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Introduction

Introduction

Les reins sont des organes qui font partie de I’appareil urinaire. L’une de leurs
fonctions principales est de maintenir ’homéostasie de 1’organisme. Ils participent
également a la régulation de 1’équilibre acido-basique, a 1’élimination des produits
terminaux du métabolisme (par exemple : urée, acide urique) et des substances
étrangeéres (par exemple : médicaments, toxines) mais aussi a la conservation simultanée
des composants essentiels comme le glucose ou les acides aminés. Enfin, les reins
posseédent de véritable fonction endocrine puisqu’il synthétise des facteurs hormonaux

agissant sur lui-méme ou sur des organes cibles. (Vaubourdolle, 2007).

Le rein est un organe particulierement expose a la toxicité des médicaments car un
bon nombre de ceux-ci sont éliminés par voie rénale, soit par filtration glomérulaire

(FG), soit par sécrétion tubulaire proximale (Guignard et al., 2001).

Les aminoglycosides sont des antibiotiques utilisés pour le traitement des
infections graves/mortelles causées par des bactéries Gram-positif et aérobies a Gram
négatif. Parmi tous les aminosides, la gentamicine est probablement 1’antibiotique le
plus couramment utilisée et étudié. La voie rénale est la voie essentielle d’élimination

de la gentamicine (Ali et al., 2011).

La physiopathologie de la toxicité rénale de la gentamicine est complexe.
Schématiquement, la gentamicine est filtrée sous forme non métabolisée et réabsorbés
par I'épithélium tubulaire proximal. Aprés fixation sur des récepteurs membranaires
phospholipidiques, ils pénétrent dans les cellules épithéliales tubulaires ou ils induisent
des modifications structurales ou fonctionnelles (inhibition des phospholipases est donc
phospholipidose, stimulation du récepteur sensible au calcium extracellulaire, libération
de radicaux libres, inflammation anomalie de fonction mitochondriale...) aboutissant a

la mort cellulaire (Balakumar, 2010).

Malgré que divers agents ont été utilisés en méme temps que la gentamicine
pour prévenir ou améliorer une lésion rénale associée avec son application, a 1’heure
actuelle, i1l n’existe aucun traitement spécifique avec une protection fiable contre la

néphrotoxicité induite par la gentamicine (Ali et al., 2011).

Par ailleurs, plusieurs études expérimentales in vivo et in vitro ont examiné le

role des plantes médicinales, des flavonoides et des molécules a pouvoir antioxydants



Introduction

soit pour prévenir ou atténuer la néphrotoxicité induite par les antibiotiques (Ali et al.,
2011).

L'Algérie est considérée parmi les pays connus pour sa diversité taxonomique vu
sa position biogéographique privilégiée et son étendu entre la Méditerranée et I'Afrique
sub-saharienne. Elle représente une plate-forme géographique trés importante qui mérite
d’étre explorée dans le domaine de la recherche de molécules néphroprotectives et/ ou
antioxydantes originaires de plantes qui ont pour longtemps servi a une grande tranche

de population comme moyen incontournable de médication.

C’est pourquoi, nous nous sommes intéressés a étudier une plante endémique
appartenant au genre Genista, qui est tres utilisée en médecine traditionnelle en Algérie

pour traiter plusieurs maladies.

Le présent travail vise a étudier I’effet protecteur d’une plante endémique a

’algérie Genista sp vis-a-vis la néphrotoxicité induite par la gentamicine.

Notre travail sera présenté comme suit: une premiére partie est une synthese
bibliographique. Le premier chapitre est consacré a un rappel sur ’anatomie et la
physiologie du rein. Nous avons ensuite abordé un deuxieme chapitre sur la toxicité
rénale avec les différents types de néphropathies provoquées par les médicaments. Dans
le troisieme chapitre, on a abordé les biomarqueurs de la néphrotoxicité. Concernant le
quatrieme chapitre, nous nous somme intéressé principalement a la gentamicine et son
mécanisme de néphrotoxicité ainsi que les différents types de lésions provoquées par cet
antibiotique. Nous avons enfin, dans un dernier chapitre, fait un survol bibliographique
sur le genre Genista. La deuxiéme partie décrit le matériel et les méthodes utilisés lors
du travail expérimental. La troisiéme et la quatrieme partie de ce mémoire exposent

I’ensemble des résultats obtenus et la discussion. Elle traite 2 parties:

> la premiere sert a I'étude de I'effet de I’administration de I’extrait n- butanolique
de la plante Genista a une dose de 200 mg / kg / jours sur le taux de la créatinine
et de I'urée sérique chez des rats traités par la gentamicine.

» la deuxiéme sert a 1’étude du pouvoir antioxydant de I’extrait n- butanolique de la
plante Gensita sous les mémes conditions précédentes par la mesure du taux du
malonyldialdéhyde (MDA), du Glutathion réduit (GSH) et de la catalase (CAT)

rénale chez des rats traités par la gentamicine.
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Rappels bibliographiques Chapitre 1 : le rein généralité

I. LE REIN : généralité

Les reins sont au nombre de deux, un droit et un gauche ils pésent environ 140 g,
mesurent 12 cm de long, 6 cm de large et 3 cm d’épaisseur (Ramé & Thérond, 2009).
Les deux reins sont rétropéritonéaux, reliés a la paroi postérieure de I’abdomen par du

tissu adipeux et fibreux (Brooker, 2001).

Le rein gauche est en générale plus volumineux que le rein droit, il mesure 1 cm

plus haut et pése 10 g de plus que le rein droit (Fig. 1) (Boubchir, 2002).

—-

f-'“

&

Figurel : localisation des reins dans le corps humain (Olmer, 2007)

1.1. Anatomie rénale

1.1.1. Les voies urinaires

C’est I’ensemble des canaux excréteurs que 1’urine traverse depuis les reins
jusqu’aux milieux extérieur. Les voies urinaires comprennent donc : les calices, le

bassinet, I’uretére, la vessie, I’'urétre (Ramé & Therond, 2009).
1.1.1.1. Les calices
Le tube qui termine chaque néphron, appelé tube collecteur, s’abouche au centre

du rein sur une zone saillante appelée pyramide de Malpighi. Il existe de 6 a 10

pyramides. Le sommet de chaque pyramide est coiffé par le début de la voie excrétrice
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qui s’insére a son pourtour et forme le petit calice, tube creux recueillant I'urine émise

par la pyramide (Fig 2) (Lacombe, 2006).

Les petits calices s’unissent entre eux et forment des tubes plus larges, les grands
calices. Il existe en général trois grands calices dans chaque rein, un supérieur, un

moyen, et un inférieur (Lacombe, 2006).

1.1.1.2. Le bassinet

Le bassinet résulte de ’'union des grands calices. Il constitue au niveau de
chaque rein un réservoir qui collecte 1’urine sécrétée par le rein et la déverse dans
I’uretére. Le bassinet est un organe contractile ; les contractions aident a la progression

de I’urine dans les voies urinaires (Lacombe, 2006).

1.1.1.3. La vessie

La vessie est un réservoir dans lequel 1’urine s’accumule dans I’intervalle des
mictions. Lorsqu’elle est vide, la vessie est aplatie de haut en bas. Lorsqu’elle est
pleine, elle devient ovoide a grosse extrémité postérieure et inférieure (Lacombe,
2006).Sa capacité est trés variable, en moyenne le besoin d’uriner est ressenti pour une
contenance de 300 ml : c’est la capacité physiologique. Mais la vessie est trés extensible
et sa capacité maximale peut aller jusqu’a 3 litres, en cas de rétention urinaire (Fig 2)

(Ramé & Thérond, 2009).

1.1.1.4. Les ureteres

Les uretéres sont au nombre de deux, un a droite et un a gauche (Chartier,
2002). Ces tuyaux mesurent 30 cm de long et 2,5 mm de diametre (Olmer, 2007). lls
conduisent I’urine du bassinet a la vessie. Ils sont situés dans 1’espace rétropéritonial de

la cavité abdominale (portion lombaire) puis du pelvis (Fig 2) (Chartier, 2002).

I.1.1.5. L’urétre

C’est le canal extérieur de la vessie. L’urétre masculin mesure environ 16cm,
son trajet comporte différentes portions; I'urétre prostatique, 1’urétre périnéale et

I’uretre spongieux (au niveau de la verge). Il se termine au niveau du gland par un

|=
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orifice : le méat urétral, 1’urétre masculin assure une double fonction : urinaire et
génitale. L’urétre féminin mesure trois cm, il se termine au niveau du méat urétral a la

partie antérieure (Fig 2) (Ramé & Thérond, 2009).

Rein

Uretere

Vessie
Urétre

Figure 2: Anatomie générale du systeme urinaire (Florian, 2011)
I.1.2. Structure macroscopique

1.1.2.1. Anatomie externe du rein
Extérieurement, le rein est recouvert de 3 couches tissulaires :

A. Le fascia rénal : Couche externe, formé de tissu conjonctif et enveloppant a la
fois le rein et la glande surrénale, il assure leur fixation aux structures avoisinantes
(Manuelle, 2008).

B. La capsule adipeuse : Couche moyenne, qui est constituée de graisse de réserve
qui entoure le rein et la glande surrénale. Elle forme ce qui est appelé la loge
rénale. Elle maintient le rein en place (Bommas-Ebert et al., 2008).

C. La capsule fibreuse : Couche interne, qui tapisse la face superficielle du rein, elle
est unie a celui-ci par des tractus conjonctifs qui s’introduisent a 1’intérieur de

I’organe (Mellal, 2010)
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1.1.2.2. Anatomie interne du rein

Lorsque 1’on pratique une coupe frontale du rein, on constate que cet organe est

pourvu de trois régions distinctes :

A. Le cortex rénal : Une zone superficielle rougeatre, a texture lisse (Tortora &
Derrickson ,2007), qui s’étend de la capsule a la base des pyramides de Malpighi ;
son épaisseur moyenne chez 1’adulte est de 1’ordre de 12 mm ; il est riche en
corpuscules de Malpighi ou glomérules (Fig. 3) (Fourcade et al., 2014).

B. La médulla rénale : Une zone profonde, brun rougeétre (Tortora & Derrickson,
2007), qui s’étend de la base des pyramides jusqu’aux papilles ; elle abrite
certains néphrons dits profonds et est le siége de plusieurs segments tubulaires
(anse de Henlé, canal collecteur) (Fig. 3) (Fourcade et al., 2014).

C. Le sinus rénal : Correspond a une cavité comblée par du tissu adipeux et
renfermant des éléments constitutifs des voies urinaires hautes (les calices et le
bassinet) (Tortora & Derrickson ,2007).

néphrons éléments de la

vascularisation
intra-rénale

cortex X¢//
[z N colonne
( /o de Bertin
médullaire —T :
N pyramide
calice S de Malpighi
bassinet 2

uretére % ~

papille

sinus rénal

Figure 3 : coupe sagittal d’un rein (Lacour, 2013)
1.1.3. Vascularisation rénale

Le rein est extrémement vascularisé puisqu’il reoit environ 1100 ml de sang par

minute (soit approximativement 19 % du débit sanguin systémique). La vascularisation
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rénale joue un double role puisqu’elle accomplit a la fois un rdle nutritif et un role

fonctionnel (Manuelle, 2008).

La vascularisation du rein est assurée par l’artére rénale et la veine rénale
(Nguyen et al., 2008). Elle comprend un réseau microvasculaire remarquable avec un
double segment artériolaire et capillaire (ou systéme porte artériel) en série ; une
artériole dite afférente, issue des artéres radiales corticales et une artériole dite efférente

dite, issue de la confluence des capillaires glomérulaires (Fig 4) (Fourcade et al., 2014).

A Dlintérieur du sinus rénal, 1’artére se divise en branches, les artéres
interlombaires qui pénétrent dans la médulla et cheminent entre les pyramides, se
subdivisent ensuite et suivent un trajet arciforme (en forme d’arceau) entre le cortex et
la médulla, elles prennent alors le nom d’artéres arquées, elles vascularisent le cortex et

la médulla (Fig 4) (Nguyen et al., 2008).

Prés de la jonction interlobaire, quelques artérioles efférentes donnent naissance
a des vaisseaux a disposition verticale, les vasa recta, qui descendent dans la médullaire,
le long des canaux médullaires et systeme tubulaire. Certains vasa recta naissent de
I’artére arciforme et se jettent directement dans la veine arciforme (Stevens & Lowe,
1997).
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Figure 4:Schéma de la vascularisation rénale (Kierszenbaum, 2002 ; Proulx, 2011)
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1.1.4 .Structure microscopique (néphron)

L’étude histologique du cortex et de la médulla révele I’existence d’un tissu
fonctionnel appelé parenchyme rénal. Il est formé d’une multitude d’éléments
microscopiques (environ 1 million par rein) portant le nom de néphrons, qui sont
entourés par du tissu conjonctif, au sein desquels les urines sont élaborées (Sherwood,
2006).

