanche, aprés administration orale, elle doit traverser le tractus gastro-intestinal
avant d’étre absorbée. L’absorption gastro-intestinale de la CP est rapide et efficace, avec une
biodisponibilité orale supérieure a 75 %. Aprés administration orale, la concentration plasmatique
maximale (Cmax) est atteinte en 0,5 & 3 heures. Cette variabilité est due a des différences
interindividuelles dans la vidange gastrique et le métabolisme intestinal. La prise alimentaire peut
légérement retarder 1’absorption, mais n’a pas d’effet significatif sur la biodisponibilité globale

(G.J. Veal et al., 2016).

2-2-2-Distribution

Apres absorption, la CP est rapidement distribuée dans I’ensemble des tissus, y compris le
foie, les reins, la moelle osseuse et le systeme nerveux central. Son volume de distribution (Vd)
est estimé entre 0,5 et 0,8 L/kg, ce qui indique une distribution modérée a large dans 1’organisme.
La CP présente une faible liaison aux protéines plasmatiques, estimée entre 10 et 30 %, ce qui
favorise son libre passage vers les tissus cibles et facilite son métabolisme hépatique. En revanche,
ses métabolites actifs, notamment le 4-hydroxycyclophosphamide et la phosphoramide moutarde,
présentent une liaison protéique plus importante, ce qui peut influencer leur demi-vie et leur
diffusion dans certains compartiments biologiques (Ogino & Tadi, 2025b).

La CP et certains de ses métabolites peuvent traverser la barriére hémato-encéphalique, mais
leur pénétration dans le SNC reste limitée en raison des transporteurs d’efflux et de la nature
hydrophile de certains métabolites. Toutefois, des concentrations détectables dans le liquide
céphalorachidien permettent son efficacité dans certaines pathologies du SNC, comme certains
lymphomes. La demi-vie plasmatique de la CP varie entre 3 et 12 heures, en fonction de 1’individu
et de 1’état de la fonction hépatique et rénale. Cette large variabilité est principalement due aux

différences interindividuelles dans 1’activité des enzymes du cytochrome P450, responsables de la

)

conversion du médicament en ses formes actives (Pass et al., 2005; Chinnaswamy et al., 2011).
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2-2-3-Excreétion

L’élimination rénale est le principal mode d’excrétion de la PC et de ses métabolites, avec
environ 60 % retrouvés dans les urines en 24 a 48 heures. Sa clairance rénale est faible (5-11
ml/min), suggérant une réabsorption tubulaire. L’¢limination peut étre influencée par le pH
urinaire, le débit de filtration glomérulaire et I’hydratation. L’acroléine, un métabolite toxique,
peut causer une cystite hémorragique, prévenue par 1’administration de mésna et une hydratation
adéquate (McDonald et al., 2003; Doherty et al., 2013).

2-2-4-Métabolisme

Le CP est largement métabolisé en métabolites actifs et inactifs. Son profil métabolique,

incluant les métabolites les plus abondants, est illustré dans la figure 2.
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Figure 2 : Métabolisme du cyclophosphamide. Les voies d'inactivation sont représentées
horizontalement et I'activation du CP verticalement (De Jonge et al., 2002)
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> Meétabolites actifs

Le foie est le principal site d'activation du CP. Environ 70 & 80 % de la dose administrée
sont métabolisés par les oxydases microsomales hépatiques a fonction mixte, appartenant au
systéeme enzymatique du cytochrome P450 (CYP), pour former du 4-hydroxycyclophosphamide.
Plusieurs isoenzymes CYP sont impliquées dans cette bioactivation chez I’homme, notamment les
CYP2AG6, 2B6, 3A4, 3A5, 2C9, 2C18 et 2C19. Parmi celles-ci, le CYP2B6 présente 1’activité 4-
hydroxylase la plus élevée, contribuant a plus de 80 % de la conversion totale du CP (Mango et
al., 2023).

La majorité des métabolites terminaux du CP sont cytotoxiques, notamment le 4-
hydroxycyclophosphamide, qui se pénétre facilement dans les cellules et se transforme en
aldophosphamide (Aldo) par ouverture de cycle. Ce métabolite, trés instable, se décompose
spontanément en moutarde phosphoramide par B-élimination de 1’acroléine. La libération de la
moutarde phosphoramide et de 1’acroléine a partir de 'aldophosphamide est catalysée par des bases
générales et peut également étre facilitée par les 3’-5" exonucléases intracellulaires. Cette
conversion peut également étre partiellement catalysée par I’albumine ou d’autres protéines (Hong
etal., 2025).

» Meétabolites inactifs

L’une des principales voies de désactivation du CP repose sur l’oxydation de
I’aldophosphamide = en  carboxyphosphamide  (également  appelé  moutarde  O-
carboxyéthylcyclophosphoramide). Ce métabolite devient inactif sous I’action de 1’enzyme
aldéhyde déshydrogénase (ALDH1A1), et dans une moindre mesure par ALDH3AL et ALDH5AL.
Par ailleurs, le 4-hydroxycyclophosphamide peut étre oxydé par ’alcool déshydrogénase (ADH),
conduisant a la formation du 4-kétocyclophosphamide (G. Veal et al., 2016).

L’acroléine, un métabolite toxique du cyclophosphamide, est détoxifiée par conjugaison
avec le glutathion (GSH). Ce dernier interagit a la fois avec le metabolite actif, le 4-
hydroxycyclophosphamide (4-OHCP), et avec 1’acroléine. L acroléine est ensuite métabolisée et
détoxifiée par la glutathion S-transférase P (GSTP) via sa conjugaison avec le GSH. En I’absence
de GSH, I’acroléine peut réagir avec les protéines circulantes et cardiaques, formant ainsi des
adduits protéine-acroléine, susceptibles de contribuer aux lésions cardiaques et a la cardiotoxicité
(Dabbish et al., 2024b; Olowe et al., 2024a).

)
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2-3- Mécanisme d’action de la cyclophosphamide
2-3- 1-Effet alkylant sur ’ADN

La phosphoramide moutarde, principal métabolite actif de la CP, exerce son effet
cytotoxique en alkylant I’ADN des cellules cibles. Cette alkylation concerne principalement
I’atome d’azote en position 7 (N7) de la guanine, entrainant diverses altérations de I’ADN. Parmi
ces altérations, on retrouve la formation d’adduits monoalkylés, qui modifient la structure de
I’ADN et peuvent conduire a des mutations lors de la réplication. De plus, la phosphoramide
moutarde favorise la création de ponts interbrins, reliant les deux brins de I’ADN par des liaisons
covalentes, ce qui empéche leur séparation et bloque la réplication et la transcription (Clere &
Faure, 2018). Elle peut également provoquer des ponts intrastrands, qui perturbent 1’activité des
polymérases et alterent la lecture de I’ADN (figure 3, 4) ( Harambat et al., 2012; Caron, 2019).

1) Generation of the active PM from the CP prodrug
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Figure 3 : Représentation schématique de la voie métabolique d'activation du CP menant
a la formation de I'agent alkylant de I'ADN (Dabbish et al., 2024a)
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Figure 4 : Formation de I'ion aziridinium a partir de la moutarde azotée et son activité alkylante
sur I'ADN. (Dans I'ypérite, I'atome d'azote déplace le chlorure pour donner un cation
intermédiaire a trois chatnons, appelé aziridinium. Cet ion réagit facilement avec les
nucléophiles. La position N-7 de la guanine dans I'ADN est fortement nucléophile et peut étre
facilement alkylée par le cation aziridinium. La deuxiéme transformation chimique de la
moutarde azotée fournit un autre ion aziridinium qui, par réaction avec un autre nucléophile de
I'’ADN, forme une liaison transversale de I'’ADN) (Costa et al., 2023)

Les dommages causés a I’ADN ont un impact direct sur le cycle cellulaire, particulicrement
aux phases S et G2. L’arrét du cycle cellulaire en phase S est provoqué par ’inhibition des
hélicases et des polymérases, ce qui bloque la progression des fourches de réplication. Cet arrét
est médié par la voie ATR-Chk1(Ataxia Telangiectasia and Rad3-related- Checkpoint kinase 1),
un systeme de signalisation cellulaire qui détecte les anomalies de réplication et empéche la
poursuite du cycle (Pourquier, 2011). En phase G2, ’accumulation de dommages entraine
I’activation de la voie ATM-Chk2, retardant I’entrée en mitose afin de permettre une éventuelle
réparation de I’ADN ou, en cas d’échec, d’initier ’apoptose (Ben Abid et al., 2007; Chabalier,
2024).

L’efficacité thérapeutique de la CP peut cependant étre limitée par plusieurs mécanismes de
résistance. La surexpression de 1’aldéhyde déshydrogénase (ALDH) constitue un facteur majeur
de résistance, car cette enzyme inactive 1’aldophosphamide avant sa conversion en phosphoramide
moutarde, réduisant ainsi son effet cytotoxique. De plus, certaines cellules tumorales augmentent
I’activité de leurs systémes de réparation de I’ ADN, tels que la recombinaison homologue (HR) et
la réparation par excision des nucléotides (NER), leur permettant de corriger les dommages causés
par I’alkylation. Enfin, I’activation de pompes d’efflux (P-pg, MRP1) (P-glycoprotéine, Multidrug

Resistance-associated Protein 1) peut limiter I’accumulation intracellulaire des métabolites actifs

3

de la CP, réduisant ainsi son efficacité (Desmeules, 2006; Tremblay et al., 2017; Caron, 2019).
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2-3-2-Effets immunosuppresseurs

En plus de son action anticancéreuse, la cyclophosphamide possede de puissants effets
immunosuppresseurs en plus de son action anticancéreuse (Guillevin, 2020). Elle entraine une
déplétion des lymphocytes T et B, réduisant ainsi 1’activité du systéme immunitaire. Son action
inhibe également la prolifération des cellules immunitaires et diminue la production de cytokines
inflammatoires telles que 1’interleukine-2 (IL-2) et le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a),
contribuant ainsi a une modulation importante de la réponse immunitaire (Ait Ben Haddou et al.,
2009; Feriani et al., 2014).

Ces propriétés expliquent son utilisation dans le traitement des maladies auto-immunes,
notamment le lupus érythémateux systémique (LES), ou elle est administrée pour contréler les
formes séveres telles que la néphrite lupique. Son efficacité repose sur son effet cytotoxique ciblant
préférentiellement les lymphocytes T CD4* et les lymphocytes B, entrainant une diminution de

I’hyperactivité immunitaire caractéristique des maladies auto-immunes (Gouin et al., 2020).

En outre, la CP est couramment utilisé en hématologie et en transplantation d’organes pour
la prévention du rejet de greffe. Dans ce contexte, elle est employée comme agent de
conditionnement avant les greffes de moelle osseuse, réduisant ainsi le risque de rejet et favorisant

la prise de la greffe en supprimant le systeme immunitaire du receveur (Gouin et al., 2020).

Ainsi, au-dela de son réle en oncologie, la CP constitue un immunosuppresseur majeur,
largement exploité dans diverses indications thérapeutiques nécessitant une suppression controlée

du systeme immunitaire.