Chaque néphron est composé d’un glomérule et des trés petits canalicules

urinaires qui lui sont associés, I’appareil tubulaire (Fig 5) (Schaffler & Menche, 2004).

Néphron juxtamédullaire Néphron cortical

Figure 5: Représentation schématique d’un néphron (Godin, 2010)

1.1.4.1. Le corpuscule rénal

Situé¢ dans le cortex rénal, le corpuscule rénal est formé d’un ensemble de
capillaires sanguins, constituant de glomérule rénal, qui s’agence 1’intérieur d’une
structure en forme de «gant de base-ball» appelé capsule de Bowman ou capsule

glomérulaires (Manuelle, 2008).

A. Le glomérule rénal : Le glomérule est un peloton de capillaires d’ou sort par

filtration une partie de I’eau et des substances dissoutes contenues dans le sang
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qui y circulent (Fig 6) (Sherwood, 2006). L’artériole afférente se divise en un
réseau capillaire glomérulaire dense, enroulé autour d’une tige mésangiale. Ce
réseau capillaire, qui conflue pour donner D’artériole efférente qui sort du

glomérule, est contenu dans la capsule de Bowman (Guénard et al., 2001).

Capsule de Bowman
et —
Epithélium Epithélium
cparidtal  viecoral

- (}l’°¢°¢?”)

Pale
Arénole vasculaire
eﬂéren_le

Tubule

coroumsa
distal

Capilaire
glomérulaire

Apparel
Jxtagoméniare

Figure 6: Représentation schématique d’un glomérule (Godin, 2010)

B. La capsule de Bowman : Elle est évasée et en forme de coupe ; elle enveloppe
complétement le glomérule (N. Marieb, 2008). La capsule de Bowman est
formée de deux feuillets séparés par une cavité appelée espace de Bowman ou
chambre de filtration (Manuelle, 2008). Ces deux couches qui séparent le sang
du filtrat glomérulaire sont; I’endothélium des capillaires et 1’épithélium
spécialisé de la capsule qui est formé de podocytes recouvrant les capillaires

glomérulaires (Ganong, 2003).
1.1.4.2. Le systeme tubulaire
Le tubule rénal s’étend de la capsule de Bowman jusqu’a sa jonction avec un

canal collecteur. Chez I’homme sa longueur peut atteindre 55 mm ; il est bordé par une

seule couche de cellules épithéliales. Sa premiére fonction est la réabsorption sélective
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d’eau, d’ions inorganiques et d’autres molécules a partir du filtrat glomérulaire. Le
tubule rénal de forme tres contournée, comprend quatre zones distinctes, chacune

d’elles jouant un role différent dans la fonction tubulaire (Fig 7) (Wheater et al., 2001).

A. Le tubule contourné proximal (TCP)

Est un tube pelotonné mesurant approximativement 14 mm de long dont les
circonvolutions, coupées selon des axes aléatoires, constituent la plus grande partie du
parenchyme cortical rénal. Environ 65% du filtrat glomérule sont réabsorbes a partir du
TCP, cette fonction étant reflétée par la nature de son revétement épithélial (Fig 7)
(Heath et al., 2006).

De nombreuses mitochondries impliquées dans la production de molécules

d’ATP requises pour le transport de certaines substances des urines vers le sang

(Manuelle, 2008).

B. L’anse de Henlé

L’anse de Henl¢ est une véritable épingle a cheveux située dans les pyramides de

Malpighi (Silverthorn, 2007 ; Marieb, 2010 ; Floege et al., 2010). Elle est en forme de

U, avec une branche ascendante et une branche descendante. Elle est entourée par un
réseau capillaire qui compléte I’activité du réseau capillaire péritubulaire (Fig 7) (Gal &

Jeanguiot, 2010).

Deux catégories de néphrons sont identifiables en fonction de la longueur de leur
anse de Henlé. Les néphrons corticaux ont une anse relativement courte. Les néphrons
juxta-médullaires, qui représentent une fraction relativement faible du nombre totale de

néphron, ont une tres longue anse de Henlé (Fawcett & Jensh, 2002).

A proximité des néphrons juxta-médullaires, on trouve de longs capillaires
appelés vasa recta, qui pénetre également profondément en anses dans la médulla, puis

regagnent la jonction cortico médullaire (Widmaier et al., 2013).
C. Le tubule contourne distal (TCD)

La partie initiale du tube distale, dans la partie externe de la médullaire fait

suite a la branche ascendante large de 1’anse de Henlé. Se continuant dans le cortex, elle
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revient vers le pole vasculaire du glomérule rénal du méme néphron, ou elle entre en
contact avec I’artériole afférente (Fig 7) (Fawcett & Jensh, 2002).

corpuscule

tubule

Figure 7 : Le systéme tubulaire (Lacour, 2013)

1.1.4.3 L’appareil juxta-glomérulaire

L’appareil juxta-glomérulaire est une structure complexe formée par des cellules
modifiées du tube contourné distal et de ’artére afférente (Gal & Jeanguiot, 2010). Il
est impliqué dans le maintien de la pression sanguine et du volume plasmatique par la
production d’une hormone, la rénine (Stevens & Lowe, 1997). Il comprend : La macula
densa est formée par un épaississement localisé d’une vingtaine de cellules de la paroi
du tube contourné distal. La média de ’artériole afférente présente en regard de la
macula densa quelques cellules spécialisées, les juxta-glomérulocytes. Au contact de
ces cellules et de la macula densa, on trouve des cellules mésangiales situés entre

I’artériole afférente et 1’artériole efférente (Faller et al., 2004).

1.1.4.4. Fonctions du néphron

Le néphron assure la filtration, mais a aussi une fonction de réabsorption et de
sécretion (Silverton, 2007). Par ces processus, les reins reglent le volume, la
composition et le pH du sang, et ils éliminent les déchets métaboliques azotés (N.
Marieb & Hoehn, 2013).
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La formation de I’urine s’effectue comme suit :
A. La filtration glomérulaire

C’est le mouvement de liquide du sang vers la lumiére du néphron
(Silverton ,2007). Pendant le processus de filtration, toutes les substances, sauf les
protéines et quelques éléments sont filtrées, par consequent le liquide obtenu ressemble

beaucoup au plasma (Stanley & Gauntlett Beare, 1999).

Chaque minute, environ 125 ml de plasma traversent la membrane glomérulaire
(composé de trois couches ; 1’épithélium du capillaire glomérulaire, la membrane basale
et I’épithélium de la capsule de Bowman) du glomérule vers le tubule, sous I’effet de la
pression hydrostatique. Ce processus est connu sous le nom de débit de filtration
glomérulaire (DFG) (Brooker, 2001).

Une fois que le liquide filtré (appelé filtrat ou urine primitive) est passé dans la
lumiere du néphron, il est donc sorti du milieu intérieur. Ainsi, tout ce qui a été filtré au

niveau du glomérule est destiné a étre éliminer dans 1’urine, & moins d’étre réabsorbé

(Silverton, 2007).

L’urine primitive qui provient de la capsule de Bowman va étre modifiée par

réabsorption et sécrétion (Silverton, 2007).

B. La réabsorption tubulaire

la réabsorption tubulaire correspond au passage de substances de la lumiére
tubulaire vers les capillaires péritubulaires (Nguyen et al., 2008). Elle aboutit a la
formation de 1’urine définitive ou secondaire dont le volume est de 1 a 2 litres par

jours ; le reste de 1’urine primitive est réabsorbée par le tubule (Mellal, 2010).
C. La sécretion tubulaire

Le troisiéme processus rénal de base est la sécrétion tubulaire. Il s’agit du
transport sélectif de substances du sang des capillaires péritubulaires vers la lumiére du
tubule (Sherwood, 2006). Au cours de la sécrétion tubulaire, une substance quitte les

capillaires péritubulaires ou les vasa recta pour entre dans le filtrat tubulaire. Sur les 180
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L de filtrat produits chaque jours par les reins, 99 % sont réabsorbés et retournent, dans
la circulation sanguine (Bare et al., 2011 ).

1.2. Fonctions des reins

Le rein exerce un grand nombre de fonctions essentielles pour I’organisme :

1.2.1. Fonction de maintien de la composition du milieu intérieur

Le rein constitue un organe clé dans le maintien de la stabilité du milieu intérieur
en assurant la filtration, la réabsorption et 1’élimination sélective et adapté de 1’eau, des
électrolytes et divers composes notamment protéiques issus du métabolisme cellulaire
(Fourcade et al., 2014).

Les reins en maintiennent le volume et la composition constante en éliminant
exactement la quantité¢ d’eau et d’électrolytes introduites dans 1’organisme .autrement
dit les reins maintiennent un bilan nul d’eau et de substances dissoutes : entrées et

sorties sont en équilibre. (Guénard et al., 2001).

I.2.2. Fonction d’excrétion des produits de dégradation du

métabolisme cellulaire et des substances étrangeres

Le rein assure 1’élimination de produits terminaux du métabolisme, en particulier
les métabolites azotés provenant de la dégradation des protéines (urée) et des acides
nucléiques (acide urique), et de I’exces de substances inorganiques d’origine alimentaire

(eau, sodium, potassium, etc.) (Bossuyt & Boeynaems, 2001).

De nombreuses substances étrangeres a 1’organisme introduites accidentellement
(toxiques) ou administrées dans un but thérapeutique (médicaments) sont pour une

grande part excréter par le rein et le foie (Guénard et al., 2001).

1.2.3. Fonction de régulation de la pression artérielle systémique

Le rein participe a la régulation de la pression artérielle systémique. D’une part
il contréle le volume plasmatique ; I’un des déterminants de la pression artérielle ; en
ajustant les sorties de sodium aux entrées (Guénard et al., 2001). D’autre part, il produit
une enzyme, la rénine, qui circule dans le sang, clive 1’angiotensinogéne, produit par le
foie en angiotensine | (décapeptide). Ce peptide est hydrolysé en angiotensine Il

(octapeptide). Le systeme rénine-angiotensine est un des régulateurs essentiels reliant
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les volumes extracellulaires a 1’homéostasie de la pression artérielle (Martin et al.,

2006).

1.2.4. Fonction endocrine du rein

Le rein possede de véritable fonction endocrine puisqu’il synthétise des facteurs
hormonaux agissant sur lui-méme ou sur des organes cibles (Vaubourdolle, 2007). La
vitamine D est transformée dans le rein en calcitriol, sa forme active (Hennen, 1996). Le
rein synthétise 1’érythropoiétine (EPO) qui stimule la production des globules rouges
par le tissu hématopoiétique (Buyse, 2005). Il secréte la rénine qui augmente la pression
artérielle et stimule la production d’aldostérone, donc la rétention du sel par le rein

(Rémond, 2007).
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I1. La toxicité rénale

11.1. Néphropathies d’origine toxique

L’insuffisance rénale aigue (IRA) est habituellement définie comme une
diminution brutale de la fonction rénale qui est responsable non seulement d’une
rétention de toxines dites « urémiques » et d’autres déchets azotés, mais également
d’une dysrégulation de 1’homéostasie des fluides extracellulaires et des électrolytes.
D’une maniére générale, le diagnostic de I’IRA repose sur la mise en évidence d’une
réduction du DFG, d’une majoration de la créatinine sérique ou plus récemment de la
cystatine C ou d’une oligo-anurie ; mais jusqu’il y a peu, aucun cCOnsensus sur ces
critéres de diagnostic ou sur la définition clinique de I’'IRA n’était disponible (Kellum et
al., 2002 ; Chertow et al., 1997 ; Schiffl et al., 2002 ; Levy, 1997).

L’insuffisance rénale chronique (IRC) est la résultante de la perte progressive
des fonctions des reins. Elle est la conséquence commune de la réduction du
parenchyme rénal fonctionnel au cours de maladies trés diverses affectant les reins ou
les voies excrétrices. Les altérations biochimiques sanguines apparaissent précocement
et se majorent peu a peu avec la réduction de la masse néphronique active, le maintien

de I’homéostasie n’est plus possible (Jungers et al., 2011).

A cause de ses fonctions de filtration, et d’élimination, le rein est une cible
d’élection pour la toxicit¢ médicamenteuse. Ainsi, les cellules épithéliales rénales
peuvent étre exposées a des concentrations médicamenteuses beaucoup plus élevées
(300 a 1000 fois) que dans les autres tissus (Matzke & Frye, 1997 ; Bennett, 1997).