2-4-Mécanismes de toxicité et effets indésirables
2-4-1-Toxicité hématologique du cyclophosphamide

La myélosuppression induite par le cyclophosphamide constitue 1’un des effets indésirables
hématologiques les plus fréquents de ce médicament. En ciblant les cellules a renouvellement
rapide, notamment les cellules souches hématopoiétiques de la moelle osseuse, il entraine une
inhibition de la production des cellules sanguines (Manavi et al., 2024). Son métabolite actif, la
phosphoramide moutarde, agit en alkylant I’ADN des précurseurs médullaires, ce qui bloque leur
prolifération et leur différenciation, provoquant ainsi une pancytopénie. Cliniqguement, cette
toxicité se manifeste par une neutropénie, caractérisée par une chute des neutrophiles en dessous

de 1500 celluless/mms, généralement observée entre 7 et 14 jours aprés I’administration du
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médicament, ce qui expose les patients a un risque accru d’infections. Elle entraine également une
thrombocytopénie, définie par un taux de plaquettes inférieur a 100 000/mms3, augmentant le risque
de saignements et d’hémorragies, ainsi qu’une anémie avec une hémoglobine inférieure a 10 g/dL,
responsable d’asthénie et de péleur. Ces effets sont dose-dépendants et deviennent
particulierement significatifs lorsque la dose dépasse 2 g/m? (Zephir, 2023). Pour limiter ces
complications, une surveillance réguliere de la numération formule sanguine est essentielle,
associée a des mesures préventives telles que 1’administration de facteurs de croissance
hématopoiétiques pour la neutropénie, des transfusions plaquettaires en cas de thrombocytopénie
sévere, ou encore une supplémentation en fer et en érythropoiétine pour la prise en charge de
I’anémie. L’adaptation posologique en fonction de 1I’évolution des parameétres hématologiques est
également une approche clé afin de limiter la toxicité du CP tout en maintenant son efficacité
thérapeutique (Emadi et al., 2009b; Souchet et al., 2023).

2-4-2-La cardiotoxicité

Le mécanisme cellulaire de la toxicité de la CP est di a la production de radicaux libres
d'oxygene hautement réactifs par les métabolites. La CP est métabolisée par le cytochrome P450
hépatique en 4-hydroxy cyclophosphamide qui produit le métabolite moutarde phosphoramide et
I'acroléine qui alkylent 'ADN et les protéines, produisant des liaisons transversales, ce qui

endommage les cellules cancéreuses et saines (figure 5) (Attia et al., 2023).
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[Cyclophosphamide]
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Figure 5 : Le cyclophosphamide (CY) est métabolisé dans le foie par le cytochrome
P-450 (CYP2B6/CYP2C19) en 4-hydroxy-cyclophosphamide (HCY), qui entre dans
les cellules sous forme d’aldocyclophosphamide (AldoCY). Ce dernier peut subir
une g-élimination pour produire la moutarde phosphoramide (PM) et I’acroléine,
responsables de I'effet thérapeutique mais aussi de la toxicité. Alternativement,
AldoCY peut étre oxydé par I’aldéhyde déshydrogénase (ALDH) en o-carboxyéthyl-
moutarde phosphoramide (CEPM) (Kurauchi et al., 2017)

L'effet thérapeutique élevé de la CP est attribué au phosphoramide, tandis que l'autre
métabolite de la CP, I'acroléine, est associe a des effets secondaires toxiques qui interfere avec la
cardiotoxicité qui présente une combinaison de symptdmes et de signes de myopéricardite, ce qui
peut entrainer une complication fatale telle que I'insuffisance cardiaque congestive, I'arythmie et

la tamponnade cardiaque (Omole et al., 2018; Kadour-Mouhabeddine, 2023).

Le CP perturbe la respiration cellulaire et endommage la membrane mitochondriale interne
des cardiomyocytes, provogquant une perméabilité accrue aux ions calcium via un stress oxydatif.

Sa cardiotoxicité est liée a une production excessive de radicaux superoxydes (O ) et de peroxyde
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d’hydrogéne (H203). Ces especes réactives de 1I’oxygene (ERO) alterent les structures cardiaques
en dépassant les capacités antioxydantes des mitochondries, entrainant des dommages oxydatifs a
I’ADN, aux protéines et aux lipides membranaires (Viswanatha Swamy et al., 2013; Cristofano M
etal., 2021; Mota et al., 2021).

Le CP induit une réaction inflammatoire au niveau du tissu cardiaque, entrainant des
altérations dégénératives des cardiomyocytes par [’intermédiaire de trois mécanismes
interdépendants (Olowe et al., 2024a). Tout d’abord, il provoque un stress oxydatif et nitrosatif
marqué, résultant de 1’augmentation de la production d’espéces réactives de 1’oxygéne et de
I’azote, principalement par I’activation des isoformes inductible (iNOS) et endothéliale (eNOS)
de la NO synthase. Cette activation favorise la formation de peroxynitrite, un agent hautement
cytotoxique. Ensuite, le CP stimule la voie de signalisation TLR-4/p38MAPK/JNK, induisant
I’expression accrue de médiateurs pro-inflammatoires tels que le TNF-a, I’IL-1p et la COX-2.
Paralléelement, il inhibe la voie MEK/ERK, accentuant les dysfonctionnements mitochondriaux et
compromettant la production d’ATP. Enfin, I’activation du facteur de transcription NF-«xB par ces
cascades inflammatoires entraine sa translocation nucléaire, ce qui amplifie la réponse
inflammatoire par la production massive de cytokines. Ce processus est aggrave par l'altération de
la fonction mitochondriale, qui provoque une accumulation intracellulaire de calcium (Ca*"),
déclenchant des phénomeénes de nécrose cellulaire et altérant la contractilité cardiaque. L’ensemble
de ces mécanismes (stress oxydatif, inflammation excessive et déséquilibre énergétique) contribue
a la cardiotoxicité aigué et chronique observée avec le CP, mettant en lumiére le rdle potentiel des

agents antioxydants comme stratégie protectrice (Morelli et al., 2022; Alizadehasl et al., 2024).

Le CP induit une cardiotoxicité complexe via plusieurs mécanismes interconnectés. Il
perturbe I'équilibre de I'enzyme eNOS, favorisant la production de peroxynitrite et un stress
nitratif. Son métabolite toxique, I'acroléine, aggrave les lésions cardiaques en formant des adduits
protéiques, genérant un stress oxydatif par interaction avec le glutathion, et en activant les caspases
et le NF-xB. Cette activation entraine I'apoptose des cellules cardiaques et la production de
cytokines pro-inflammatoires telles que I'IL-6 et le TNFa. De plus, les métabolites du CP
réagissent avec les récepteurs Fas et TNF-a, contribuant & I'apoptose des cellules cardiaques
(figure 6) (Kurauchi et al., 2017; Kamel et al., 2022).
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Figure 6: Représentation schématique de la cardiotoxicité induite par les agents alkylants. TNF-«,
tumor necrosis factor-alpha; NF-«B, nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells; IL-18,-6, interleu kin-1beta,-6; MDA, malondialdehyde; SOD, superoxide dismutase; CAT,
catalase; GSH, glutathione; CASP-3,-8,-9, caspase-3,8,9; Bcl-2, B-cell lymphoma 2; NO, nitric

oxide; ROS, reactive oxygen species; COX-2, cyclooxigenase-2 (Nagy et al., 2024)

2-4-3-Néphrotoxicité du cyclophosphamide

La néphrotoxicité moléculaire du CP repose sur une cascade d'événements biologiques

complexes impliquant le stress oxydatif, I'inflammation et I'apoptose cellulaire, principalement au
niveau des cellules tubulaires rénales. Apres administration, le CP, un agent alkylant largement
utilisé en oncologie et en immunothérapie, est transformé par les enzymes hépatiques du
cytochrome P450 en plusieurs métabolites, dont la 4-hydroxycyclophosphamide (forme active) et
I’acroléine, un métabolite secondaire hautement toxique. Ce dernier est surtout responsable des
Iésions tissulaires au niveau rénal (Alshahrani et al., 2022; Ayza et al., 2022).

Au niveau moléculaire, lI'acroléine interagit directement avec les membranes cellulaires, les
protéines et I’ADN des cellules tubulaires, favorisant une production massive d'espéces réactives

de ’oxygene (ROS), comme le superoxyde (O2 °), le peroxyde d’hydrogéne (H203) et les radicaux
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hydroxyles (OH"). Cette accumulation de ROS dépasse les capacités antioxydantes endogénes
(glutathion, superoxyde dismutase, catalase), entrainant un stress oxydatif. Ce déséquilibre
provoque la peroxydation lipidique, des mutations de I'ADN, des altérations des protéines et des
dommages mitochondriaux irréversibles (Alageel & Al-Hariri, 2023).

Parall¢lement, le stress oxydatif induit I’activation des voies inflammatoires, notamment
NF-kB, qui favorise I’expression de cytokines pro-inflammatoires telles que TNF-a, IL-1p et IL-
6. Cette activation inflammatoire attire les cellules immunitaires (macrophages, neutrophiles) vers
les tissus rénaux, exacerbant les Iésions tubulo-interstitielles (Kara, 2024).

Enfin, le CP et ses métabolites déclenchent 1’apoptose cellulaire, en particulier via la voie
intrinséque mitochondriale. Le stress oxydatif provoque la perméabilisation de la membrane
mitochondriale, libérant du cytochrome ¢ dans le cytosol. Cela entraine I’activation de la caspase-
9, puis de la caspase-3, qui initient la dégradation programmée des composants cellulaires.
L’augmentation de I’expression des protéines pro-apoptotiques comme Bax, et la réduction de
celles anti-apoptotiques comme Bcl-2, favorisent cet effet cytotoxique (Singh et al., 2014a).

Des études récentes ont exploré des stratégies pour contrecarrer cette toxicité. Des agents
naturels comme la naringénine (un flavonoide), la sésamine (un lignane issu du sésame) et la
coenzyme Q10 (un antioxydant mitochondrial) ont montré, chez le rat, une efficacité notable pour
réduire les dommages rénaux induits par le CP. Ces composeés agissent en diminuant la production
de ROS, en inhibant les cytokines pro-inflammatoires, et en régulant 1’expression des génes
apoptotiques, ce qui préserve la fonction rénale (figure 7) (Ayza et al., 2022; Cetik-yildiz et al.,
2024).
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Figuure 7 : Mécanisme par lequel le cyclophosphamide induit la néphrotoxicité (Singh et al., 2014b)

2-4-4-Hépatotoxicité du cyclophosphamide

L’hépatotoxicité induite par le CP repose sur une série d’événements moléculaires

complexes impliquant le stress oxydatif, I’inflammation hépatique et 1’apoptose des hépatocytes.

Aprés administration, le CP est métabolise principalement dans le foie par le systeme

enzymatique cytochrome P450 (CYP2B6 et CYP3A4), générant des métabolites actifs comme la

4-hydroxycyclophosphamide et des métabolites toxiques, notamment 1’acroléine. Cette derniere

est fortement réactive et est considérée comme le principal agent hépatotoxique. Elle induit une

surproduction d'espéces réactives de I'oxygéne (ROS), comme le peroxyde d’hydrogeéne et les

radicaux superoxydes, qui attaquent les lipides membranaires, les protéines cellulaires et I’ADN,

provoquant une peroxydation lipidique, une perte de I’intégrité membranaire et des mutations

cellulaires (Voelcker, 2023). Ce stress oxydatif s’accompagne d’une chute des niveaux
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d’antioxydants naturels, tels que le glutathion, la superoxyde dismutase et la catalase, accentuant
ainsi les lésions hépatiques (Aladaileh et al., 2019; Jali et al., 2023) .