De nombreuses classes médicamenteuses sont néphrotiques, les plus concernées
sont les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), les aminosides, les produits de
contraste iodes, certains hydroxyethylamidons, les diurétiques de 1’anse, la dopamine,
les inhibiteurs de I’enzyme de conversion (IEC) et les anti-récepteurs de I’angiotensine
IT (ARAII), le sévoflurane, la ciclosporine, les chimiothérapies et 1’amphotericine B
(Cittanova-Pansard & Jacob 2007). Le tableaul présente des exemples d’agents

néphrotoxiques.
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Tableau 1: Quelques médicaments et leurs principaux effets néphrotoxiques (Lord & Ménard,

2002)

Médicaments

Physiopathologie

> Anti-infectieux

Aminosides

Nécrose tubulaire aigué par effet toxique direct

Amphotéricine B

Nécrose tubulaire aigué par effet toxique direct (de 37 459

% des cas)

Céphalosporines, pénicillines

Néphrite interstitielle aigué par hypersensibilité

Quinolones Nécrose tubulaire aigué par effet toxique direct

Rifampine Néphrite interstitielle aigué par hypersensibilité
Sulfamides Néphrite interstitielle aigué par hypersensibilité
Sulfadiazine Néphropathie obstructive : sulfadiazine plus souvent que

TMP-SMX

Triméthoprime-sulfaméthoxazole
(TMP-SMX)

Néphrite interstitielle aigué par hypersensibilité

Vancomycine

Néphrite interstitielle aigué

» Antiviraux

Acyclovir, ganciclovir

Néphropathie obstructive

indinavir, foscarnet, pentamidine

Nécrose tubulaire aigué

» Antinéoplasiques

Méthotrexate

Néphropathie obstructive

» Immunosuppresseurs

Cyclosporine, tacrolimus

Nécrose tubulaire aigué par effet toxique direct
IRA par diminution du débit rénal
Néphrite interstitielle chronique

» Autres
AINS IRA par diminution du débit rénal
Néphrite interstitielle aigué
Néphrite interstitielle chronique
Allopurinol Néphrite interstitielle aigué par hypersensibilité (les
patients Souffrant d’insuffisance rénale représentent 81 %
des cas d’hypersensibilité : ajuster la dose)
Lithium Diabéte insipide

Insuffisance rénale aigué par intoxication
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En effet, le rein peut faire 1’objet de trois sortes d’agressions par des

médicaments toxiques :

» Un effet toxique direct dose-dépendant sur les cellules tubulaires rénales.

» Un effet sur la vascularisation rénale, conduisant a une vasoconstriction et a une
ischémie rénale.

» Un effet de nature immunologique (Cittanova-Pansard & Jacob 2007; John
2009).

La premiére forme est la plus fréquente, les deux autres (glomérulaire et vasculaire)

sont plus rares.
11.2. Lésions histologiques et agents toxiques

Les agents responsables de la toxicité rénale induisent des diverses lésions et il
est important dans les études précliniques de faire un examen histologique détaillé pour

les décrire et comprendre leur mode d’action sur le rein.

Le mécanisme de toxicité le plus courant est la nécrose tubulaire aigué.
Cependant il ne faut pas méconnaitre les autres lésions possibles car certaines imposent
des mesures spécifiques dans la prise en charge. Une altération de la perfusion rénale
par vasodilatation de 1’artériole efférente et/ou vasoconstriction de ’artériole afférente,
une néphrites interstitielle immunoallergique, des lésions de néphroses osmotiques et
une microangiopathie thrombotique peuvent avoir une origine médicamenteuse (Pallot
et al., 2003).

11.2.1. Les néphropathies glomérulaires

Le mécanisme de nombreuses néphropathies glomérulaires est au moins en
partie immunologique, comme le suggeérent les dépots d’immunoglobulines, de
complexes immuns, les cellules de I’immunité et la présence d’anticorps circulants de
divers types (Krummel et al., 2000). Les néphropathies glomérulaires sont

anatomiquement caractérisées par :

%+ Des lésions de la matrice extracellulaire, mésangium et de la membrane basale
glomérulaire avec présence de dépots d’immunoglobulines, de composants du

complément, de fibrine ou de dérivés.




Rappels bibliographiques Chapitre 2 : la toxicité rénale

¢ Des lésions des cellules propres (résidentes) du glomérule.
% La prolifération des cellules résidentes du glomérule ou [Dinfiltration du
glomérule par des cellules d’origine sanguine (polynucléaires, lymphocytes,

macrophages) (Peraldi, 2014).

La toxicité rénale de la D-pénicillamine peut se manifester par un syndrome
néphrotique, defini par une protéinurie, une hypo-albuminémie, des cedémes et une
hyperlipidémie (Habib et al., 2006).

11.2.2. Les néphropathies vasculaires

Les néphropathies vasculaires sont caractérisées par des éléments cliniques
communs, une hypertension artérielle, une absence d’anomalie majeure a ’examen du
sédiment urinaire et une insuffisance rénale souvent sévere et rapidement progressive
(Perazella, 2012).

La ciclosporine est un immunosuppresseur majeur, largement utilisé avec sucés
pour prévenir le rejet d’organes transplantés. Son utilisation est limitée par les effets
secondaires rénaux séveres. La ciclosporine peut aussi entrainer une toxicité
endothéliale, c'est-a-dire une néphropathie vasculaire avec inflammation des petites

artéres et des artéres de calibre moyen (Georgia & Xavier, 2014).
11.2. 3. Néphropathies tubulaires

Elles sont dues, en général, a une atteinte toxique directe se manifestant le plus
souvent par des troubles hydro-électrolytiques et une insuffisance rénale aigue
secondaire a une nécrose tubulaire aigue. La toxicité tubulaire peut ne s’exprimer que

sous la forme d’une tubulopathie proximale (syndrome de Fanconi).

La néphrotoxicité au foscarnet ( antiviral ), concerne environ 2/3 des malades
traités par ce médicament. En absence de mesures préventives, les patients peuvent
présenter une augmentation de la créatinine d’au moins 25% (Georgia & Xavier,
2014). L’IRA s’explique par un effet néphrotoxique direct essentiellement sur les
cellules tubulaires proximales avec vacuolisation et nécrose. Les manifestations rénales
sont observées en général entre la 2°™ et la 3*™ semaine du traitement et corrélées a la
dose cumulative du médicament qui est en rapport avec les concentrations plasmatiques

du foscarnet et la durée du traitement (Amet & Zimner, 2010).
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11.2.4. La néphrite interstitielle aigué

Les néphrites interstitielles aigués sont en regle générale secondaires a un
mécanisme immuno-allergique. Les manifestations rénales peuvent é&tre une
éosinophilurie et une polyurie stérile. L’atteinte rénale est habituellement réversible en
quelques jours a quelques mois, excepté dans le cas des anticalcineurines pour

lesquelles la néphrite interstitielle est chronique et généralement irréversible.

Les analgésiques et anti-inflammatoire non stéroidien tels que 1’aspirine,
I’ibuproféne, le naproxéne et I’indométacine, sont des inhibiteurs de la synthése des
prostaglandines (Vaubourdolle, 2007), provoquent une néphrite interstitielle
caractérisée par un cedeme interstitiel diffus avec infiltration de cellules inflammatoires.

Les malades présentant une protéinurie et une hypercréatininémie.
11.2.5. Néphropathies obstructives

Les néphropathies obstructives secondaires aux médicaments peuvent avoir deux
présentations cliniques différentes : soit le médicament précipite sous forme cristalline
dans I'uretére ou dans les tubules intra-rénaux (aciclovir, méthotrexate) (Berns et al.,
1991), soit le médicament s’organise en lithiase médicamenteuse (indinavir),

I’association des deux cas étant possible.

L’aciclovir (antiviral) est un produit cristallin, relativement insoluble dans les
urines en particulier dans la partie distale des tubules ou le flux urinaire est diminué. Ce
phénomeéne peut étre a 1’origine d’une insuffisance rénale de type obstructif suite a la
précipitation de cristaux d’aciclovir dans la lumiére tubulaire dont plusieurs cas ont été
rapportés dans la littérature et dont la fréquence est d’environ 10 % chez I’adulte (Berns

etal., 1991).
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modele de néphrotoxicité

I11. La gentamicine : un modelé de nephrotoxicite

I11.1 Les aminoglycosides ou aminosides

Les aminosides ou aminoglycosides forment une famille antibiotique possédant
un spectre d’activité large et une action bactéricide importante et rapide leur donnant
une place primordiale dans le traitement des infections sévéres (Perronne, 1999). lls
sont des hétérosides naturels ou semi-synthétiques de poids 500 a 850 daltons (Bustany
et al., 1993). Ces antibiotiques a large spectre, typiqguement bactéricides, incluent

I’amikacine, la gentamicine, et autres présents dans le tableau 4 (Singleton, 1999).

Tableau 2 : les différents aminosides (Perronne, 1999)

DCI Noms commerciaux Adulte normorénal
posologie quotidienne

Amikacine Amiklin © 15 mg/kg

Débikacine Débicacyl ® 3 mg/kg

Gentamicine Gentaline © 3 mg/kg

Isépamicine Gentamicine 15 mg/kg

Kanamycine Isépalline ® 15 mg/kg

Nétilmicine Nétromicine © 4 a6 mg/kg
Tobramycine Nebcine © 3 mg/kg

Selon la structure, Les aminoglycosides sont des molécules polaires et
polycationiques, ils sont composés de sucres aminés relies a un hexose central

(aminocyclitol) par une liaison glycosidique (Vaubourdolle, 2007).

Ils sont actifs contre les bactéries Gram-négatives aussi bien que Gram-positive.
Les aminoglycosides agissent sur diverses fonctions bactériennes, mais leur effet
principal vient de leur fixation a la sous-unité 30S du ribosome, ou ils interferent avec la
synthese des protéines. Par exemple, de faibles concentrations de streptomycine
provoquent des erreurs de lecture de ’ARNm (c’est-a-dire 1’incorporation d’acides
aminés incorrects), tandis que des concentrations élevées inhibent complétement la
synthese des protéines apparemment en bloquant les ribosomes spécifiqguement au début
de la traduction (Singleton, 1999).
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Les aminosides sont éliminés sans étre métabolisé par les reins, sans secrétion
biliaire ni digestive. Leurs propriétés pharmacocinétiques sont comparables et
caractérisées par un faible volume de distribution de ’ordre de 0.3 a 0.4 1 (la fixation
aux protéines de I’ordre de 20 % et une demi-vie d’élimination d’environ 2 heures chez

les sujets a fonction rénale normale) (Vittecog, 2011).
I11.2.La gentamicine

La gentamicine (GM) est un antibiotique isolé a partir de Micromonospora
purpurea, bactéries gram-positives largement présentes dans I'eau et le sol (Rosselet et
al.,1963 ; Weinstein et al., 1963). La gentamicine est couramment utilisé dans les
infections graves et la guérison des infection causées par les Gram négatifs (Mathew,
1992 ; Paterson et al., 1998).

MNIH
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Figure 8: Structure chimique de la gentamicine (Toumi, 2008)

Elle est composé de deux sucres aminés relié a un noyau hexose c’est-a-dire 2-
désoxystreptamine par une liaison glycosidique (Fig 8). Elle est polycationique au pH
physiologique qui le rend soluble dans I'eau librement (Rosselet et al., 1963 ; Kumar et
al., 2008). Dans de nombreux cas, ils ont été les seuls outils thérapeutiques efficaces
contre les souches bactériennes résistantes a d'autres antibiotiques. La gentamicine a été
utilisé cliniquement en raison de son large spectre dactivités contre l'infection

bactérienne Gram négatif provoqué par Pseudomonas (Balakumar et al., 2008).



http://www.sciencedirect.com.www.sndl1.arn.dz/science/article/pii/S004081661100111X#bib0020

Chapitre 3 : la gentamicine un

Rappels bibliographiques modéle de néphrotoxicité

I11.3.Mécanisme de néphrotoxicité de la gentamicine

Sur le plan pharmacocinétique, a la phase initiale, la gentamicine est trés peu
métabolisée et éliminée essentiellement par filtration glomérulaire, puis elle est
réabsorbee et s’accumule dans le rein conduisant a une atteinte des cellules tubulaires
proximales. Au niveau cellulaire, I’absorption de la gentamicine conduit a des
modifications caractéristiques morphologiques des lysosomes avec la formation de
corps myéloides, qui a été largement étudies notamment sur des modeéles de culture
cellulaire. Un mécanisme de transport spécifique a été identifié dans les cellules
épithéliales des tubules proximaux, qui accumulent la gentamicine a des niveaux plus
élevés que ceux détectés dans le plasma (Nagai et Takano, 2000). Il a été rapporté que
la mégaline, un récepteur d'endocytose géant abondamment exprimé a la membrane
apicale des tubules rénaux proximaux, joue un role important dans la liaison et de
I'endocytose de la gentamicine dans les cellules des tubules proximaux (Nagai et
Takano, 2000). Les cellules tubulaires subissent des altérations métaboliques a 1’ origine

d’une diminution de I’ATP intracellulaire (Nagai et Takano, 2000).

Les mecanismes pathologiques impliqués dans la néphrotoxicité induite par la
gentamicine comprennent plusieurs meécanismes : l'induction de stress oxydatif,
I'apoptose, la nécrose, la régulation de facteur de croissance transformant B (TGF-B),
I'¢lévation de I'endothéline I et ’augmentation de monocytes / macrophages infiltration

(Geleilete et al., 2002 ; Ali, 1995 ; Bledsoe et al., 2006 and Balakumara et al., 2008).

111.3.1. Toxicité

111.3.1.1. Augmentation de la phospholipidose

La néphrotoxicité de la gentamicine est une phospholipidose due a Il'inhibition
des enzymes responsables du métabolisme des phospholipides, par exemple, la

phospholipase et la sphingomyélinase (Laurent et al., 1982).

Comme la néphrotoxicité induite par la gentamicine est principalement une
conséquence des lésions de membranes cellulaires, et que l'un des constituants
essentiels des membranes cellulaires sont des phospholipides, Chan et al. (1991) ont
étudié I'influence de I'administration des phospholipides sur la nephrotoxicité. Ils ont

constaté qu’un traitement par les phospholipides, réduit la néphrotoxicité, sans affecter



http://www.sciencedirect.com.www.sndl1.arn.dz/science/article/pii/S004081661100111X#bib0060
http://www.sciencedirect.com.www.sndl1.arn.dz/science/article/pii/S004081661100111X#bib0015
http://www.sciencedirect.com.www.sndl1.arn.dz/science/article/pii/S004081661100111X#bib0035
http://www.sciencedirect.com.www.sndl1.arn.dz/science/article/pii/S004081661100111X#bib0025
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la concentration rénale de la gentamicine. Cet effet protecteur a été attribué a une
amélioration du recyclage des phospholipides membranaires et une accélération de
I'activité de régénération des cellules des tubules rénaux. Il est également possible que
les phospholipides peuvent protéger la phospholipase et la sphingomyélinase de

I'inhibition par la gentamicine.
111.1.3.2.Inhibition de la Na*-K*ATPase

Dans les homogénats corticaux de rats traités chroniqguement avec la
gentamicine, Dlactivité de la Na'-K'-ATPase est diminuée (Williams, 1984; Cronin et
Newman, 1985; Ali et al., 1995), ce changement joue un rdle important dans la
néphrotoxicité de la gentamicine. Le site d'inhibition de la Na*-K *ATPase n’a pas été
localisé. Bien que, in vivo, la gentamicine inhibe l'activité de I'enzyme dans les tubes
contournés proximaux (TCP) et non dans la branche ascendante de Henle, des travaux
in vitro ont montré que la gentamicine inhibe I'enzyme a la fois dans les TCP et les
cellules de la branche de Henlé, lorsque les cellules ont été perméabilisées pour
permettre au medicament d'entrer dans les cellules. La conclusion était que la
gentamicine inhibe la Na'-K* ATPase dans les cellules de tubule rénal quand il accéde
au cytoplasme (Fukuda et al., 1991).

111.3.1.3. La gentamicine provoque un stress oxydatif

Le stress oxydant correspond a un desequilibre entre la génération especes
réactives de l'oxygene (ROS) et les défenses antioxydantes de 1’organisme, en faveur

des premieres (Haleng et al., 2007).

La gentamicine pourrait augmenter la production des especes réactives de
l'oxygéne (ROS) comme les anions superoxydes, le radical hydroxyle, les peroxydes
d'’hydrogéne et des especes réactives de l'azote (RNS) dans le cortex rénal qui a
finalement conduit a la détérioration structurale et fonctionnelle rénale (Walker et al.,
1999 ; Balakumar et al., 2009).

En outre, les lésions rénales induites par la gentamicine sont associée a des
élévations marquées dans les niveaux de la lipo-peroxidation, (Ali, 2009), la formation
de nitrotyrosyne (Cuzzocrea et al., 2002), et I’oxydation des protéines (Sener et al.,

2002) dans le cortex rénal. La Poly (ADP-ribose) polymérase (PARP), aussi connu




Chapitre 3 : la gentamicine un

Rappels bibliographiques modéle de néphrotoxicité

sous le nom de poly (ADP-ribose) synthétase (PARS), est une enzyme nucléaire qui
épuise les taux de NAD et d’ATP cellulaire conduisant la cellule & une nécrose.
L’activation de la PARP a été constaté au niveau des tubules proximaux des rats traités
par la gentamicine (Cuzzocrea et al., 2002). Par conséquent, I’activation de la PARP et
la réduction de ’ATP peuvent également jouer un réle important dans la nécrose
tubulaire induite par la gentamicine. D’autre part, la gentamicine peut causer des
changements dans la composition des lipides constituant la membrane suite a une
peroxydation lipidique (Parlakpinar et al., 2005). Par ailleurs les reins des rats traités
par la gentamicine sont plus sensibles aux effets des ROS en raison de la carence en
enzymes antioxydantes comme la superoxide dismutase et la catalase (Pedraza-
Chaverriet al., 2009 ; Maldonado et al., 2003).
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111.3.1.4. Effet sur les Facteurs vasculaires

En plus des facteurs tubulaires, 1’insuffisance rénale induite par la gentamicine
pourrait influencer 1’expression des facteurs vasculaires. La gentamicine active le
systeme rénine-angiotensine et augmente sa concentration dans 1’endothélium rénal
(Hishida et aL, 1994). La suppression du systéme rénine-angiotensine atténue
considérablement la néphropathie causée par la gentamicine (Yamada et al., 1992).
D'autres ont également constaté que le traitement par la gentamicine augmente la teneur

en rénine glomérulaire (Fernandez-Repollat & Fantauzzi , 1994).
111.3.1.5. Atteintes lysosomales

En raison de Il'accumulation dans les lysosomes du tubule proximal, une
altération de la fonction de ces organites peut &tre un mécanisme important conduisant a
une altération de I’activité tubulaire proximale (Kaloyanides & Pastoriza-Munoz, 1980 ;
Powell et Reindenberg, 1983).

La gentamicine provoque des altérations significatives des enzymes lysosomales
(protéinases, la phosphatase acide, et de la cathepsine B et L) dans le tubule proximal.

Elle inhibe significativement I'activité de la cathepsine mais pas la phosphatase acide.

Il a été conclu que la gentamicine réduit le catabolisme des protéines rénales en

diminuant l'activité des enzymes lysosomales (Olbricht et al., 1991).

111.3.1.6. Iésion mitochondriale

Les lésions mitochondriales jouent un r6le dans la pathogénese de néphrotoxicité
des aminosides, en particulier la gentamicine (Klune & Hook, 1978 ; Simmons et al,
1980). Le médicament inhibe la phosphorylation et altere la production d'énergie

cellulaire.
111.3.2. Altérations tissulaires
111.3.2.1. La gentamicine induit une augmentation de la taille des reins

Au niveau macroscopique, les études faites sur des rats traites a la gentamicine

montrent qu’il existe une augmentation de la taille du rein et une décoloration globale
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(reins plus pales) (Stojiljkovic et al. 2009) qui s’intensifient en fonction du stade de

I’insuffisance rénale aigue.

111.3.2.2. La gentamicine induit une nécrose des cellules tubulaires

proximales

La néphrotoxicité engendre une nécrose aigue des cellules tubulaires (John and
Herzenberg, 2009) et des processus de dégénération et régénération tubulaire. Les
images les plus fréquentes sont celles de nécroses, d’cedeme interstitiel et d’obstruction
tubulaires par la formation de « casts >. Ces derniers sont des amas protéiques qui
viennent obstruer les lumiéres tubulaires, notamment au niveau des tubules distaux. Les
techniques de coloration ont permis de caractériser chimiquement ces amas : il s’agirait
essentiellement de la protéine Tamm-Horsfall protein. L’augmentation de la
concentration sodique dans les lumieres des tubules distaux crée un environnement
favorable a la polymérisation de ces monomeres, a 1’origine des casts (Devarajan
2006). On observe également des infiltrats inflammatoires avec des cellules
mononuclées, notamment autour des segments tubulaires lésés (John and Herzenberg
2009).

111.3.2.3. La gentamicine conduit a une inflammation

La lésion rénale induite par la gentamicine stimule des manifestations
inflammatoires par le recrutement d’une molécule d'adhésion intercellulaire (ICAM)-1
et des monocytes chimiotactique protéine (MCP-1) au niveau du site de lésion qui
améliorent la migration des monocytes et des macrophages vers le site de la lésion
tissulaire, conduisant finalement a la pathogenése rénale (Geleilete et al., 2002 ; Wahl et
al., 1987 ; Tang et al., 1994).

111.3.2.4.La gentamicine induit une apoptose des cellules tubulaires

proximales

Les lysosomes sont les premiers et les plus remarquable sites d'accumulation de
la gentamicine dans les tubules proximaux apres son administration in vivo chez le rat
(Giurgea-Marion et al, 1986; Silverblatt & Kuehn, 1979) et dans des cellules en culture

incubées avec cet antibiotique (Trouet et Tulkens, 1978). Cependant, la relation entre
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cette localisation sub-cellulaire de la gentamicine, I'apparition d'altérations cellulaires et
la toxicité est encore inconnue. Dans ce contexte, deux avancées majeures ont été
apportées au cours de ces derniéres années. Premiérement, les études de localisation de
drogue, en utilisant des approches morphologiques, ont montré que, outre les
lysosomes, la gentamicine a également acces partiellement a l'appareil de Golgi d'ou il
traverse le réticulum endoplasmique, le cytosol, et l'espace intermembranaire des
mitochondries (Sandoval and Molitoris, 2004; Sandoval et al., 1998; Sundin et al.,
2001). Deuxiemement, l'apoptose se produirait dés le début dans les tubules proximaux
des animaux traités avec la gentamicine dans des conditions cliniquement pertinents en
ce qui concerne la dose et la durée du traitement (EI Mouedden et al., 2000). Cet effet
de la gentamicine a été reproduit avec les deux lignées cellulaires rénales (LLC-PK1 et
MDCK) et les lignées cellulaires non-renales (fibroblastes) exposees a la gentamicine,
cet effet est directement liée a la quantité de médicament accumulée par les cellules (El
Mouedden et al., 2000).

111.3.2.5. Gentamicine induit une prolifération et une apoptose dans les

glomérules rénaux et les cellules mésangiales

La gentamicine peut altérer la fonction de filtration glomeérulaire par la
contraction des cellules mésangiales, stimulation de la proliféeration cellulaire, et par
I'apoptose mésangiale avec aucun changement dans le nombre total de cellules (Nagai
& Takano, 2004).

Martinez-Salgado et al. (2004) ont indiqué que le traitement in vivo de rats avec
la gentamicine induit une augmentation de prolifération des cellules mésangiales et une
apoptose sans changements apparents dans le nombre de cellules glomérulaires.
Cependant, la prolifération et l'apoptose simultanée ne sont pas spécifiques aux
dommages induits par la gentamicine. En fait, les deux sont observées dans de
nombreux modeles étiologiques d'atteinte rénale. la prolifération et l'apoptose ont été
également décrites dans les cellules tubulaires, glomérulaires, et interstitielles (Truong
et al., 1996).

Il a été montré que la prolifération glomérulaire et l'apoptose sont impliquées
dans plusieurs lésions glomérulaires séveres (Sugiyama et al, 1996; Shimizu et al.,

1995, Tamura et al., 2000). Ces effets peuvent indiquer que soit la prolifération ou
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l'apoptose (ou les deux) pourraient étre (au moins dans certaines circonstances
physiopathologiques) la conséquence de I'noméostasie tissulaire comme une réponse sur
les cellules cibles.

Un examen plus attentif indique, que dans des conditions expérimentales, la
prolifération a été plus forte que I'apoptose, et donc on observe une augmentation nette
du nombre de cellules lors d'un traitement de gentamicine. Cependant, des doses
croissantes de gentamicine induiraient une cytotoxicité (apoptose), de sorte qu'a une
certaine dose (dose d'équilibre) peut induire a la fois une prolifération et une apoptose.

La gentamicine provoque l'apoptose dans les lignées de cellules tubulaires
rénales avec modification consecutive de la perméabilité des lysosomes, le
déclenchement de la voie mitochondriale, et I'activation de la caspase-3 (Servais et al.,
2005), qui est en corrélation avec un effet toxique fort constamment vu in vivo au
niveau tubulaire. Par ailleurs, dans les cellules mésangiales en raison d’une absorption
inférieure que celle observée au niveau des cellules tubulaire proximale rend cette

concentration intracellulaire insuffisante pour déclencher une apoptose severe.