Simultanément, la production de ROS active la voie du facteur de transcription NF-kB, qui
entraine la surexpression de cytokines pro-inflammatoires telles que TNF-a, IL-1 et IL-6,
favorisant une inflammation hépatique chronique. Cette inflammation attire des cellules
immunitaires (macrophages, neutrophiles) dans les tissus hépatiques, aggravant les dommages
cellulaires et favorisant la fibrose. Le stress oxydatif et inflammatoire active aussi les voies
apoptotiques, en particulier la voie mitochondriale intrinséque, ou 1’augmentation du rapport
Bax/Bcl-2 provoque la perméabilisation de la membrane mitochondriale, la libération de
cytochrome c et I’activation en cascade des caspases (caspase-9 puis caspase-3), entrainant la mort
programmée des hépatocytes (Temel et al., 2020; Althunibat et al., 2023).

Des recherches récentes ont mis en évidence le rdle protecteur de certains composes
antioxydants naturels dans la prévention de cette hépatotoxicité. Par exemple, la sésamine (un
lignane issu du seésame), la taxifoline (un flavonoide) et la chrysin (présente dans le miel) ont
démontré leur capacité a atténuer les effets toxiques du CP dans des modéles animaux. Ces
molécules agissent principalement en réduisant les taux de MDA (un marqueur de peroxydation
lipidique), en restaurent les niveaux d'antioxydants endogénes, en inhibant 1’expression des
cytokines pro-inflammatoires et en modulant 1’activité des caspases, limitant ainsi 1’apoptose
hépatocytaire (figure 8) (Caglayan et al., 2018; Temel et al., 2020).
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Figure 8 : Mécanisme proposé expliquant comment le stress oxydatif induit par le cyclophosphamide
est neutralisé par les enzymes antioxydantes dans différentes parties des hépatocytes et des
cellules rénales, et comment le CAPE exerce ses effets protecteurs contre le stress oxydatif

(Akyol et al., 2016).

AAs: Amino acids, CAPE: Caffeic acid phenethyl ester, CAT: Catalase, Fe?*: Ferrous iron, GPx: Glutathione peroxidase,
GSH: Reduced glutathione, GR: Glutathione reductase, GSSG: Oxidized glutathione, H2 O: Water, NADP+: Oxidized
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, NADPH: Reduced nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, O2 :
Molecular oxygen, O2 -: Superoxide anion radical, OH™: Hydroxyl ion, OH': Hydroxyl radical, ONOO": Peroxynitrite, NO:
Nitric oxide, NOS: Nitric oxide synthase, PUFA: Polyunsaturated fatty acid, SOD: Superoxide dismutase

2-4-5- Reprotoxicité du cyclophosphamide

Le CP, est reconnu pour ses effets reprotoxiques séveres, affectant aussi bien la fertilité

masculine que féminine. Au niveau moléculaire, sa toxicité repose principalement sur la formation

de métabolites actifs, notamment la phosphoramide moutarde, qui induit des dommages a I’ADN

par alkylation, entrainant des cassures double brin, des mutations et une activation des voies

apoptotiques via des proteines telles que p53 et Puma. Ces altérations génétiques perturbent la

spermatogenese et 1’ovogenese, menant a la mort des cellules germinales (Olowe et al., 2024a).

Par ailleurs, le CP perturbe profondément 1’équilibre endocrinien en inhibant la synthése et

la régulation des hormones sexuelles essentielles a la fonction reproductive. 1l agit notamment sur

les cellules de Leydig dans les testicules, responsables de la production de testostérone, ainsi que

sur 1’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique, réduisant les niveaux de 1’hormone lutéinisante
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(LH) et de I’hormone folliculo-stimulante (FSH). Cette altération hormonale se traduit par une
atrophie testiculaire, une diminution de la spermatogenése, une dégénerescence des tubules
séminiféres et une réduction du volume et de la qualité du liquide séminal (Yang et al., 2021).

En paralléle, le CP induit un stress oxydatif intense en générant un exces d'especes réactives
de I'oxygéne (ROS), telles que le radical superoxyde (O2 ), le peroxyde d’hydrogéne (H20>) et le
radical hydroxyle (OH"). Ces ROS, lorsqu’ils dépassent les capacités des systémes antioxydants
entrainent une peroxydation des lipides membranaires, des dommages oxydatifs aux protéines et
a I’ADN mitochondrial. Les mitochondries, organites clés dans la production d’ATP et dans
I’apoptose, deviennent dysfonctionnelles, ce qui affecte directement la mobilité, la morphologie et
la viabilité des spermatozoides, réduisant leur pouvoir fécondant (Barekati et al., 2008).

Chez la femme, cette situation est aggravée par une perte de la réserve ovarienne, provoquée
par D’activation prématurée des follicules primordiaux suivie d’apoptose, ainsi que par des
altérations épigénétiques des ovocytes survivants. Ces modifications conduisent a une maturation
ovocytaire incompléte, une accumulation insuffisante d’ARNm maternels, une aneuploidie, une
fragmentation mitochondriale, et une altération du développement embryonnaire précoce (figure
9) (Chen et al., 2024; Olowe et al., 2024b).

Des études récentes montrent en outre que cette toxicité peut étre transmise a la descendance
par des effets épigénétiques ou génétiques, renforcant la nécessité de mesures de préservation de
la fertilité avant traitement, comme la cryoconservation des gamétes, et d’une co-administration
potentielle d’agents antioxydants tels que le CAPE (ester phénéthylique de I'acide caféique) (Abdi
etal., 2024).
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Figure 9 : Le mécanisme du cyclophosphamide, associé a un déséquilibre du systéme redox du
glutathion et a une augmentation de I'activité de la caspase 3, entraine une diminution des
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testiculaire (Olowe et al., 2024a)
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3- La famille des Asteraceae

La famille des Asteraceae, également appelée Compositae, est l'une des plus grandes
familles de plantes a fleurs. Elle regroupe prés de 25 000 espéces connues, répartis en 1600
genres et 17 tribus a travers le monde. Cette famille est présente sur tous les continents, a
I'exception de I'Antarctique, avec une prédominance dans les régions tempérées. La famille des
Asteraceas est la plus importante en Algérie puisqu'elle comprend 408 especes répartis en 109
genres (Quezel & Santa, 1963a; Chatelain et al., 2018; Rebbas et al., 2021).

Le genre Centaurea comprend 46 especes et se caractérise par une
inflorescence particuliere appelée capitule, ou de nombreuses petites fleurs, ou fleurons, sont
regroupées sur un réceptacle commun entouré de bractées formant un involucre. Cette disposition
donne I'apparence d'une seule fleur, bien que chaque fleuron soit une fleur compléte en soi. Les
fleurs peuvent étre tubulées ou ligulées, et les fruits produits sont des akénes souvent surmontés
d'un pappus facilitant leur dispersion. Les feuilles des Asteraceae sont généralement alternes et
peuvent présenter diverses formes, allant de simples a profondément lobées (Gordo et al., 2021,
Payette, 2023).

3-1-Le genre Centaurea

Le genre Centaurea, communément appelé "centaurée", appartient a la famille des
Asteraceae et comprend de nombreuses especes réparties principalement en Europe, en Afrique
du Nord et en Asie occidentale. Le genre Centaurea compte environ 700 especes et 600 sous-
especes. Il est répandu aussi bien sur le territoire algérien qu’en Europe méridionale, dans le bassin
méditerranéen, a I’ouest de I’ Asie et sur le continent américain. En Algérie, le genre Centaurea est
trés présent avec 45 especes qui sont décrites a travers le territoire (Quezel & Santa, 1963b;
Mabberley, 1987). Les investigations phytochimiques réalisées sur ce genre de plantes montrent
que les centaurées sont trés riches en métabolites secondaires : notamment les lactones
sesquiterpéniques, les flavonoides, les composés acétyléniques, les alcaloides et les stéroides
(Fortuna et al., 2001).

Ces plantes sont généralement herbacées, annuelles, bisannuelles ou vivaces, avec des tiges
érigées souvent ramifiées. Les feuilles sont alternes et varient en forme, allant de linéaires a
pennatilobées. Les capitules, solitaires ou groupés, sont composés de fleurons tubulés, avec des

bractées involucrales présentant souvent des appendices caractéristiques tels que des franges ou

E
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Les centaurées colonisent une variété de milieux, incluant les prairies, les bords de routes,
les friches et les zones montagneuses. Certaines espéces sont adaptées aux sols calcaires, tandis

que d'autres préfeérent les sols siliceux (Quezel & Santa, 1963a).

Plusieurs especes du genre Centaurea sont utilisées dans la médecine populaire pour soigner
certaines maladies comme le diabéte, les rhumatismes, la malaria, I’hypertension...(Ayad et al.,
2012). Dans la médecine traditionnelle turque des variétés d’especes du genre Centaurea sont
utilisées pour soulager la douleur et I’inflammation, les symptomes de la polyarthrite rhumatoide,
la fievre et les maux de téte (Fatullayev et al., 2023). Ces utilisations ont été confirmées par des
études scientifiques qui ont mis en évidence diverses propriétés biologiques telles que
antipelliculaire, anti-diarrhéique, antirhumatismales, anti-inflammatoire, cholérétique, diurétique,
digestive, stomachique, astringent, antipyrétique, cytotoxique et antibactériennes pour ces especes
(Sokovic et al., 2017).

La diversit¢ morphologique et écologique des Asteraceae, et du genre Centaurea en
particulier, en fait un sujet d'étude riche en botanique, avec des implications en écologie, en

agriculture et en pharmacologie.

3-1-1- Les espéces du genre Centaurea en Algérie

L’espece la plus connue du genre Centaurea en Algérie est sans doute Centaurea cyanus,
communément appelée le bleuet. Originaire d’Europe, cette plante herbacée annuelle s’est
largement naturalisée en Afrique du Nord, notamment en Algérie, ou elle pousse spontanément
dans les prairies, les champs de céréales et les terrains vagues, surtout dans les régions du nord au
climat méditerranéen (Louaar et al., 2011a). Centaurea cyanus est facilement reconnaissable par
ses fleurs d’un bleu vif, bien que des variantes blanches ou roses existent, et par ses feuilles étroites
et lancéolées. Elle appartient a la famille des Asteraceae, comme les marguerites et les chardons,
et se distingue par son r6le écologique important : elle attire de nombreux pollinisateurs,

notamment les abeilles et les papillons (Quezel & Santa, 1963a; Djeddi et al., 2011).

Sur le plan ethnobotanique, le bleuet est également reconnu pour ses proprietes medicinales,
il est traditionnellement utilisé pour traiter les inflammations oculaires (notamment en usage
externe sous forme d’infusions pour les compresses), ainsi que pour ses effets diurétiques et
Iégerement antiseptiques. En Algérie, il est aussi parfois cultivé pour son aspect ornemental et ses
utilisations en phytothérapie (Ozenda, 1992; Pirvu et al., 2012).
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/
En Algérie, le genre Centaurea est représenté par plusieurs especes notables, dont certaines

sont largement répandues, tandis que d'autres sont endémiques. La plus connue reste Centaurea
cyanus. Elle est accompagnée de Centaurea africana, présente dans les zones montagneuses telles
que la Kabylie et les Aurés. Une autre espéce fréquente est Centaurea calcitrapa, particuliérement
commune dans les terrains secs et ouverts du bassin méediterranéen algérien (Louaar et al., 2011b).
On trouve également Centaurea diluta dans les zones steppiques de 1’ouest, souvent dans les
paturages et les prairies ouvertes. Parmi les especes endémiques, Centaurea tougourensis se
distingue dans les régions sahariennes et subdésertiques de 1’Est algérien, tandis que Centaurea
pungens est localisée dans les montagnes du Tell. Ces especes illustrent la diversité écologique et
floristique de 1’ Algérie, en particulier dans les milieux méditerranéens, steppiques et montagnards,
et certaines présentent un intérét botanique ou patrimonial en raison de leur rareté ou de leur
specificité locale (Ayad & Akkal, 2019a; De Leonardis et al., 1984; Ozenda, 1991).

Figure 10: Centaurea africana Figure 11 : Centaurea cyanus (Photos of
) ) Cornflower (Centaurea Cyanus) - iNaturalist,
(Pictures of Centaurea Africana, n.d.) n.d.)

3-1-2- Usages thérapeutiques traditionnels des Centaurea en Algérie et au Maghreb

Le genre Centaurea, appartenant a la famille des Asteraceae, se distingue par sa richesse en
composés bioactifs tels que les flavonoides, les lactones sesquiterpéniques, les polyacétylénes,
ainsi que des huiles essentielles aux propriétés thérapeutiques reconnues. Ces constituants
biochimiques conférent aux espeéces du genre une grande diversité d’activités biologiques,

confirmées par la pharmacologie moderne, notamment des propriétés antioxydantes, anti-
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inflammatoires, antimicrobiennes, digestives, et cicatrisantes (Grisebachii et al., 2011; Belhouala
& Benarba, 2021).

En médecine traditionnelle algérienne, ces plantes sont couramment utilisées pour traiter un
large éventail d’affections. Certaines espéces comme Centaurea cyanus, sont appréciées pour leurs
vertus oculaires, notamment dans le traitement des conjonctivites, orgelets et autres irritations des
yeux, généralement sous forme de compresses ou infusions florales. D'autres, telles que Centaurea
calcitrapa, sont utilisées en usage topique pour soulager les inflammations cutanées, les eczémas,
les piqlires d’insectes, et parfois méme les rhumatismes. Certaines espeéces, comme Centaurea
africana, sont reconnues pour leurs effets digestifs et hépatoprotecteurs, utilisées en infusion pour
apaiser les troubles gastro-intestinaux ou comme stimulants toniques aprés maladie (Ayad &
Akkal, 2019b).

Les usages varient d’une région a ’autre. Par exemple, dans les régions montagneuses de
Kabylie ou de 1’Aurgs, les habitants recourent a des infusions de parties aériennes de certaines
especes pour soulager les douleurs menstruelles ou les maux d’estomac. Dans les zones steppiques,
d’autres especes sont utilisées en pommades ou cataplasmes pour le soin des plaies ou infections

cutanées mineures (Trabsa et al., 2020).

Plus récemment, des études phytochimiques et pharmacologiques ont confirmé plusieurs de
ces usages traditionnels. On a notamment isolé des flavonoides antioxydants a fort potentiel
thérapeutique, ainsi que des lactones sesquiterpéniques présentant des propriétés anti-
inflammatoires et cytotoxiques contre certaines lignées cellulaires cancéreuses. Ces résultats
renforcent ’intérét ethnopharmacologique de ces plantes, non seulement dans le contexte
traditionnel mais aussi dans la perspective de développer des traitements naturels modernes (Zater
et al., 2016; Azzouzi et al., 2024).

3-1-3- Description phytochimique du genre Centaurea

Le genre Centaurea, riche et diversifié, est particulierement connu pour sa teneur élevée en
métabolites secondaires aux propriétés pharmacologiques variées. Les études phytochimiques
meneées sur différentes especes de Centaurea, notamment celles endémiques d’ Algérie et du bassin
méditerranéen, ont révélé la présence de flavonoides, lactones sesquiterpéniques, acides
phénoliques, polyacétylénes, huiles essentielles, ainsi que d’autres composés secondaires comme

les tanins et les coumarines. Ces composés jouent un role essentiel dans les défenses naturelles des

E

plantes et justifient largement leur usage en médecine traditionnelle (Louaar et al., 2011c).
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» Flavonoides

Les flavonoides représentent le groupe de composés le plus abondant et le plus étudié dans
le genre Centaurea. On les retrouve principalement dans les fleurs, les feuilles, et parfois les
racines. Ils sont représentés par des flavones (comme lutéoline et apigénine) et des flavonols (tels
que quercétine et kaempférol), souvent sous forme de glycosides. Ces molécules sont bien connues
pour leurs propriétés antioxydantes puissantes, leur capacité a piéger les radicaux libres, ainsi que
leurs effets anti-inflammatoires et antimicrobiens. Certaines études ont montré que I'extrait
méthanolique de Centaurea microcarpa contient des flavonoides capables de protéger les cellules
contre le stress oxydatif (Khammar & Djeddi, 2012).

» Lactones sesquiterpéniques

Typiques des plantes de la famille des Asteraceae, les lactones sesquiterpéniques sont
largement représentées dans Centaurea sous forme de guaianolides, eudesmanolides et
germacranolides. Ces molécules sont principalement retrouvées dans les tiges, racines et feuilles,
et incluent des composés bioactifs tels que la cynaropicrine, la centaureine, et la repin. Elles sont
connues pour leur activité cytotoxique contre certaines lignées cellulaires cancéreuses, leur
propriété anti-inflammatoire, et leur potentiel antipaludique. Ces composés ont aussi été associés
a des effets immunomodulateurs, ce qui les rend intéressants dans le développement de traitements

a base de plantes (Bensaid et al., 2024).

» Acides phénoliques
Les acides phénoliques tels que ’acide caféique, 1’acide chlorogénique et 1’acide férulique
sont également présents dans plusieurs espéces de Centaurea. Ces composés sont particulierement
abondants dans les feuilles et les inflorescences. Ils contribuent a I’activité antioxydante globale
des extraits végétaux, et ont montré des effets hépatoprotecteurs, neuroprotecteurs et anti-
inflammatoires. Ils sont souvent responsables de I’amertume des infusions utilisées en médecine

traditionnelle pour les troubles digestifs ou hépatiques (Bibi et al., 2024).

» Polyacétylenes
Moins fréquents mais néanmoins intéressants, les polyacétylénes ont été isolés chez
certaines especes comme Centaurea cyanus. Ces composes, souvent instables, sont reconnus pour
leurs proprietés cytotoxiques, antimicrobiennes et parfois insecticides. Leur rdle dans les

applications thérapeutiques reste encore peu exploré, mais leur potentiel est prometteur,

@

notamment dans les domaines de la dermatologie et de la cancérologie (Rathod et al., 2023).
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» Huiles essentielles
Certaines especes de Centaurea libérent des huiles essentielles riches en monoterpenes
(comme I’a-pinene, le limonene) et en sesquiterpenes (comme le B-caryophylléne, I’humuléne).
Ces huiles sont surtout concentrées dans les inflorescences et parfois les feuilles. Elles possédent
des propriétés antibactériennes, antifongiques, antioxydantes et méme anti-inflammatoires. Par
exemple, des extraits volatils de Centaurea dimorpha ont montré un fort pouvoir photoprotecteur

et antioxydant, ce qui soutient leur usage potentiel en cosmétique naturelle (Gozcu et al., 2024).

» Autres composés secondaires
D'autres metabolites secondaires sont également présents dans les espéces de Centaurea,
bien que moins étudiés. Les tanins, par exemple, sont responsables de 1’activité astringente des
plantes et sont souvent utilisés dans le traitement traditionnel des plaies, infections cutanées, ou
affections buccales. Les coumarines, quant a elles, ont été associées a des effets anticoagulants,
antibactériens et hépatoprotecteurs. Des alcaloides en faible concentration ont aussi été détectés
dans certaines espéces, mais leur role pharmacologique n’est pas encore bien caractérisé (Teneva

et al., 2024).

3-1-4- Activités biologique des flavonoides

Les flavonoides sont des composés polyphénoliques largement distribués dans le regne
végétal, connus pour une diversité remarquable d’activités biologiques. IIs jouent un réle crucial
dans la protection des plantes et ont suscité un intérét considérable en pharmacologie pour leurs

effets bénéfiques sur la santé humaine.

» Activité antioxydante

Les flavonoides sont reconnus pour leur fort pouvoir antioxydant, en raison de leur capacité
a neutraliser les radicaux libres et a inhiber la peroxydation lipidique. Ces composés agissent en
piégeant les espéces réactives de I’oxygeéne (ROS) et de I’azote (RNS), responsables de dommages
cellulaires et de I’apparition de nombreuses pathologies chroniques telles que le cancer, le diabéte
ou les maladies neurodégénératives. Leur efficacité antioxydante dépend principalement de la
position et du nombre de groupements hydroxyles sur le noyau flavonoique. Par exemple, la
quercétine, trés présente dans de nombreuses espéces de Centaurea, est I’un des flavonoides les

plus puissants dans cette activité. Elle protége les membranes cellulaires, ’ADN et les enzymes
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contre le stress oxydatif, contribuant ainsi a la prévention du vieillissement cellulaire prématuré et

de la dégéneérescence neuronale (Pietta, 2000).

» Activité anti-inflammatoire

Les flavonoides exercent une action anti-inflammatoire notable, en particulier par leur
capacité a inhiber les enzymes pro-inflammatoires telles que la cyclooxygénase (COX-2), la
lipoxygenase (5-LOX) et la nitric oxide synthase (iNOS). De plus, ils modulent I’expression de
cytokines inflammatoires comme 1’interleukine-6 (IL-6) et le facteur de nécrose tumorale (TNF-
a). Cette activité est tres pertinente dans le traitement des maladies inflammatoires chroniques
telles que I’arthrite, les troubles intestinaux inflammatoires ou les affections respiratoires. La
lutéoline, flavonoide abondant dans certaines especes de Centaurea, a montré une efficacité
remarquable dans la suppression de 1’activation de la voie NF-«B, principale voie de signalisation
inflammatoire. Cette propriété explique 1’utilisation traditionnelle de certaines plantes riches en
flavonoides pour soulager les douleurs, les inflammations articulaires ou les infections de la peau
(Middleton et al., 2000).

» Activité cardioprotectrice

Les flavonoides sont également impliqués dans la protection du systeme cardiovasculaire.
Ils agissent en améliorant la fonction endothéliale, en réduisant 1’agrégation plaquettaire, en
diminuant la pression artérielle, et en prévenant 1’oxydation des lipoprotéines de basse densité
(LDL), contribuant ainsi a la prévention de 1’athérosclérose. Des études cliniques ont montré
qu’une consommation élevée de flavonoides est associée a une réduction significative du risque
d’infarctus du myocarde, d’AVC et d’hypertension artérielle. La rutoside, flavonoide courant dans
les Centaurea, est souvent utilisée en phytothérapie pour renforcer la circulation veineuse et traiter

les varices ou les hémorroides (Ross & Kasum, 2002).