111.3.2.6. Gentamicine augmente la contraction des cellules
mesangiales

Le facteur d'activation des plaquettes PAF est un médiateur lipidique puissant
qui est produit rapidement et secrété par les cellules mésangiales en culture en réponse a
divers stimuli, y compris le lipopolysaccharide, facteur de nécrose tumorale a,
I'interleukine-1pB, le complément activé, et l'angiotensine II (Schlondorff et al., 1986;
Neuwirth et al., 1989; Camussi et al., 1992). PAF induit une augmentation de Ca®* dans
les cellules mésangiales (Kester et al., 1992). 1l est capable d'induire la contraction et la
prolifération des cellules mésangiales et glomérulaires, et plusieurs d’autres effets au
niveau du rein (Arriba et al, 1987;. Lopez-Farré et al, 1991; Ldpez-Novoa, 1999;
Montero et al., 1993; Schlondorff & Neuwirth,1986).

Rodriguez-Barbero et al., (1995) ont remarqué que, chez des rats traités avec la
gentamicine, la production du PAF augmente dans les glomérules. Egalement, il a été
montré que la gentamicine stimule la synthése et la libération du PAF au niveau des
cellules mésangiales. Il convient de noter qu’in vivo, le traitement avec des antagonistes

du PAF améliore le dysfonctionnement rénal (Pavao dos Santos et al., 1991 ; Bagnis et
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al., 1996 ; Rodriguez-Barbero et al., 1997). Toutes ces données suggerent que
l'augmentation de la synthése et la libération du PAF suite a I’administration de la
gentamicine joue un r6le majeur dans la médiation des effets glomérulaires responsable

de la contraction des cellules (Lépez-Novoa, 1999).
I11.4. Les agents améliorants la néphrotoxicité de la gentamicine

111.4.1.Les antioxydants

Parmi les principales approches utilisées pour améliorer ou protéger contre la
néphrotoxicité de la gentamicine, les effets les plus distingués ont été observes avec
I'utilisation d'agents anti-oxydants (Mingeot-Leclercq & Tulkens, 1999).

Des exemples d'agents antioxydants qui ont eté utilisés pour améliorer la
néphrotoxicité de la gentamicine comprennent la déferrioxamine, le méthimazole, la
vitamine E, la vitamine C, et le selenium (Ali, 1995; Mingeot-Leclercq & Tulkens,
1999). D'autres agents ont ete également étudiés comme la superoxyde dismutase SOD
(Ali et Bashir,1996), l'acide lipoique (Sandhya et al., 1995), diméthyle sulfoxyde
DMSO (Ali & Mousa, 2000), I'hormone mélatonine (Ozbek et al., 2000; Shifow et al.,
2000; Sener et al,2002), la N-acétylcystéine (Mazzon et al., 2001) ont montre leur
efficacité pour prévenir la toxicité provoquéee par la gentamicine selon de différents

mécanismes.

Un concept récent et intéressant qui tente d’introduire l'utilisation des extraits de
plantes médicinales possédant des proprietés antioxydantes contre la néphrotoxicité
induite par la gentamicine chez les animaux. Parmi ces plantes médicinales on trouve
l'ail (Pedraza-Chaverri et al., 2000) , la Nigella sativa (Ali, 2003), Cassia auriculata
Linn (Annie et al., 2003).....etc. 1l a été signalé que I’effet néphroprotecteur de ces
plantes est attribué principalement a I’inhibition de la production des radicaux libres qui

provoguent une peroxydation des lipides.
111.4.2 Autres agents

Certains médicaments ont été testés pour leurs effets protecteurs vis-a-vis la
néphrotoxicité induite par la GM. Par exemple, un traitement des cobayes avec poly-

inosinique et 1’acides poly-cytidylic ameliore significativement les signes de la
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néphrotoxicité de l'antibiotique GM (Zeis et al., 2001). La base de cet effet peut détre
due au fait que ces acides induisent la production endogene des interférons qui

augmentent la résistance des cellules.

La glycoprotéine clustérine n’est pas réglementée aprés la néphrotoxicité de
GM, et son niveau dans l'urine est augmenté. Cette augmentation au niveau urinaire
peut étre utilisée comme un nouveau marqueur biochimique de néphrotoxicité (Ali,
1995). Récemment, dans un modéle in vitro de la cytotoxicité induite par la GM, il a été
montré (Girton et al., 2002) que la clustérine a réduit la cytotoxicité de la gentamicine

d'une maniere dépendant de la dose.
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V1. Les marqueurs de la néphrotoxicite

Un marqueur d’une maladie devrait étre un composé¢ présent dans les fluides
biologiques des malades mais absent de ceux des sujets sains. Entre une cellule normale
et une cellule malade il ne peut exister que des différences quantitatives, mais qui
parfois sont suffisamment énormes pour ne permettre la détection de ces composés, par
des méthodes classiques, que chez les seuls sujets malades. Un marqueur sera donc un
composé biochimique dont les teneurs chez un ensemble homogene de malades, sont
statiquement trés ¢éloignées de celles d’un ensemble de sujets sains, donnant un

caractére discriminant a sa mesure (Jean & Geneviéve, 2008).

Les marqueurs biologiques de néphrotoxicité peuvent étre en rapport avec
I’étiologie de I’insuffisance rénale (pré-rénale ou post rénale) et avec les mécanismes
impliqués dans la pathogénese du processus morbide, c'est-a-dire les lésions cellulaires
et leur réparation. Les lésions induites par des produits toxiques peuvent se produire au
niveau des cellules du glomérule, de I’interstitium ou des tubules, avec une libération de

marqueurs correspondant au niveau lésé (Stellman, 2000).

IV.1. Biomarqueurs de base

IV.1.1. Analyse urinaire

La modification du volume urinaire est un bon indicateur d’une atteinte rénale.
Au départ une augmentation du volume urinaire, polyurie, est observée, suivie dans les

stades avancés d’un arrét de diurése, oligurie ou anurie dans les cas les plus graves.
IV.1.2. Urée

L'urée est un catabolite des acides aminés produit par les hépatocytes. Cette
molécule est éliminée par filtration glomérulaire et réabsorbée par les tubules, d'autant
plus que le débit urinaire intra-tubulaire est faible. Une augmentation de I’urée
sanguine, peut avoir une origine pré-rénale, rénale ou post-rénale. La premiere forme est
due a une augmentation du catabolisme protéique (hépatotoxiques, cytotoxiques,
nécroses) ou a une baisse de la perfusion rénale (cardiotoniques). Une urémie d’origine

rénale s’observe quand environ 75% des néphrons ne sont plus fonctionnels (Kaneko et
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al. 1997). L'intervalle de référence est situé entre 7 et 8 m mol / I, soit 0,42 240,48 g/ 1.
(Maurey,2005).

1VV.1.3. Créatinine

La créatinine est une petite molécule de 113 daltons. Elle est générée dans le
muscle par la conversion non enzymatique de la créatine et de la phosphocréatine. La
créatinine est distribuée dans I’eau totale de I’organisme et filtrée librement a travers la
paroi capillaire glomérulaire. Elle n’est pas réabsorbée ni métabolisée par le rein

(Laurent, 2007).

L’augmentation du taux sérique de la créatinine s’observe le plus souvent avec

une réduction de la fonction rénale (Fortin et al, 2014).

Les valeurs usuelles de la créatininémie sont de 80 a 110 u mol / L chez

I’homme et de 60 a 95 u mol / L chez la femme.
IV.1.4. Acide urique

L’acide urique provient de la dégradation des purines, mais il peut aussi étre
synthétisé directement a partir du 5-phosphoribosyl pyrophosphate (5-PRPP) et de la
glutamine. Chez I’humain, 1’acide urique est excrété dans 1’urine. Le niveau sanguin
normal de I’acide urique est d’environ 0.24 m mol / | (4m g / dl). L’acide urique est

filtré, réabsorbé et sécrété dans le rein (Ganong, 2003).
IV.1.5. Autres marqueurs

Selon le type d’affection rénale on observe également d’autres perturbations
biochimiques : anémie non régénérative lors d’IRC (d0 a une diminution de la synthése
de I’hormone érythropoiétine), hyperphosphatémie reflétant la baisse du débit de
filtration glomérulaire (appelé également DFG), modifications électrolytiques lors
d’IRA avec hyperkaliémie, troubles de la calcémie, de la phosphatémie, hyponatrémie
et hypochlorémie dues aux lesions tubulaires, hypoprotéinémie et hypoalbuminémie

lors de Iésions glomérulaires (Haschek et al. 2010).
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IV.2. Les nouveaux biomarqueurs de la néphrotoxicité

L’urée, I’acide urique et la créatinine ne sont pas des marqueurs spécifiques a
un type d’atteinte rénale et n’ont pas d’utilité dans I’exploration de toxicité rénale. Ils
apparaissent plutot lorsque I’insuffisance rénale subaigué a chronique s’est installée.
Donc, I’identification et la mise en place de 1’utilisation de nouveaux biomarqueurs de
néphrotoxicité deviennent de plus en plus nécessaires. Ces derniéres années, les
nouvelles technologies en toxicologie ont permis de trouver une série de nouveaux

biomarqueurs (Sieber et al. 2009). On cite parmi eux :
IV.2.1.al-microglobuline (a1lM)

L’ alM est une glycoprotéine d’approximativement 27 a 30 k Da et sa
quantification dans 1’urine est considérée comme étant un biomarqueur sensible du
dysfonctionnement du tubule proximal chez les adultes et les enfants (Guder &
Hofman, 2008 ; Penders et al., 2004 ) . Elle est également capturée par la mégaline

dans le tubule proximal (Herget- Rosent et al., 2004).
1V.2.2.3 2microglobuline (f2M)

La B2-MG est une protéine de 12 k Da qui fait partie du complexe majeur
d’histocompatibilité exprimé a la surface des cellules nucléées. Elle est filtrée par le
glomérule avant d’étre presque enti¢rement réabsorbée et catabolisée par les cellules du
TCP, la variation de sa concentration urinaire peut donc refléter une altération
glomérulaire ou tubulaire. A" I’instar de I’al- MG, elle est rapidement dégradée dans
I’urine si celle-ci a un pH inférieur a 6. Toutefois son augmentation est plus rapide que
les marqueurs classiques et peut servir de marqueur tubulaire précoce en cas

d’exposition a des substances néphrotoxiques (Mouhamed Rachid et al., 2011).

IVV.2.3. N-acétyl B3-D glucosaminidase (NAG)

La NAG est une enzyme lysosomale exprimée principalement dans le tubule
proximal. Elle est I’'un des marqueurs urinaires les plus étudiés comme indicateur
d’insuffisance rénale tubulaire. Une augmentation de 1’activité basale de cette enzyme
dans I’urine serait donc le reflet d’un dommage de cette section du néphron. Toutefois,

I’excrétion urinaire de NAG peut également étre élevée dans le cas d’une pathologie
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glomérulaire, d’une néphropathie diabétique ou méme en absence d’atteinte rénale

comme lors d’arthrite rhumatoide ou d’hyperparathyroidie (Gueguen et al, 2012).
IV.2.4.Interleukine 18 (IL-18)

L’IL-18, une cytokine pro-inflammatoire, joue un réle important dans plusieurs
maladies humaines et est générée dans plusieurs tissus. L’IL-18 est générée dans le
tubule proximal et convertie depuis sa forme initiale en sa forme active. Les taux d’IL-
18 urinaire sont ¢levés chez les patients atteints d’insuffisance rénale aigué organique
(IRAO), chez les transplantés rénaux ayant un retard de fonction du greffon,
comparativement a des sujets normaux et des patients atteints d’IRA prérénale,
d’infection du tractus urinaire, d’insuffisance rénale chronique et de syndrome

néphrétique (Bonventre, 2009).
IVV.2.5.Lipocaline du neutrophile associée a la gélatinase (NGAL)

La NGAL est une protéine humaine de bas poids moléculaire (25 k Da) liée a la
gélatinase des polynucléaires neutrophiles. Elle est naturellement exprimée a faible
concentration dans les tissus tels que le rein, la trachée et les poumons, I’estomac et le
colon. Dans le rein, elle est surexprimée dans le tubule rénal apres agression ischémique
et colocalisée dans les cellules épithéliales proliférantes. La concentration de NGAL
urinaire et sérique pouvait étre un biomarqueur précoce, sensible et spécifique prédictif
de la survenue d’une IRA (Cheyron et al., 2008).