» Activité neuroprotectrice
Certains flavonoides ont la capacité de traverser la barriere hémato-encéphalique, ce qui leur
permet de protéger le tissu nerveux contre les effets du stress oxydatif, de I'inflammation et de la
toxicité excitotoxique. lls favorisent également la neurogenése et améliorent la plasticité
synaptique, contribuant ainsi a la prévention des maladies neurodégénératives telles que la maladie
d’Alzheimer, de Parkinson et d’Huntington. Des flavonoides comme la catéchine, la quercétine et

la rutoside, souvent présents dans les extraits de plantes médicinales comme celles du genre
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Centaurea, ont montré une capacité a améliorer la mémoire, a réduire 1’anxiété et a protéger les

neurones contre les Iésions induites par les toxines (Vauzour et al., 2008).
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Protocoles expérimentaux

1. Matériel végétal

La plante Centaurea sp. a été acquise auprés d’un herboriste. Seules les parties aériennes ont
¢été utilisées pour I’étude. Le matériel végétal a été séché a I’abri de la lumiére, de I’humidité et a
température ambiante, puis finement broyé. Aprés séchage, la poudre obtenue a été soigneusement
conservee dans des conditions optimales afin de préserver ses propriétés.
La préparation de I’extrait a été réalisée au sein de I'unité de recherche « Valorisation des
ressources naturelles, molécules bioactives et analyses physico-chimiques et biologiques »,
relevant du département de chimie de 1I’Université Fréres Mentouri Constantine 1, par la doctorante

Keltoum Boudraa.

2. Expérimentation animale
2.1. Animaux et conditions d’hébergements

Dans le cadre de 1’évaluation de 1’activité protectrice et antioxydante in vivo, des rats males
de souche Wistar albinos, dont le poids varie entre 200 et 250 g, ont été utilisés. Ces animaux ont
été obtenus par élevage au sein de I’animalerie du Département de Biologie Animale, Faculté des

Sciences de la Nature et de la Vie, Université Mentouri Constantine 1.

A leur réception, les animaux ont été répartis aléatoirement en cinque groupes
expérimentaux, chacun hébergé dans des cages standards. Une période d’acclimatation de deux
semaines a été observée avant le début des traitements experimentaux. Durant cette période, les
rats ont bénéfici¢ d’un acces ad libitum a une alimentation standard et a I’eau potable. Les
conditions d’hébergement ont été strictement contrdlées, avec une température ambiante constante

et un cycle nycthémeéral de 12 heures de lumiére alternant avec 12 heures d’obscurité.
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Figure 12 : Les lots de rats

2.2. Induction de la toxicité et traitement des rats

2.2.1. Effet préventif de la fraction n-butanolique de Centaurea sp. contre la toxicité aigué

induite par le cyclophosphamide (200 mg/kg)

Pour évaluer I’effet protecteur de I’extrait butanolique sur les rats durant 06 jours. Les rats

sont répartis en cinque groupes de 6 rats chacun de la maniére suivante :

>

Groupe témoin (T) : les animaux ont recu par voie orale de I’eau distillée (véhicule)
pendant six jours. Une injection intrapéritonéale (i.p.) de solution saline (NaCl 0,9 %) a été
administrée le quatrieme jour.

Groupe extrait (EXT) : les animaux ont été traités par voie orale avec une dose quotidienne
de 200 mg/kg de I’extrait butanolique de Centaurea sp. pendant six jours.

Groupe cyclophosphamide (CP) : les rats ont recu une injection unique intrapéritonéale de
CP a la dose de 200 mg/kg le quatrieme jour.

Groupe prétraité a Iextrait butanolique + cyclophosphamide (EXT+CP) : les rats ont
recu I’extrait butanolique (200 mg/kg/jour, par voie orale) du premier au sixieme jour, suivi
d’une injection intrapéritonéale de CP (200 mg/kg) le quatriéme jour.

Groupe prétraité a la vitamine E + cyclophosphamide (Vit E+CP) : les animaux ont été
prétraités par voie orale avec de la vitamine E (300 mg/kg/jour) pendant six jours, et ont
regu une injection intrapéritonéale de CP (200 mg/kg) le quatrieme jour.

La dose de I’extrait butanolique de la plante Centaurea sp. a été choisie sur la base des

observations in vivo et des recherches menées dans notre laboratoire sur I'effet de différents extraits

de plantes sur la toxicité hépatiques et rénales induite par des xénobiotiques (Amrani et al., 2019;
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Vi

Zehani et al., 2022; Mecheri et al., 2024), tandis que la dose de toxine a été choisie sur la base
d'études antérieures (Hasan et al., 2020; Ayza et al., 2022).

Figure 13 : Un rat recoit extrait de Figure 14 : Un rat recoit sa dose de
la plante par gavage cyclophosphamide par voie
intrapéritonéale

Figure 15 : Un rat recoit /’eau
distillée par gavage

2.2.2. Dissection des rats, préléevement du sang et des organes

A la fin de la période de traitement, les animaux ont été mis & jeun pendant la nuit. Le
lendemain, ils ont été anesthésiés a 1’aide de chloroforme. Le sang a été prélevé au niveau de la
veine porte a I’aide de seringues stériles, puis recueilli dans des tubes appropriés. Les échantillons
ont ensuite été centrifugés a 3000 tours par minute pendant 10 minutes afin de séparer le plasma,
lequel a été conservé a -20 °C jusqu’a son utilisation pour 1’analyse des paramétres biochimiques.
Les dosages ont porté notamment sur les transaminases (ALAT, ASAT), Cholesterole, les
triglycerides, LDL et LDH. Une portion du foie a été fixée dans une solution de formol a 10 % en

vue de la réalisation d’un examen histopathologique.
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Figure 17 : Echantillons d'organes en Figure 16: Un rat sur la planche de
solution physiologique dissection

2.2.3. Méthodes de dosage des parametres biochimiques

Les activités enzymatiques : AST, ALT (biomarqueurs de la fonction hépatique), sont
mesurées. Les parametres cités précédemment sont déterminés par des méthodes colorimétriques
en utilisant des Kits commerciale (Spinreact, Espagne) sur un automate multiparamétrique dans

un laboratoire de biologie et d’analyses médicales.

2.2.3.1. Dosage de ’aspartate aminotransférase (ASAT)

L’aspartate aminotransférase (ASAT) appelée aussi 1’oxaloacétate de glutamate
transaminase (TGO) catalyse le transfert réversible d’un groupe aminé a partir de 1’aspartate au
I’alpha-cétoglutarate formant le glutamate et I’oxaloacétate. L’oxaloacétate est réduit au malate

par la malate déhydrogénase (MDH) et le NADH, H* selon la réaction suivante :

a-cetoglutarate + aspartate glutamate +Oxaloacetate

Oxaloacetate + NADH, H' > malate +NAD'

2.2.3.2. Evaluation de Uactivité enzymatique de ’ALAT

L’alanine aminotransférase (ALAT ou GPT) catalyse le transfert du groupement amine de
I’alanine sur I’a-cétoglutarate formant une molécule de glutamate et pyruvate. En présence de
NADH,H+ et de lactate déshydrogénase (LDH), le pyruvate est réduit en L-lactate selon la

réaction:

glutamate + pyruvate

lactate + NAD*

a-cétoglutarate + alanine

Pyruvate + NADH, H*

A 4

v




Chapitre I1: Protocoles expérime

2.2.3.3. Evaluation de lactivité enzymatique de LDH

La lactate déshydrogénase (LDH) est une enzyme intracellulaire catalyse la transformation
réversible du pyruvate en lactate par le NADH. Le taux de la diminution de NADH est

proportionnel a la concentration catalytique du LDH présent dans 1’échantillon.

Pyruvate + NADHH'—_____, [Lactate + NAD"

2.2.3.4. Dosage de cholestérol LDL

Les lipoprotéines de faible densité (LDL), sont synthétisées dans le foie sous ’action de
différentes enzymes lipolytiques sur les lipoprotéines de trés faible densité (VLDL) riches en
triglycérides. Le taux de cholestérol-LDL a été mesuré par méthode directe avec un Kit
enzymatique sélectif et les valeurs sont exprimées en (mg/dl). Le taux du cholestérol-LDL est,
peut aussi, calculé a partir des triglycérides (TG), du cholestérol-HDL et du cholestérol total selon

la formule de Fridewald :

LDL (en mg/dl) = Cholestérol total - HDL - (Triglycérides/5)

2.2.3.5. Dosage du cholestérol plasmatique

Le dosage de cholestérol plasmatique est une méthode colorimétrique utilisée pour évaluer
les niveaux de cholestérol dans le sang. Le principe de la méthode est basé sur la transformation
des esters de cholestérol en cholestérol libre, I’oxydation de ce produit donne la naissance de
peroxyde d’hydrogene H2O> qui réagit avec le phénol et 4-Aminophenazone sous I’action de la
peroxydase pour donner un complexe « Quinone imine » de couleur rose mesurable par
spectrophotométrie a 500 nm. L’intensit¢é de la couleur formée est proportionnelle a la
concentration du cholestérol dans le plasma sanguin.

Cholestérol estérase

Cholestérol ester + H.O

Cholestérol + Acides gras

A J

Cholestérol oxydase

Cholestérol + O» > 4-Cholesténone + H202

2H202 + phénol+ 4-Aminophénazone Doroxydase Quinonimine + 4H,0

ntaux
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2.2.3.6. Dosage des triglycérides plasmatiques

L’incubation des triglycérides contenus dans 1’échantillon avec la lipoprotéinlipase (LPL)
libére le glycérol et les acides gras. Le glycérol est converti en glycérol-3-phosphate (G3P) et
adénosine diphosphate (ADP) par la glycérol kinase et I’ATP. Le glycérol-3-phosphase (3GP) est
en suite converti par la glycérol phosphate déshydrogénase (GPO) en dihydroxyacétone phosphate
(DAP) et peroxyde d’hydrogéne (H202). Dans la réaction finale, le peroxyde d’hydrogéne réagit
avec 4-aminpphénazone (4-AP) et le p-chlorophénol en présence de peroxydase (POD) pour
donner un composé de couleur rouge. L’intensité de cette couleur est proportionnelle a la
concentration des triglycérides dans 1’échantillon.

Triglycerides LPL > Glycérol + acides gras

Glycérol + ATp—Sbucerolkinase . Glycérol-3-phospahte + Adénosine-5-diphosphate

Glycérol-3-phospahte + O2 LDihydmxyacétone phosphate + H202

H202 + 4-AP + p-Chlorophénol _Pop Quinone + H20

2.2.4. Examens d'anatomie-pathologiques

L’¢étude histologique est réalisée dans les laboratoires d’anatomie pathologique de I'hopital
EPH Houari Boumadiene (Chelghoum Laid) a Mila, a I’aide d’un microscope photonique Leica
ICC 50 HD. Elle repose sur une analyse sémiologique visant a comparer les tissus normaux aux
tissus pathologiques, dans le but de détecter d’éventuelles altérations de 1’architecture des organes

aprés I’administration de la plante Centaurea sp. et I’injection de cyclophosphamide.

Apres le sacrifice des animaux et leurs dissections, une perfusion aura lieu avec une solution
de NaCl (0.9%) afin de drainer tout le sang restant dans les organes. Un morceau d’organe visé
(foie) de chaque rat est immédiatement prélevé, coupé en petits morceaux, et conservé dans le

fixateur formol (10%).

Les différentes étapes de la préparation des blocs de paraffine sont résumées ci-dessous :

> Lafixation consiste a protéger les tissus prélevés de toute hydrolyse due a la libération des

enzymes contenues dans les lysosomes cellulaires. La fixation se fait par une solution du
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formol tamponné (10 %) qui favorise la polymérisation des protéines et, dans certains cas

les lipides présents dans I'organe.

Figure 18 : : Echantillons d'organes en formol

> Les fragments des tissus sont mis en cassettes puis plonger dans un récipient fermé de

formol 10%.

Figure 19: Préparation des cassettes des échantillons

» La déshydratation on passe les tissus dans des bains d'alcool de degré croissant (70°, 80°,
90°, 95°, 99°, puis enfin 100°). L’intérét de la déshydratation est d’éliminer 1’eau. Juste
apres la déshydratation, les cassettes sont mises dans un bain de xylene (éclaircissant) ce

qui permet d'apprécier le degré de pénétration par la transparence acquise par la piece.
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Figure 20 : Etape de déshydratation

» Les tissus sont inclus dans du paraffine fondue qui s’incorpore avec I’échantillon et

conserve ces tissus permettant ainsi de faire des coupes histologiques fines.

Figure 21 : Préparation des blocs

> Les coupes fines (5 uM) sous forme d’un ruban sont réalisées a partir du bloc de paraffine
a 1’aide d’un microtome. Le ruban obtenu de la microtomie est étalé sur des lames en
verre, ces lames passent sur une plaque chauffante pour assurer la fixation de la paraffine

contenant la coupe histologique sur la lame.
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Figure 22: préparation des coupes fines

Pour faciliter la pénétration des colorants a I’intérieur de la coupe, on commence d’abord
par une réhydratation. On passe les lames dans des bains d'alcool de degrés décroissants
(de 100°, 90°, 70°C) puis dans de I’eau distillée.

La coloration est effectuée pour reconnaitre les différents composants tissulaires qui sont
généralement transparents. La coloration hématoxyline éosine (HE) est la coloration
bichromatique standard utilisée en premier temps, elle nous donne une vue globale sur les
morphologies tissulaires et les lésions pathologiques.

L "hématoxyline, qui colore en bleu violacé les structures basophiles (noyaux).

L’éosine, qui colore en rose les structures acidophiles (cytoplasme).

Pour une meilleure visualisation microscopique et une conservation a longue durée contre
la décoloration, une résine synthétique est placée entre une lame portante la coupe
histologique et une lamelle. Les lames sont prétes pour la lecture microscopique qui est
effectuée par un microscope photonique Leica et photographiées a I’aide d’un appareil

photo numérique.

Figure 23: Préparation de lames pour I’étude anatomique
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3. Evaluation statistique

Les résultats des différents tests effectués in vivo sont exprimés en moyenne plus ou moins
I'écart type (moyenne + SD). L'évaluation statistique des résultats est effectuée par I’analyse de
variance unidirectionnelle (ANOVA) suivie du test post hoc de Tukey’s, en utilisant le logiciel
Graph Pad Prism Version 5.
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Chapitre 111 : Résultats et discussion

1. Résultats de I’étude expérimentale in vivo

1.1. L’effet protecteur de I’extrait de la plante vis-a-vis de la toxicité aigué induite par le
cyclophosphamide

1.1.1. Les enzymes transaminase AST et ALT

ALT
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Figure 24 : Effet de la cyclophosphamide et ’extrait sur la concentration sérique des aminotransférases
: AST. Les valeurs sont données en moyenne + Ecart type. ** : P< 0.01, *** : P< (0.001,
a : Groupes comparés au groupe témoin
b : Groupes comparés au groupe CP

Les résultats représentés dans les figures 24 et 25 montrent que 1’administration unique de
CP a la dose de 200 mg/kg a provoqueé une augmentation hautement significative (p < 0,001) des
concentrations plasmatiques des enzymes hépatiques AST et ALT, en comparaison avec le groupe
témoin. Ces deux enzymes sont des biomarqueurs largement reconnus de l'intégrité hépatique ;
leur elévation dans le plasma refléte une altération de la membrane des hépatocytes et une fuite
enzymatique secondaire a des 1€sions tissulaires hépatiques. L’augmentation simultanée de I’AST
et de I’ALT suggere un dommage hépatocellulaire aigu, probablement induit par le stress oxydatif,
I'inflammation et la peroxydation lipidique générés par le CP.

En revanche, le prétraitement oral avec ’extrait butanolique de la plante a la dose (200
mg/kg), administré avant le CP, a permis de limiter de maniére significative cette élévation
enzymatique. En effet, dans le groupe co-traité (EXT + CP), les taux plasmatiques d’AST et d’ALT
ont été significativement réduits par rapport au groupe traité par le CP (p < 0,01). Cette réduction
indique un effet hépatoprotecteur de I’extrait, suggérant que ses composants bioactifs ont pu
stabiliser les membranes cellulaires, neutraliser les espéces réactives de 1’oxygéne générées par le

CP, et ainsi limiter les dommages cellulaires.
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De maniére intéressante, des effets similaires ont été observés dans le groupe prétraité avec la
vitamine E, connue pour ses puissantes propriétés antioxydantes liposolubles. Cette convergence
des effets entre I’extrait butanolique et la vitamine E renforce I'nypothese selon laquelle I'activité
hépatoprotectrice observée est étroitement liée & une action antioxydante. Il est probable que les
polyphénols ou autres composés phénoliques présents dans l’extrait contribuent a piéger les
radicaux libres, a inhiber les réactions de peroxydation lipidique dans les membranes
hépatocytaires, et a moduler les voies pro-inflammatoires activées par le CP.

Ces résultats suggérent que I’extrait butanolique de Centaurea sp. pourrait représenter une
alternative naturelle prometteuse pour atténuer les effets hépatotoxiques des agents
chimiothérapeutiques tels que le cyclophosphamide, avec une efficacité comparable a celle de la

vitamine E.
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Figure 25 : Effet de la cyclophosphamide et I’extrait sur la concentration sérique des aminotransférases
: ALT. Les valeurs sont données en moyenne + Ecart type. ** : P<0.01, *** : P< 0.001,
a : Groupes comparés au groupe témoin
b : Groupes comparés au groupe CP
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1.1.2. L’effet sur les taux des triglycérides et le cholestérol

Les données illustrées dans les figures 26 et 27 révelent que I'administration de CP a induit
une élévation hautement significative (p < 0,001) des concentrations sériques de cholestérol total
et de triglycérides chez les animaux traités, en comparaison avec le témoin. Cette élévation traduit
un déséquilibre lipidique probable, associé a un stress oxydatif ou a une perturbation métabolique
induite par le CP. En revanche, les groupes ayant recu une co-administration d’un extrait
butanolique (EXT+CP) ou de la vitamine E (VitE+CP) ont montré une amélioration notable du
profil lipidique. En effet, la concentration en cholestérol total a diminué de maniére significative
dans le groupe EXT+CP (p < 0,001) et dans le groupe VitE+CP (p < 0,01) par rapport au groupe
CP seul, ce qui suggere un effet hypocholestérolemiant potentiel de ces co-traitements.

De plus, les niveaux de triglycérides ont également été significativement réduits dans les
deux groupes co-traités (EXT+CP et VitE+CP) par rapport au groupe ayant regu uniquement le
CP. Ces résultats suggerent que I’administration concomitante de 1’extrait butanolique ou de la
vitamine E pourrait atténuer les effets indésirables du CP sur le métabolisme lipidique,

probablement gréce a leurs propriétés antioxydantes ou régulatrices du métabolisme des lipides.
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Figure 26 : Effet de la cyclophosphamide et ’extrait sur la concentration du cholesterol.
Les valeurs sont données en moyenne + Ecart type. ** : P< 0.01, *** : P< 0.001,
a : Groupes comparés au groupe témoin
b : Groupes comparés au groupe CP
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Triglycerides
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Figure 27 : Effet de la cyclophosphamide et ’extrait sur la concentration des triglycerides.
Les valeurs sont données en moyenne * Ecart type. ** : P< 0.01, *** : P< 0.001,
a : Groupes comparés au groupe témoin
b : Groupes comparés au groupe CP

1.1.2. L’effet sur les taux LDH et LDL

D’apres les résultats présentés dans les figures 28 et 29, ’administration de CP a entrainé
une élévation hautement significative (p < 0,001) des concentrations plasmatiques de lipoprotéines
de basse densité (LDL) et de lactate déshydrogénase (LDH), en comparaison avec le groupe
témoin. L’augmentation du taux de LDL refléte une altération du métabolisme lipidique,
caractéristique d’un stress oxydatif ou d’un dysfonctionnement hépatique induit par le CP. En
effet, une élévation des LDL est souvent associée a une peroxydation lipidique accrue, contribuant
a la formation de dép6ts lipidiques athérogénes. Par ailleurs, la hausse significative de l'activité
plasmatique de la LDH indique une souffrance cellulaire généralisée, en particulier au niveau
hépatique et musculaire. La LDH étant une enzyme cytoplasmique libérée dans la circulation lors
de dommages tissulaires, son élévation traduit probablement une lyse cellulaire induite par la
toxicité du CP.

En revanche, les groupes co-traités avec 1’extrait butanolique de Centaurea sp. ainsi qu’avec
la vitamine E ont présenté une diminution significative des taux plasmatiques de LDL et de LDH
par rapport au groupe CP seul. Cette diminution suggere que ces traitements ont exercé un effet
protecteur contre la dyslipidémie et les Iésions tissulaires induites par le CP. L’extrait de

Centaurea sp., riche en composés phénoliques, pourrait avoir joué un réle antioxydant en limitant
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la peroxydation lipidique et en stabilisant les membranes cellulaires. De méme, la vitamine E,
connue pour ses puissantes propriétés antioxydantes lipophiles, pourrait avoir contribué a prévenir
les dommages oxydatifs des lipoprotéines et des tissus.

Ainsi, ces résultats appuient I’hypothése selon laquelle I’extrait butanolique de Centaurea
sp. et la vitamine E pourraient atténuer les effets toxiques du cyclophosphamide sur le métabolisme

lipidique et I’intégrité cellulaire, en agissant via des mécanismes antioxydants et cytoprotecteurs.

LDH
600+
400-
5
0 i
T EXT EXT+CP Vit E+CP

Figure 28 : Effet de la cyclophosphamide et I’extrait sur le taux d’LDH chez les différents groupes.
Les valeurs sont données en moyenne * Ecart type. ** : P< 0.01, *** : P< 0.001,
a : Groupes comparés au groupe témoin
b : Groupes compareés au groupe CP
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Figure 29 : Effet de la cyclophosphamideet I’extrait sur le taux d’LDL chez les différents groupes.
Les valeurs sont données en moyenne + Ecart type. ** : P< 0.01, *** : P< 0.001,
a : Groupes comparés au groupe témoin
b : Groupes compareés au groupe CP
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1.2. Etude Histopathologique

> Au niveau du foie

Les coupes histologiques du foie des rats du groupe témoin révelent une architecture
hépatique normale. Les hépatocytes, sont disposés en cordons radiaires organisés autour de la
veine centrolobulaire, formant des lobules hépatiques bien structurés. Chaque lobule hépatique
présente une organisation typique avec, a sa périphérie, des triades portales bien individualisées,
composées d’une branche de la veine porte, d’'une branche de I’artére hépatique et d’un canal
biliaire. Les espaces sinusoidaux, situés entre les cordons d’hépatocytes, sont bien délimités et
apparaissent normaux, permettant une bonne communication entre le sang et les cellules
hépatiques via les cellules de Kupffer et les cellules endothéliales. Aucun signe de dégénérescence
cellulaire, d’infiltration inflammatoire ni de congestion vasculaire n’a été observé, ce qui confirme

I’intégrité histologique du tissu hépatique chez les rats témoins (figure 30).