1VV.2.6.Clusterine

La protéine clusterine est une glycoprotéine sécrétée par le tubule proximal. Sa
concentration urinaire s’éléve significativement dans plusieurs modeles d’atteinte
tubulaire et pas glomérulaire, incluant la néphrotoxicité médicamenteuse. Elle pourrait

constituer un marqueur précoce d’atteinte rénale aigue (Gueguen et al., 2012).
IVV.2.7.Kidney injury molecule 1 (KIM-1)

C’est une protéine transmembranaire synthétisée dans le tubule contourné
proximal aprés une insuffisance rénale aigue d’origine toxique ou ischémique. Cette

protéine est plus spécifique que NGAL concernant une atteinte rénale toxique. Le KIM

|g
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1 ajoute une spécificité en 1’utilisant en association avec d’autres biomarqueurs comme
NGAL (Claessens et al., 2012).

IV.2.8.cystatine C

La cystatine C (Cys C) est une protéine basique non glycosylée de faible masse
moléculaire (13,3 k Da). Elle fait partie de la superfamille des inhibiteurs de cystéine
protéases et est produite de facon constante par toutes les cellules nucléées. Sa faible
masse moléculaire et sa charge nette positive lui permettent d’étre librement filtrée au
niveau glomérulaire. Chez I’individu dont le DFG est normal, la demi-vie plasmatique
de la Cys C est d’environ 2 heures. Sa concentration plasmatique est donc trés faible ;
comme pour la créatinine, elle augmente dans le plasma en cas d’insuffisance rénale

glomérulaire (Baudin, 2013).
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V. Le genre Genista

Les plantes médicinales ont été employées pendant des siécles comme remedes
pour les maladies humaines parce qu’elles contiennent des composants de valeurs

thérapeutiques.

Toutefois, malgré les énormes progres réalises par la médecine moderne, la
phytothérapie offre de multiples avantages, n’oublions pas que de temps en temps, a
I’exception de ces cents dernieres années, les hommes n’ont eu que les plantes pour se
soigner, qu’il s’agisse des maladies bénignes, rhum ou toux ou plus sérieuses tel que la

tuberculose ou la malaria.

Plusieurs extraits de plantes médicinales sont été testés vis-a-vis la
néphrotoxicité induite par la gentamicine chez les rats. La base de I’effet protecteur de
ces extraits n’est pas connue avec certitude, mais il a été proposé que cette action soit
due principalement a leurs propriétés antioxydantes. Koyner et al, suggere que la
gentamicine provoque la géneration des radicaux libres qui peuvent étre a la base d'une
variété d’agressions conduisant a une néphrotoxicité et que le traitement avec plusieurs
antioxydant naturel et substances synthétique est utile soit dans la prévention ou

I'amelioration de cette néphrotoxicte.
V.1. Presentation du genre Genista

Le genre Genisteae, appartient a la famille des Fabaceae ou légumineuses qui
constituent 1’une des plus grandes familles des plantes a fleurs, avec plus de 730 genres
et 19 400 espéces (Wojciechowskiet al., 2004). En Algérie, on compte environ 53 genres
et 337 espéces (16 Quezel & Santa, 1963).
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Figue 10 :Classification du genre Genista
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Le genre Genista a été décrit pour la premiere fois par Linné en 1753. Il compte
environ 150 especes réparties en Europe et en région méditerranéenne et il montre une
richesse en composés phénoliques, notamment les isoflavonoides connus pour leurs
diverses activités biologiques (Brunneton,1999 ; Quezel et Santa,1963 ; Maire,1987).
Quezel et Santa, en 1963, comptent pour ce genre 16 espéces an Algérie dont 11

endémiques (Maire, 1987).
V.1.1. Description botanique du genre Genista

Le genre Genista est un arbuste a calice a 5 segments, les deux supérieurs libres
ou soudés, les trois inférieurs formant une levre a 3 dents profondes, plus rarement le
calice est campanulé a 5 dents subégales. La carene est oblongue, droite ou presque,
biggibeuse latéralement. L’étendard est étroit, les 10 étamines sont monadelphes en tube
non fondu, 5 longues et 5 courtes. Le stigmate est oblique. La gousse est déhiscente,
variable. Les arbrisseaux sont épineux ou parfois aphylles et junciformes. Les feuilles

sont composées de 1 a 3 paires de folioles stipulées ou non (16 Quezel & Santa, 1963).

Beaucoup d’espéces sont peu rustiques. Elles apprécient un climat temperé, et
certaines font de bonne plantes de bord de mer. Elles aiment le soleil, un sol bien
draing, riche sans exces .Les especes gelives peuvent se cultiver en serre bien ventilée
(Burnie,2003).

V.1.2. Répartition géographique du genre Genista

Le genre Genista est largement distribué dans le bassin méditerranéen, en
Europe et en Afrique du nord (Libye, Tunisie, Algérie et Maroc). En Algérie, il est

localisé dans la région du sud et au grand Sahara (Lograda,1996).
V.2. Utilisation en médecine traditionnelle

Certaines espéces du genre Genista sont utilisees en médecine traditionnelle

populaire pour guérir bon nombre de maladies. On citera :

- Genista tenera : I’infusion des parties aériennes de cette espéce est utilisée dans

la médecine traditionnelle Portugaise pour traiter le diabete (Rauter et al., 2009).
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- G. anglica et G. germanica : ces deux plantes sont préconisées en tant que
diurétiques pour le traitement de néphrolithiase et encore contre la goutte
(Adams et al., 2009 ; Guarrerra & Leporatti, 2007).

V.3. Quelques activités biologiques

Le genre Genista a fait I’objet de nombreux travaux scientifiques mettant en
évidence des activités variées. La majorité d’entre elles concernent surtout des effets
antiglycémiant, anti-inflammatoire, antiulceres, spasmolytique, antioxydant et anti-
prolifératifs (anti-tumoral, apoptotique, cytotoxique) (Rauter et al., 2009).

V.4.Les métabolites isolés du genre Genista

Les plantes du genre Genista ont fait ’objet de nombreuses investigations
phytochimiques et pharmacologiques. Il ressort de ces investigations que les principaux
métabolites secondaires de ce genre sont constitués d’alcaloides et de flavonoides

(Pistelli et al., 2001).

Pistelli dans la recherche systématique des flavonoides du genre Genista, a
étudie les especes G. ephedroides (Pistelli,1998), G. corsica (Pistelli et al., 2000) et G.

pichisermolliana (Noccioli,2011).

Tableau 3 : Quelques flavonoides et isoflavonoides isolés de Différentes especes du genre
Genista.(Van Rensen,1996 ;Pistelli, 1998 ; Pistelli,2000 ; Giachi, 2002).

Nom de I’espéce Nom du composé isolé
G. ephedroides Génistéine, Isoprunétine, Génistine, ...
G. cinerea 8-C-glucosode génistéine, 6-C-glucosode
génistéine, ...
G. morisii Daidzéine ,Génistéine,Isoprunétine,.. ..
G. corcica Ficuisoflavone,Dihydroisoderrondiol ,
Toxifoline , Lutéoline ,..
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V.5. Les Flavonoides

Les flavonoides constituent un groupe important des substances trés répandues
dans la nature. L’appellation « flavonoides » rassemble une tres large gamme de
composeés polyphénoliques formés par un squelette de base & 15 atomes de carbone
(Harborne, 1989 ; Sarni-Manchado & Cheynier, 2006). lls représentent un groupe
principal des antioxydants et ils forment également une importante famille des colorants
naturels ou dominent le jaune (flavones), le rouge ou le bleu (anthocyanes) (Hertog et
al., 1993).

V.5.1. Structure des flavonoides

Les flavonoides possédent un squelette de base a quinze atomes de carbone. Ce
dernier est constitué de deux cycles en C6 (A et B) reliés par une chaine en C3 (Heller
& Forkmann, 1993 ; Hashimoto et al., 2004). La structure chimique des flavonoides
repose sur un squelette C 15 constitue par un noyau chromane et un noyau aromatique

place en position 2, ou 3(Schéma 1) (Chanvallon et al., 1994).

Figure 11 : structure chimique générale des flavonoides

Structuralement, les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules,
dont les plus importantes sont les flavones, les flavonols, les flavanones, les
dihydroflavonols, les isoflavones, les isoflavanones, les chalcones, les aurones, les

anthocyanes et les tanins (Harborne & Williams, 1992).

V.5.2. Intéréts biologiques et médicinales des flavonoides

De nos jours, les propriétés thérapeutiques des flavonoides sont largement
étudiées dans le domaine médical ou on leur reconnait des activités biologiques et
pharmaceutiques. Ils sont notamment : antiallergiques (Di Carlo et al., 1999 ; Matsuda
et al.,, 1991), anti-inflammatoires (Nakujima et al., 2001 ; Emin et al., 1994),
antihypertenseurs (Eibi & Wagner, 1991) anti-influenzas (Kim, et al.,, 2001)
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antifongiques (Elsohly et al., 2001), antivirales (Shahat et al., 2001), antiulcéreux (Di
Carlo, 1999 ; Gordon, 1996) antiradicalaires (Gutteridg & Halliwell, 1994 ; Colette et
al., 1999), et on leur reconnait également une activité anti-malaria (Murakami et al.,
2001).

V.5.3. Activité antioxydante

Les antioxydants sont classés selon leur mode d’action: éliminateurs de
radicaux libres, chélateurs d’ions métalliques, piégeurs d’oxygene dans des systemes
fermés. Les polyphénols, naturellement présents dans les aliments ou formés au cours
des procédes de transformation, sont considérés comme éliminateurs de radicaux libres
(Shahidi et al., 2003 ; Chew et al., 2009).

En effet au sein de l'organisme, les flavonoides protegent les acides gras

insaturés, les

Protéines et le matériel génétique. Ils contribuent également a prévenir les
cancers et les maladies cardio-vasculaires, a renforcer l'activité du systéme immunitaire,
a faire face aux polluants exogénes de toutes origines et enfin a ralentir le processus de

vieillissement (Rice-Evans et al., 1996).

Grace a leur faible potentiel redox, les polyphénols, plus particulierement les
flavonoides (FI-OH), sont thermodynamiquement capables de réduire rapidement les

radicaux superoxides, peroxydes, alkoxyles et hydroxyle par transfert d’hydrogéne
(Hodek et al., 2002).

En ce qui concerne les flavonoides, ces composés peuvent empécher les
dommages oxydatifs par différents mécanismes d’action : soit par capture des radicaux
hydroxyles, superoxydes, alkoxyles et peroxydes (Hodek et al., 2002), soit par chélation
des métaux (le Fer et le Cuivre) qui sont d’importance majeure dans I’initiation des
réactions radicalaires ; soit I’inhibition des enzymes responsables de la génération des

radicaux libres (Rice-Evans, 1996).
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Matériels et méthodes

I. Matériels
I.1. Matériel végétal «Genista sp »

1.1.1. Récolte de Genista sp

La Genista sp est récoltée a la fin du mois de Mai. L’échantillon est ensuite lavé
puis séché a I’air libre et a I’ombre. Devenue séche, la partie aérienne de la plante est
récupérée, stockée dans des bocaux fermés hermétiquement et placée dans un endroit a

I’abri de 1a lumiere et de la chaleur avant son utilisation.
I.1.2. Préparation de I’extrait butanolique de Genista sp.

Les différentes étapes de la préparation de 1’extrait n-butanolique de Genista sp est
réalisées au niveau de I’unité de recherche : Valorisation des Ressources Naturelles et
Analyses Physico-Chimiques et Biologiques, Faculté des Science Exactes, Université

Mentouri. Elles sont représentées par la figure 12.

viatiere végétale o Z gl : . P
m— 1285.15 g »*Macération a from! d:‘.ll‘?s un Imelange
MeOH/Eau : B0/20 répété 4 fois (72heurs).

l #Filtration.

[ Extrait méthanoligue J . X
<-Concentration non a sec (t=35°C).

l “Dilution avec 514 ml de I'eau distillé.

“+Filtration.

Filtxrat “*Extraction par CHCI, (3fois) (2 heurs).
| <Décantation.
Phase organigue Phase agueuse
<Extraction par AcOET (3 fois) (2heurs).
< Séchée par Na;$0,. l < Décantation

+Filtration.
4+Concentration a sec l’

Extrait CHCI=7 mg Phase organigue Phase agueuse
* Séchée par Na,S0,. <Extraction par n-Butanol
“Filtration. o (3 fois) (2 heurs).
“*Concentration a sec 35°C. +Décantation
Extrait AcOET=7 mg l l
Phase organigue Phase agueuses

< Séchée par Na;S0,.
<Filtration.
#+Concentration a sec 60°C.

Extrait n-butanol= 61 mg

Figure 12: les étapes de préparation de I’extrait N butanolique de la plante Genista sp
(Harborne, 1967)
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1.2. Matériel animal

2.1. Entretien des animaux

Les 18 rats utilisés dans cette expérimentation sont des rats méales adultes de
souche Wistar Albinos, pesant entre 240 et 260 g (au début de I’expérimentation), issus
par €levage au niveau de 1’animalerie de I’Université Mentouri de Constantine. Les rats
sont logés dans des cages métalliques ou chaque cage regroupe 3 rats. lls ont libre accés

a 1’eau et a la nourriture.