Figure 30 : Histologie des foies des rats ttmoins
(x100)
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Tableau 1: Effets de I’extrait butanolique de Centaurea sp. et de la vitamine E sur les
altérations histopathologiques induites par le cyclophosphamide au niveau hépatique

Congestion Nécrose Inflammation Sinusoides
vasculaire dilaté
Temoin -[+ - - -
EXT - - - -
CP +++ +++ +++ +++
EXT+CP -[+ -/+ -[+ -
VitE+CP - -+ -1+ -
2. % - =3 Aﬁi
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Figure 31 : Histologie des foies des rats traités avec I'extrait de la plante

(200 mg / kg) (100x)

Par ailleurs, les coupes histologiques des foies des rats ayant recu un traitement avec 1’extrait

de Centaurea sp. a la dose de 200 mg/kg révelent une architecture hépatique largement préservée,

présentant un aspect identique a celui observeé chez les animaux du groupe témoin sain (figure 31).

Les hépatocytes conservent leur morphologie polygonale normale, avec des noyaux centraux bien

definis, un cytoplasme homogene, et une absence de vacuolisation ou de dégénérescence

cellulaire. Les cordons hépatocytaires sont correctement organisés autour des veines centrales, et

les triades portales sont bien visibles, sans signes de congestion ni d’inflammation. Les sinusoides

hépatiques apparaissent modérément dilatés, mais conservent une structure normale, sans

infiltration inflammatoire ni hémorragie.
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A B
Figure 32 : Histologie du foie des rats du groupe toxique (groupe traité par
cyclophosphamide (200 mg/kg)

L’examen histologique des coupes hépatiques issues du groupe traité par
cyclophosphamide seul révele une altération marquée de 1’architecture hépatique normale. Les
Iésions observées incluent une congestion vasculaire importante, une dilatation notable des
sinusoides, ainsi que des zones de nécrose hépatocytaire accompagnées d’un infiltrat
inflammatoire périlobulaire et portale, indiquant une hépatotoxicité aigué induite par le CP
(tableau 1, figure 32).

En revanche, le prétraitement avec la vitamine E a une dose de 300 mg/kg a permis une
préservation significative de la structure histologique hépatique. Les hépatocytes présentent un
aspect quasi normal avec une organisation lobulaire maintenue, une réduction de la congestion et
de la nécrose, et une diminution nette de I’infiltrat inflammatoire, ce qui confirme ['effet

hépatoprotecteur reconnu de la vitamine E, attribue a ses propriétés antioxydantes (figure 34).

De maniére similaire a la vitamine E, ’administration de I’extrait butanolique de Centaurea
sp. a la dose de 200 mg/kg a montré un effet hépatoprotecteur significatif chez les rats traités par
le CP. L’analyse histologique des tissus hépatiques a révélé une atténuation marquée des
altérations morphologiques induites par 1’agent chimiothérapeutique. On observe notamment une
réduction significative de la nécrose hépatocytaire, une atténuation de la dilatation des sinusoides,
ainsi qu’un net affaiblissement de 1’infiltration inflammatoire, en particulier au niveau des espaces
portaux et péricentrolobulaires. La congestion vasculaire est également moins prononcee, et la
disposition lobulaire des hépatocytes tend a se rétablir partiellement, indiquant une amélioration

de I’intégrité architecturale du parenchyme hépatique (figure 33).
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Figure 33: Histologie du foie des rats traités par CP (200 mg/kg) et I'extrait de la plante Centaurea
sp. (200 mg / kg) montré un tableau histologique comparable a celui du groupe témoin avec un
dommage minimal des hépatocytes (100 x)

Figure 34: Histologie du foie des rats traités par CP (200 mg/kg) et la vitamine E (300 mg / kg)
montré un tableau histologique comparable a celui du groupe témoin avec un dommage minimal
des hépatocytes. (1) Congestion hépatique, (2) Binucléation des hépatocytes (100 x)
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2. Discussion

La chimiothérapie, bien qu’efficace dans le traitement de nombreux cancers, est souvent
associee a des effets secondaires sévéres, notamment une toxicité systémique affectant le foie, les
reins, le systeme gastro-intestinal, et I’immunité. Ces effets indésirables limitent fréquemment la
tolérance des patients au traitement et compromettent son efficacité a long terme (Rouvet &
Lambotte, 2023; Bai et al., 2024). Dans ce contexte, l'utilisation des plantes medicinales en
complément de la chimiothérapie a suscité un intérét croissant. Les extraits végétaux riches en
composés bioactifs, tels que les flavonoides, les phénols, et les terpénoides, sont reconnus pour
leurs propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires, immunomodulatrices et méme
anticancéreuses (Mahdaoui, 2021a; Saha et al., 2024). Ces molécules naturelles peuvent atténuer
la toxicité des agents chimiothérapeutiques en réduisant le stress oxydatif et les dommages
tissulaires induits par les radicaux libres, sans interférer négativement avec 1’action anticancéreuse
des médicaments (Mahdaoui, 2021b; Rechek, 2022).

A la lumiére de ces données, nous sommes intéressés a évaluer ’effet protecteur et
antioxydant de I’extrait butanolique de la plante Centaurea sp. contre la toxicité hépatique induite

par le cyclophsphamide chez des rats males de souche Wistar Albinos.

Le CP est un agent chimiothérapeutique appartenant a la classe des agents alkylants. Il est
utilisé dans le traitement de divers cancers ainsi que de certaines maladies auto-immunes. Il s'agit
d'un promédicament inactif qui nécessite une activation hépatique par les enzymes du cytochrome
P450, notamment le CYP2B6. Cette activation génére des métabolites actifs, principalement la
phosphoramide moutarde, qui forme des liaisons covalentes entre les brins d’ADN, inhibant ainsi

la réplication cellulaire et induisant I’apoptose des cellules tumorales (Ogino & Tadi, 2025).

Le CP, bien qu'efficace comme agent chimiotherapeutique et immunosuppresseur, est
associe a une toxicité importante qui limite parfois son usage clinique. Sa toxicité urothéliale est
I’un des effets indésirables les plus connus, principalement causée par I’un de ses métabolites,
I’acroléine, responsable de cystites hémorragiques. Pour prévenir cette complication,
I’administration conjointe de mésna et une hydratation abondante sont généralement
recommandées (Olowe et al., 2024). Par ailleurs, le CP induit une myélosuppression dose-
dépendante, entrainant une réduction de la production des cellules sanguines et augmentant le
risque d'infections, d’anémie et de thrombopénie. Il exerce également une gonadotoxicité, altérant
la fertilité chez les hommes (azoospermie, oligospermie) comme chez les femmes (aménorrhée,
insuffisance ovarienne). A fortes doses, une cardiotoxicité peut survenir, se manifestant par une

cardiomyopathie, des arythmies ou des péricardites. Enfin, une hépatotoxicité a également été
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rapportée, incluant une élévation des enzymes hépatiques et des dommages structurels au niveau
hépatique. Ces effets secondaires justifient une surveillance clinique rigoureuse et 1’adoption de
mesures préventives lors de I'administration du cyclophosphamide (Dhesi et al., 2013; Alfwuaires,
2024).

Les animaux traités avec le CP (200mg/kg), le 4°™ jour par voie intra-péritonéale, ont
développé une lésion hépatique qui s'est manifestée par une augmentation significative du taux
sérique d'enzymes hépatiques AST et ALT par rapport aux animaux normaux non traités. Ces
résultats ont corroboré d'autres études (Althunibat et al., 2023; Maleki et al., 2024). Ces deux
enzymes sont des marqueurs sensibles et spécifiques de la cytolyse hépatique. Sous conditions
physiologiques, elles sont localisées principalement dans le cytoplasme des hépatocytes.
Cependant, leur présence accrue dans le plasma traduit une altération de la membrane cellulaire
hépatique et une libération enzymatique consécutive a des dommages structuraux, comme la

nécrose ou I’inflammation hépatique (Hamzeh et al., 2018).

Plusieurs études ont montré que I'administration concomitante de plantes medicinales avec
des agents comme le cyclophosphamide, le cisplatine ou la doxorubicine peut améliorer le statut
antioxydant de 1’organisme, protéger les organes cibles (notamment le foie et les reins) et améliorer
la qualité de vie des patients (Wu et al., 2024; Alshehri et al., 2025). Par exemple, I'extrait de
Curcuma longa (curcumine) a démontré une capacité a moduler les voies de signalisation du stress
cellulaire, a réduire la peroxydation lipidique, et a restaurer les niveaux d’enzymes antioxydantes
comme la SOD, la catalase et le glutathion peroxydase (Al-Rubaei et al., 2014; Hussain et al.,
2023). Cette approche intégrative, combinant chimiothérapie et phytothérapie, s’inscrit dans la
tendance actuelle de I’oncologie personnalisée, qui vise a maximiser 1’efficacité thérapeutique tout

en minimisant la toxicité.

L’administration préventive de I’extrait butanolique de Centaurea sp. (200 mg/kg) a permis
une réduction significative des taux d’AST et d’ALT chez les rats co-traités, comparativement au
groupe CP seul. Cette diminution suggére une protection fonctionnelle des hépatocytes contre les
effets délétéres du CP. Ce potentiel hépatoprotecteur peut étre attribué a la richesse de 1’extrait en
flavonoides et lactones sesquiterpéniques, des composés phytochimiques largement documentés
pour leurs propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et stabilisatrices membranaires (Zarei &
Shivanandappa, 2013; Mansour et al., 2017).

Les flavonoides, notamment, sont capables de piéger les radicaux libres, d’inhiber
I’expression des cytokines pro-inflammatoires (comme TNF-a, 1L-6) et de protéger les lipides

membranaires de 1’oxydation. Ces mécanismes expliquent la restauration des taux enzymatiques
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a des niveaux proches de la normale chez les animaux prétraités. Il est également probable que
I’extrait favorise 1’activation des défenses antioxydantes endogénes, telles que la superoxyde
dismutase, la catalase et la glutathion peroxydase, qui jouent un réle crucial dans la neutralisation

des espéces réactives genérées par les métabolites du CP (Deib et al., 2011; Olayinka et al., 2015).

De facon parallele, le groupe prétraité a la vitamine E a montré des résultats biochimiques
similaires, confirmant une efficacité comparable. Des études récentes ont confirmé que la vitamine
E, en tant qu'antioxydant liposoluble majeur, joue un réle crucial dans la protection des membranes
cellulaires contre I'oxydation en interrompant la chaine de peroxydation lipidique. Cette propriété
est particulierement pertinente dans le contexte de I'hépatoprotection, ou la vitamine E est souvent
utilisée comme standard de référence (Amrani et al., 2014; Rouaki & Kanane, 2019). La similarité
des effets entre I’extrait butanolique de Centaurea sp. et la vitamine E renforce I’hypothése selon
laquelle 1’activité hépatoprotectrice de [’extrait est principalement liée a ses propriétés

antioxydantes naturelles.

Les résultats observés soulignent I’impact délétere du CP sur le métabolisme lipidique,
comme en témoigne I’¢élévation significative du cholestérol total et des triglycérides. Ce
désequilibre lipidigue interprété comme une conséquence du stress oxydatif et de la perturbation
des voies métaboliques hépatiques induits par le CP, un agent chimiothérapeutique bien connu
pour générer des espéces réactives de 1’oxygene et compromettre la fonction des enzymes
impliquées dans le métabolisme des lipides (Deepshikha & Aman, 2022; Jali et al., 2023).
L’accumulation de lipides plasmatiques pourrait résulter de la peroxydation des membranes, de la
diminution de l'activité des récepteurs hépatiques aux lipoprotéines ou encore d'une perturbation
de la B-oxydation mitochondriale (Sun et al., 2019; Alam et al., 2023).

Cependant, la co-administration de 1’extrait butanolique de Centaurea sp. ou de la vitamine
E a permis de corriger significativement ces anomalies lipidiques. La réduction du cholestérol total
et des triglycérides dans les groupes EXT+CP et VitE+CP témoigne d’un effet hypolipémiant et
protecteur contre les dommages oxydatifs. Ces effets pourraient étre attribués a la richesse en
composés phénoliques et autres antioxydants naturels présents dans 1’extrait butanolique, capables
de neutraliser les ROS, de réguler I’expression des enzymes hépatiques impliquées dans la
synthese des lipides, et de préserver I’intégrité des membranes cellulaires (Mythili et al., 2006;
Sherif, 2018; Ebokaiwe et al., 2021). De méme, la vitamine E, en tant qu’antioxydant liposoluble,
joue un réle important dans la stabilisation des membranes biologiques et la prévention de
I’oxydation des lipides plasmatiques, ce qui explique son efficacité dans la normalisation du profil
lipidique (Kilicarslan You et al., 2024a; Niki, 2021).
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Les résultats obtenus montrent clairement que 1’administration de CP entraine des altérations
profondes du métabolisme lipidique et une cytotoxicité systémique, comme en témoignent les
augmentations significatives des taux plasmatiques de LDL et LDH (Ahmed et al., 2023).
L'¢lévation du taux de LDL suggere un déséquilibre lipidique d’origine hépatique, souvent associé¢
a une peroxydation lipidique exacerbée par la génération excessive des ROS. Cette élévation est
préoccupante, car le LDL oxydé joue un rdle clé dans I’athérogenese et le développement de
pathologies cardiovasculaires, en plus de refléter une atteinte hépatique sous-jacente (Selvakumar
et al., 2005; Ayza et al., 2022). Parall¢lement, I’augmentation marquée de la LDH indique une
lyse cellulaire non spécifique, puisque cette enzyme est libérée lors de lésions membranaires au
niveau hépatique, musculaire ou cardiaque. Ce marqueur, souvent utilisé comme indicateur de
toxicité cellulaire générale, souligne la gravité du stress cellulaire induit par le CP (Ayza et al.,
2020).

Cependant, les résultats démontrent que la co-administration de 1’extrait butanolique de
Centaurea sp. ou de la vitamine E a permis de réduire significativement les niveaux de LDL et de
LDH, indiquant une atténuation de la peroxydation lipidique et de la lyse cellulaire. Cette activité
protectrice pourrait étre attribuée aux composés bioactifs présents dans 1’extrait qui sont capables
de piéger les radicaux libres, de moduler les enzymes du métabolisme lipidique, et de renforcer la
stabilité des membranes cellulaires (Ray et al., 2011; Akamo et al., 2021). La vitamine E, de son
coté, est largement reconnue pour son rdle dans la protection des lipides membranaires contre
I’oxydation grace a son caractere lipophile, limitant ainsi la cascade des réactions oxydatives

induites par le CP (Attia et al., 2023; Kilicarslan You et al., 2024b).

Ces observations soutiennent I’hypothése selon laquelle 1’extrait butanolique de Centaurea
sp. pourrait agir comme un agent cytoprotecteur et hypolipémiant naturel, comparable a la
vitamine E, avec un effet préventif contre la toxicité métabolique et cellulaire du
cyclophosphamide. Ces données expérimentales confirment la pertinence de I’utilisation de
phytocomposés antioxydants dans 1’accompagnement des traitements chimiothérapeutiques pour

en limiter les effets secondaires déléteres (Raeeszadeh et al., 2022).

L’étude histopathologique menée sur les tissus hépatiques de rats expérimentaux a permis
de mettre en évidence l'effet hépatotoxique majeur du cyclophosphamide, ainsi que I’effet

protecteur significatif de la vitamine E et de 1’extrait butanolique de Centaurea sp..

Les résultats obtenus chez les rats du groupe témoin montrent une architecture hépatique
normale, caractérisée par des lobules hépatiques bien organisés autour des veines centrales, des

triades portales individualisées et des sinusoides bien délimités, sans signes de dégénérescence,




Chapitre 111 : Résultats et discussion

d’inflammation ou de congestion, ce qui confirme I’état physiologique intact du foie dans des

conditions normales.

En revanche, 1’administration de CP a entrainé une altération sévére de 1’architecture
hépatique, avec des signes typiques de dommages oxydatifs et inflammatoires, tels qu’une
congestion vasculaire prononcée, une dilatation des sinusoides, des foyers de nécrose
hépatocytaire et une infiltration inflammatoire dans les régions périportales et péricentrolobulaires.
Ces lésions sont cohérentes avec les effets bien documentés du CP, qui, via ses métabolites actifs
comme I’acroléine et la phosphoramide, génére des ROS responsables de dommages cellulaires

par peroxydation lipidique, activation de la cascade inflammatoire et apoptose.

Le prétraitement avec la vitamine E (300 mg/kg) a permis une atténuation notable de ces
Iésions, avec une préservation partielle de la structure lobulaire, une réduction significative de la
congestion, de la nécrose et de I’inflammation. Ces résultats corroborent les effets antioxydants
bien établis de la vitamine E, notamment par sa capacité a interrompre la chaine de peroxydation
lipidique, a stabiliser les membranes cellulaires et a réduire I’activation des cytokines pro-
inflammatoires telles que TNF-a et IL-6 (Zhang et al., 2023; Nu et al., 2024).

De fagon similaire, I’administration de 1’extrait butanolique de Centaurea sp. a la dose de
200 mg/kg a montré une activité hépatoprotectrice comparable, ce qui suggére la présence dans
I’extrait de composés bioactifs capables de mimer ’action antioxydante de la vitamine E.
L’examen histologique révéle une atténuation significative de la nécrose hépatocytaire, une
réduction de la dilatation sinusoidale et une amélioration de I'organisation lobulaire. Ces effets
peuvent étre attribués a la richesse de Centaurea sp. en flavonoides (comme la lutéoline, la
quercétine), phénols et lactones sesquiterpéniques, molécules reconnues pour leurs propriétés
antioxydantes, anti-inflammatoires et hépatostabilisatrices (Gajender et al., 2023; Hechaichi et al.,
2023).

Des études antérieures ont rapporté que des extraits de plantes riches en ces composés sont
capables d’inhiber la formation de radicaux libres, d’augmenter les niveaux d’enzymes
antioxydantes endogénes (SOD, catalase et GPx) et de réduire 1’expression des marqueurs
inflammatoires (Ghorani et al., 2023). L'effet protecteur observé pourrait aussi étre di a une
régulation positive des mécanismes de réparation cellulaire et de régénération hépatocytaire,
soutenant ainsi la restauration de I'intégrité histologique du foie (Senosy et al., 2018; Bensaad et
al., 2021; Agada et al., 2024).

En somme, les données obtenues suggerent que 1’extrait butanolique de Centaurea sp.

constitue une alternative naturelle prometteuse pour prévenir les dommages hépatiques induits par

j
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des agents chimiothérapeutiques, avec une efficacité comparable a celle de la vitamine E. Cela
ouvre des perspectives intéressantes pour le développement de thérapies adjuvantes a base de

plantes dans le contexte de la protection hépatique.
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Conclusion et perspective

L'objectif principal de la présente étude était d'explorer un nouvel agent thérapeutique
efficace pour inverser les lésions hépatiques induites par les médicaments anticancéreuses. En

induisant une toxicité par le cyclophosphamide dans des animaux en tant que modele déja établi.

Les résultats de cette étude mettent en évidence le potentiel hépatoprotecteur remarquable
de I’extrait butanolique de Centaurea sp. dans un modéle animal de toxicité induite par le CP. Ce
traitement phytothérapeutique a démontré une efficacité comparable a celle de la vitamine E en
réduisant significativement les marqueurs biochimiques hépatique (AST, ALT), les désordres du
métabolisme lipidique (cholestérol, triglycérides, LDL), ainsi que les indicateurs de lyse cellulaire
non spécifique (LDH). A cela s’ajoute une amélioration notable de 1’architecture hépatique

observée a I’examen histopathologique, traduisant une réelle restauration de 1’intégrité hépatique.

Ces effets bénéfiques peuvent étre attribués a la richesse de I’extrait en composés
antioxydants naturels tels que les les polyphénols, connus pour leur capacité a piéger les radicaux
libres, réduire la peroxydation lipidique, moduler les réponses inflammatoires, et stabiliser les
membranes cellulaires. L'ensemble des données soutient donc 1’hypothese selon laquelle 1’extrait
butanoligue de Centaurea sp. pourrait constituer un adjuvant naturel efficace a la chimiothérapie,
en permettant d’atténuer les effets secondaires hépatiques du CP sans compromettre son action

anticancéreuse.

Des recherches futures seront nécessaires pour isoler, identifier et caractériser les principes
actifs responsables de cet effet protecteur, et pour évaluer leur innocuité, biodisponibilité et
mécanismes d’action précis. A plus long terme, des essais cliniques pourraient permettre de
confirmer ces effets chez I’homme, ouvrant ainsi la voie a I’intégration de cette plante dans des

stratégies de chimiothérapie adjuvante fondées sur des approches intégratives et personnalisées.
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Résumé

Les anticancéreux sont des médicaments utilisées dans le traitement des tumeurs malignes.
Leur usage est souvent limité par des effets secondaires importants liés a leur toxicité sur les
cellules saines.
Ce travail de recherche a porté sur I’investigation de I’effet protecteur de I’extrait n-butanolique de
Centaurea sp. (200 mg/kg, par gavage pendant 6 jours) contre la toxicité hépatique induite par le
cyclophosphamide (200 mg/kg, le 4°™ jour par voie intrapéritonéale) chez des rats males de souche
Wistar Albinos. Les transaminases (AST, ALT), cholestérol, triglycérides, LDL et LDH ont été
estimés. Une étude histopathologique a été déterminée.
L’administration de CP a entrainé une augmentation trés significative des enzymes hépatiques
(AST, ALT), des marqueurs lipidiques (cholestérol total, triglycérides, LDL) et de la LDH,
témoignant d’une atteinte hépatique séveére accompagnée d’un déséquilibre métabolique et d’un
stress oxydatif. Ce dysfonctionnement a ét¢ accompagné par des altérations et des changements de
I’architecture hépatique
Le prétraitement par D’extrait n-butanolique ou la vitamine E a significativement atténué les
altérations biochimiques induites, mettant en évidence un effet hépatoprotecteur potentiel. Ces
résultats ont été corroborés par 1’analyse histologique, laquelle a révélé que, contrairement au
groupe traité par le CP seul (présentant une nécrose hépatocytaire, une congestion vasculaire et une
infiltration inflammatoire), les groupes co-traités ont conservé une architecture hépatique
relativement intacte, accompagnée d’une réduction marquée des 1ésions histopathologiques.
Ces résultats indiquent que D’extrait n-butanolique de Centaurea sp. exerce une activité
hépatoprotectrice comparable a celle de la vitamine E, probablement via ses propriétés
antioxydantes, anti-inflammatoires et stabilisatrices des membranes. Cette plante pourrait
constituer une approche naturelle prometteuse pour limiter les effets secondaires hépatotoxiques du

cyclophosphamide en chimiothérapie.

Mots clés : Cyclophosphamide, Centaurea sp., Hépatotoxicité, Activité antioxydante, Polyphénols.
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