Les rats sont maintenus a une température ambiante > 30°C. Ils ont été traités
conformément au principe et directive énoncés dans le manuel sur le soin et I'utilisation

des animaux d’expérimentation.
1.2.2. Induction de la néphrotoxicité par la gentamicine

Pour reproduire le modele de néphrotoxicité, nous avons utilisé la gentamicine
dissoute dans une solution de chlorure de sodium a 0.9 % et administrée par injection
intraperitoniale avec une dose 80 mg / kg (un volume de 4 ml / kg), une fois par jour

pendant 10 jours.

Pour les témoins (lot 1), un volume équivalent de chlorure de sodium a 0.9 % a

été administré par voie intraperitoniale.
1.2.3. Traitement des animaux

L’ensemble des rats (6 normaux et 12 qui vont étre traités par la gentamicine) a

été divisé en trois groupes de 6 rats chacun:

» Groupe | (6 rats): Sain témoin ou contrdle : recoit chaque jour par voie
intraperitoniale 2 ml / kg d’eau physiologique et 1 heure apreés, par voie orale, 4

ml/kg d’eau physiologique pendant une période de 10 jours.

» Groupe Il (6 rats): Gentamicine témoin : recgoit quotidiennement, par voie
intraperitoniale, 80 mg / kg de la gentamicine et 1 heure apres, par voie orale, 4

ml/kg d’eau physiologique pendant une période de 10 jours.
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» Groupe 111 (6 rats): Gentamicine + Genista sp : recoit chaque jour par voie
intraperitoniale 80 mg / kg de la gentamicine et 1 heure aprés par voie orale

200 mg / kg I’extrait de la plante.
1.2.4. Prelevement sanguin

Le sang est prélevé au niveau de 1’ceil par ponction dans le sinus retro-orbital et
mis dans des tubes secs. Ces prélévements sont effectués, sur des rats a jeun a la fin de

I’expérimentation (juste avant le sacrifice J11).

Apres le prélévement sanguin, le sang est mis dans des tubes secs, laissé a une
température ambiante 1h puis centrifugé a 6000 tours/minute pendant 15 minutes puis le

sérum est récupéré et utilisé pour les dosages biochimiques de 1’urée et la créatinine.

1.2.5. sacrifice des animaux, récupération des organes et préparation

de la fraction cytosolique de tissus 10%

Aprés les 10 jours de traitement, Les rats ont été par la suite sacrifiés par

translocation cervicale pour récupérer les reins.

Les reins sont récupérés, rincés par 1’eau physiologique saline 0.9 %, aliquotés,

puis traités avec de 1’azote liquide et conservés a -80.

Le jour du travail (dosage), 0.5 g d’organe (une aliquote) est additionné & 3ml de
solution tampon Tris-EDTA phosphate 0.1 M pH 7.4, contenant du KCI 1,15M, le
mélange est homogeénéisé a 1200 tours/minute par un homogénéisateur. L’homogénat
est ensuite centrifugé a 1000 tours/minute pendant 15 minutes a 4°C. Le surnageant est
récupéré puis centrifugé a 9600 tour /minute pendent 45 minutes a 4°C, La fraction
cytosolique est récupérée et utilisée pour les dosages du taux de molonyldialdéhyde
(MDA), la concentration de glutathion réduit (GSH) et I’activité de la catalase (CAT).

1.3. Reéactifs

» L’Acide Thiobarbiturique (TBA), le 1,1,3,3-Tetractoxypropane (TEP), 1’Acide
Thionitrobenzoique (DTNB), le Glutathion réduit (GSH) sont achetés du SIGMA
ALDERICH CO., ST Lowis, Mo.
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> Le Tris, le KH,Pos et le KoHPos, ’EDTA sont achetés de BIOCHEM.,
CHEMOPHARMA, Gorgia; USA.

» Le Tricholoroacide Acétique (TCA) est acheté de FLUKA CHEMIKa;

Switzerland.

» Le peroxyde d’hydrogéne, et le KCI sont achetés de PANREAC QUIMICA,
SA ;Espana Le n-butanol et acheté de PROLAB, MERK EUROLAB.

1.4. Appareils
» Centrifugeuse Sigma.
» pH-meétre Hanna.
» Spectrophotometre.

> Bain marie memett.

L\
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1. Méthodes

11.1. Méthodes de dosage des paramétres biochimiques du sang
Le dosage des parameétres biochimiques a été réalisé de la maniére suivante :

I1.1.1. Dosage de I’urée
L’urée peut étre dosée par de trés nombreuses méthodes. Dans notre étude,

I’urée a été déterminée suivant une méthode enzymatique.
11.1.1. 1.Principe

L’évaluation de I’urémie s’effectue par voie enzymatique en deux étapes :

» La premiére est une hydrolyse de ’'urée en ammoniaque (NH3) et le dioxyde de

carbone (CO,) par I’intermédiaire d’une enzyme uréase.

» La deuxiéme est une transformation de I’ammoniaque et le a-Glutamate par la
glutamate déshydrogénase en glutamate et H,O,. Cette réaction est accompagnée
d’une oxydation du NADH en NAD. La diminution de l’absorbance a une
longueur d’onde de 340 nm est proportionnelle a la concentration de 1’urée dans

1’échantillon.

Urease
Urée »NH3; + CO»,

hydrolyse

NH; + a-Glutatrate %—X Glutamate + H,O

2NADH 2NAD"

11.1 2. Dosage de la créatinine
La creatininémie est évaluée en utilisant des Kits dont le principe est la
formation d’un complexe créatinine-picrate par la réaction de la créatinine de
I’échantillon avec le picrate dans un milieu basique. L’augmentation de I’absorbance a

500 nm est proportionnelle a la concentration de la créatinine dans 1’échantillon.
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11.2. Méthodes de dosage des parameétres du stress oxydant

11.2.1. Dosage du malondialdéhyde (MDA) dans une fraction

cytosolique des reins.

11.2.1.1.Principe

» Le MDA est I’'un des produits terminaux formés lors de la décomposition des

acides gras polyinsaturés médiés par les radicaux libres.

» Dans notre études, les taux du MDA rénal ont été évalués selon la méthode
d’Ohkahawa et al., 1979. Le dosage repose sur la formation en milieu acide et
chaud (100°c) entre le MDA et deux thiobarbituriques (TBA) d’un pigment coloré

absorbant a 530 nm, extractible par les solvants organiques comme le butanol.
11.2.1.2.Méthode de dosage

» A 0.5ml de la fraction cytosolique 10% (KCI 1,15M) des reins nous avons
additionné¢ 0.5 ml d’acide trichloracétique (TCA) 20% et 1 ml d’acide
thiobarbiturique (TBA) 0.67%. Le mélange est chauffé a 100°c pendant 15
minutes, refroidi puis additionné de 4 ml de n-butanol.

» Aprés centrifugation de 15 minutes & 3000 tours/min, la densité optique est
déterminée sur le surnageant au spectrophotometre a 520 nm. La quantité du
MDA dans I’échantillon est exprimée en nm/gramme des reins. Elle est obtenue
grace a une courbe standard réalisée avec du 1,1,3,3-tetraetoxypropane dans les

mémes conditions.
11.2.2. Dosage du glutathion réduit réenal.

Le glutathion est un thiol intracellulaire le plus abondant présent dans toutes les
cellules animales a des concentrations variables allant de 0.5 & 10 m M et de I’ordre du
UM dans le plasma. Le glutathion se compose de trois aminoacides (schéma 13):
I’acide glutamique, la cystéine et la glycine. De ces trois éléments, la cystéine est

I’aminoacide essentiel a la synthése du glutathion et la plus rare (Lahouel, 2005).

Le glutathion se trouve dans la cellule sous deux formes : une forme oxydée

« GSSG » et une forme réduite « GSH » représentant plus de 99% de la quantité total.

m
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SH
O H H H H CHC H H
i 1 | | |
HO—C—C—Cl—Cl—C|—N|-|C—C|— NII_C_CPOH
N, H H O H O H

Glutamyl Cystéine Glycine

Figure 13 : Formule chimique du Glutathion réduit

11.2.2. 1.Principe

Pour le dosage du glutathion, la méthode colorimétrique par le réactif d’Ellman
(DTNB) est la méthode la plus employée (Ellman, 1959). La réaction consiste a couper
la molécule d’acide 5,5 dithiodis-2-nitrobenzoique (DTNB) par le GSH, ce qui libére
I’acide thionitrobenzoique (TNB) lequel a pH (8-9) alcalin présente une absorbance a

412 mn selon la réaction suivante :

cooH HOh <
cooH cooH
5 Ml
|
=
|
HOooc G

DTNB TNB

Figure 14: Réaction d’Ellman Acide thionitro-benzoique (TNB)
11.2.2. 2.Méthode de dosage

» A 0.5ml de la fraction cytosolique 10% (KCI 1,15M) des reins nous avons
additionné 0.5 ml d’acide trichloracétique (TCA) 10% puis centrifugé a 2000
tours / min pendant 5 minutes. Ensuite, & 1.7 ml du tampon phosphate 0.1 M,

pH : 8 nous avons additionné 0.2 ml de surnageant et 0.1 ml du réactif d’Ellman
0.1M.

» La lecture de la densité optique est effectuée aprés 5 minutes a 412 nm contre un
blanc préparé dans les mémes conditions avec le TCA 10%. Les concentrations
du GSH dans 1’échantillon sont exprimées en um / g de tissu. Elle est obtenue

grace a une courbe standard réalisée avec du GSH dans les mémes conditions.

m
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I1.2.3. Dosage de ’activité de la catalase cytosolique

» L’activité¢ de la catalase cytosolique est déterminée selon la méthode de Aebi,
1984.

> La méthode utilisée est basée sur la propriété de la catalase a dégrader le
péroxyde d’hydrogéne H,0, (Aebi, 1984). On effectue une lecture continue du
changement d’absorbance a 240nm chaque minute dans un intervalle de temps

de 2 minutes.
11.2.3. 1.Principe

Le principe repose sur la disparition de I’H,O, & 25°c par la présence de la

source enzymatique dans la fraction cytosolique.

11.2.3. 2.Méthode de dosage

La méthode utilisée est basée sur la propriété de la catalase a dégrader le
péroxyde d’hydrogéne H,0, (Aebi, 1984). On effectue une lecture continue du
changement d’absorbance a 240nm chaque minute dans un intervalle de temps de 2

minutes.

11.2.3. 3.Calcul

L’activité de I’enzyme est exprimée en Unité/mg de protéine de reins.

K 2.303 Ny Al

= —_— 0oqg —
T g A2

» K : Constant de vitesse de la réaction

» T : Intervalle de temps

» A : Absorbance dans le temps zéro

> A, : Absorbance aprés une minute

L’activité de I’enzyme est calculée selon 1’équation suivante :

K
U/mg:;

n: mg de protéines en mg présentent dans le volume de 1’échantillon utilisé.
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Ul/mg de Pro : pmole d’H,0, consommé/min/mg de protéine

I11. Evaluation statistique

L’évaluation statistique est effectuée par le logiciel Graph Pad Prism 6. Les
valeurs du groupe Témoin et celles des groupes traités par 1’extrait Nbutanolique de la
Genista sp sont analysées par one-way analysis of variance (ANOVA) suivi par
Student. Les résultats sont donnés sous forme de moyennes et écart-types pour 3 rats
dans chaque groupe. Les résultats sont exprimés en moyenne * écart-type, n = 3 :
Différence non significative P > 0.05 ;P < 0.05 ; P < 0.01.

L\
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Résultats

|. L’effet néphroprotecteur de I’extrait n-butanolique de Genista sp.

Sur la fonction rénale

Le tableau 4 représente 1’influence d’un traitement de 10 jours par 1’extrait n-
butanolique de Genista sp sur les taux sériques de ’urée et la créatinine chez des rats

atteints de la néphronoxicité par la gentamicine.

Tableau 4 : L’effet protecteur de I’extrait n-butanolique de Genista sp sur la fonction rénale

altérée par la gentamycine

Groupes / Paramétres Urée (mg/dL) Créatinine (mg / dL)
Control 21,17 £1,86 0,44+0,071
Gentamycine 173,47 +4,93** 3,22+0,47**
Gentamycine +Genista | 61,297+4,379** (73,65 %) 1,4+0,144 ** (65,25 %)

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart-type, n = 3.

NS : Différence non significative P > 0.05 ; *P < 0.05 ; **P < 0.01.

Les résultats obtenus dans notre travail ont montré que I’administration
journaliére de la gentamicine (80 mg / Kg) a provoqué une augmentation hautement
significative (p<0.01) dans la concentration de 1’urée sérique par rapport au témoin.
Cependant un traitement de 10 jours par [I’extrait n-butanolique de la Genista sp a
diminué significativement (p<0.01) 1’urémie (73,65 %). En effet, ce taux reste quand

méme supérieur a celui du groupe sain témoins.

D’autre part, La néphrotoxicité induite par la gentamicine se manifeste
également par une augmentation hautement significative (p<0.01) de la créatinémie
dont le taux a diminué significativement (p<0.01) (65,25 %) en traitant les rats par

I’extrait n-butanolique de Genista sp. (200 mg / Kg).
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Il. EFFET DE LA Genista sp SUR LES PARAMETRES DU
STRESS OXYDANT

I1.1. Variation des concentrations en molonydialdéhyde (MDA)

Les concentrations en MDA ont été déterminées sur des fractions cytosoliques

des reins.

La figure 15 représente la variation du taux rénal en MDA chez des rats traités
quotidiennement avec la gentamicine et des rats traités avec la gentamicine plus

I’extrait n-butanolique de la Genista sp par rapport aux témoins.

Nous avant constaté que chez les rats traités par la gentamicine, la
néphrotoxicité provoquée est associée a une peroxydation lipidique exprimée par
I’augmentation du taux du MDA au niveau rénal. Par contre un traitement de 10 jours
par I’extrait de la Genista sp a baissé le taux du MDA de 77.13 %. En effet, ces taux

restent légerement supérieurs a ceux des rats sains témoins.
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Figure 15 : Effet de I’extrait n-butanolique de Genista sp sur le taux du MDA

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart-type, n = 3

NS : Différence non significative P > 0.05 ; *P < 0.05 ; **P < 0.01.
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11.2. Variation le taux rénal en glutathion réduit GSH

Les résultats de 1’¢tude de I’influence d’un traitement 10 jours par 1’extrait n-
butanolique de Genista sp sur le taux tissulaire du GSH sont rassemblés dans la figure
16.

Chez les rats traités par la gentamicine, nous avons constaté une diminution
significative du taux du GSH rénal par rapport a celui enregistré chez les témoins sains
(P<0.01).

Par contre, la déplétion du glutathion réduit (GSH) rénal causée par la
gentamicine a été restaurée par I’administration de par ’extrait n-butanolique de
Genista sp pendant 10 jours a la dose quotidienne de 200 mg/kg ou nous avons constaté

une augmentation significative 55.13 % (P< 0.01).

18
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Figure 16 : Influence de I’administration de I’extrait n-butanolique de Genista sp sur la
concentration rénale en GSH

NS : Différence non significative P > 0.05 ; *P < 0.05 ; **P < 0.01.

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart-type, n = 3.
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11.3. Activité de la catalase (CAT) hépatique et rénale

La figure 17 représente les résultats de 1’influence d’un traitement de 10 par

I’extrait n-butanolique de Genista sp sur ’activité de la CAT dans les reins des rats.

Nous avant constaté une réduction significative (P< 0.01) de I’activité de la CAT
au niveau des reins chez les rats traités par la gentamicine par rapport a celles des rats
sains témoins. Par ailleurs, I’administration de I’extrait n-butanolique de Genista sp
(200 mg / Kg) a permis une augmentation hautement significative de 65.75% de

I’activité de la catalase cytosolique réduite par I’administration de la gentamicine.

70
60 B R4 Ve T e

Pt 65,75 %
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20 |

control gentamycin genatamycin + Genista

Figure 17 : L’effet de I’extrait n-butanolique de Genista sp sur I’activité de la CAT

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart-type, n = 3.

NS: Différence non significative P > 0.05 ; *P < 0.05 ; **P < 0.01.
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Discussion

Les néphropathies médicamenteuses sont géneralement des atteintes rénales aigues
qui ne persistent que le temps du traitement. Cependant, certaines évoluent vers 1’atteinte
rénale chronique et peuvent conduire a’ I’insuffisance rénale chronique terminale (Gueguen

etal., 2012).

La fréquence de I’atteinte rénale médicamenteuse est difficile a évaluer. Elle est
estimée a 16 % dans une étude portant sur des patients admis a 1’hopital et a 19 % dans une

étude portant sur des patients en soins intensifs (Karie et al., 2010).

La gentamicine (aminoside) est un antibiotique bactéricide dont D’activité est
concentration-dépendante, c’est-a-dire dont 1’efficacité (vitesse de bactéricidie) est
directement corrélée aux concentrations sériques (Rougier et al., 2003).

Il a été estimé que jusqu'a 30% des patients traités avec la gentamicine pour plus
de 7 jours montrent des signes d'insuffisance rénale. La néphrotoxicité de la gentamicine a
été étudiée dans plusieurs modeles expérimentaux tels que les lapins, les souris et les rats
(Ali et al., 2011). Différents chercheurs ont utilisé des doses différentes, comprise entre 8 et
80 mg / kg / jour pour produire des lésions rénales (Chakrabarty & Thawani, 2011).
Toutefois, ces effets toxiques ne sont associées, que si le médicament est pris de cing a dix

fois avec des doses normales (Tanaka et al., 2012 ; Dubey et al., 1983).

Dans une tentative de protéger ou inverser les dommages rénaux provoqués par la
gentamicine, Plusieurs stratégies et divers agents ont été utilisés en méme temps que
I’antibiotique, avec divers degrés de succés. Mais a I’heure actuelle, il n’existe aucun
traitement spécifique avec une protection fiable contre la néphrotoxicité induite par la

gentamicine (Ali et al., 2011).

Par ailleurs, plusieurs études expérimentales in vivo et in vitro ont été publiées sur
I’implication des mitochondries rénales dans la néphrotoxicité de la gentamicine et le réle
des molécules a pouvoir antioxydants des plantes médicinales et des flavonoides, soit

dans I’atténuation soit dans la prévention de cette néphrotoxicité (Ali et al., 2011).

Les études littératures sur le genre Genista sp ont révélé la présence de plusieurs
molécules connues par leurs capacités antioxydantes tels la génistéine, 1’isoprunétine
Toxifoline, ’orobol, ainsi que plusieurs autres composés phénoliques (Pistelli, 1998 ;
Pistelli et al., 2000 ; Noccioli, 2011).
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A partir de ces données, nous nous sommes fixes les objectifs suivants :

- Etudier 1’effet néphroprotecteur de I’extrait de I’extrait n-butanolique de la Genista
sp des rats atteint une néphrotoxicité par administration de la gentamicine par

mesure de 1’urée et la créatinine sanguine.

- Evaluer le pouvoir antioxydant de 1’extrait de 1’extrait n-butanolique de la Genista sp
et de sa capacité de protéger les tissus rénaux des dommages tissulaires qui peuvent
étre causés par la production excessive des especes réactives de 1’oxygéne et des
produits de peroxydation lipidiques aprés un traitement par la gentamicine par
mesure du taux du mlonyldialdéhyde (MDA) du Glutathion réduit (GSH) de

I’activité de la catalase (CAT) rénal.

La gentamicine induit une néprotoxicité caractérisé par 1’élévation des marqueurs
biochimiques ; créatinine et urée, cependant, elle est structurellement associée a une atrophie
glomérulaire, nécrose tubulaire et la fibrose et cedéeme périvasculaire, I'inflammation et la
congestion glomérulaire (Al-Shabanah, 2010 ; Soliman et al., 2007). Ces caractéristiques

sont associées a une atteinte rénale.

Dans notre étude, on a constaté que 1’administration quotidienne de la gentamicine a
une dose de 80 mg / kg pendant une période de 10 jours a provoqué une augmentation
hautement significative (p<0.01) dans la concentration de la créatinine et de [’urée

plasmatique, chez le groupe des rats traités avec la GM comparativement au groupe témoin.

En outre, la concentration de la créatinine plasmatique est un indicateur plus puissant
que l'urée dans les premiéres phases de la maladie rénale (Gilbert et al., 1989). Cependant,
I’¢lévation significative de 'urée et de la créatinine dans le groupe des rats traités avec la
gentamicine représente un indicateur de la nécrose tubulaire sévere (Yoshikawa et al.,
2006).

Nos résultats sont en accord avec ceux apportés par Yaman & Balikci, (2009) qui ont
constaté que, chez des rats males de souche Wistar albinos, I’injection de la gentamicine a
une dose de 100 mg / kg provoquait une augmentation du taux de la créatinine et de I’urée
plasmatique et ils ont indiqué que ces conditions sont dues a une lésion du parenchyme
rénale. De méme, Selon Gilbert et al. (1989) ont eux aussi enregistré des résultats similaires
et suggérent que 1’augmentation des taux sérique de 1’urée et de la créatinine chez le groupe

témoin peut étre expliquée par le fait que la capacité du rein a filtrer la créatinine est réduite
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pendant le dysfonctionnement rénal en raison de diminution du taux de la filtration
glomérulaire provoquée par la gentamicine. Ainsi, l'augmentation du taux de la créatinine

sérique est une indication d'un dysfonctionnement rénal (Perrrone et al., 1992).

Dans notre étude, nous avons constaté que 1’administration orale de I’extrait n-
butanolique de la Genista a une dose journaliére de 200mg/kg a permis de protéger les rats
contre la néphrotoxicité induite par la gentamicine, encore mieux, elle a méme permis de
diminuer d’une maniére significative (p<0.01) le taux sérique de I'urée (73,65 %) et de la

créatinine (65,25 %) par rapport aux témoins traité par la gentamicine .

Ces résultats sont en accord avec ceux publiés par Raju et al. (2011), qui ont constaté
que I’administration orale de I’extrait de la plante Tecoma stans, une plante dont les
composes peuvent étre semblable avec ceux de la Genista, a une dose de 300 mg / kg a
provoqué une diminution significative (P>0.01) de la concentration de 1’urée et de la
créatinine plasmatique et qui ont suggéré que cet effet est di probablement a son puissant

effet antioxydant.

Le stress oxydatif est I'un des facteurs conduisant a [linitiation de processus
pathologiques rénales telles que l'insuffisance rénale aigué ou progressive, néphrite tubulo-
interstitielle, la glomérulonéphrite, la néphropathie obstructive et I'nypertrophie tubulaire
(Galle, 2001). Le stress oxydatif accru pourrait étre di a l'action exogéne de produits

chimiques toxiques et les effets secondaires des médicaments (De Zwart et al., 1999).

Plusieurs études ont documenté l'importance des métabolites réactifs de I'oxygene
(ROM) dans la gentamicine induisant des lésions rénales (Nitha & Janardhanan, 2008). La
néphrotoxicité des médicaments est généralement associée & leur accumulation dans le
cortex rénal, ca dépend de leur affinité aux reins et a la cinétique du processus de piégeage

du médicament (Noorani et al., 2011).

Dans notre étude, on a enregistré une augmentation hautement significative (P<0.05)
du taux de MDA chez le groupe des rats injectés par la gentamicine comparativement au

groupe des rats sains témoins.

Ces résultats viennent donc pour confirmer les premiéres conclusions d’ Karahan et
al. (2005) qui ont suggérés que le taux de MDA a été élevé d’une maniére significative (p <

0.05) aprés un traitement de 6 jours avec la gentamicine a une dose de 100 mg / kg.
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Cette augmentation peut probablement étre le résultat de I’augmentation des ROS qui
attaquent les acides gras polyinsaturés de la membrane cellulaire et provoque la
peroxydation lipidique (Battacharya et al., 1997). L’augmentation de la peroxydation
lipidique affaiblit le fonctionnement des membranes par la baisse de la fluidité membranaire
et par la diminution de I’activité des enzymes et des récepteurs liés aux membranes. Ces
produits de la peroxydation lipidique sont nocifs pour les cellules de I’organisme et sont
associe a des dommages des reins ainsi que plusieurs autres dommages tissulaires (Kakkar et
al., 1998).

Les résultats obtenus dans notre étude ont révelé que I’administration de 1’extrait n-
butanolique du Genista a une dose de 200 mg / kg a permis de réduire d’une maniére
hautement significative (P<0.01) la concentration rénale en MDA (77.13 %) dans le groupe

des rats administrés par la GS par rapport a celui des témoins.

Nos résultats concordent avec plusieurs d’autres études comme celle publiée par
Paoulomi et al (2012) qui ont constaté que, chez des rats traités par la gentamicine, une
supplémentation par un extrait aqueux de Aloebar badensis provoque une diminution

hautement significative du taux rénale en MDA.

Ces résultats suggérent que I’extrait n-butanolique de la Genista sp a pu protéger les
tissus rénaux contre le stress oxydant et I'action cytotoxique induite par la gentamicine, donc
il a pu améliorer la néphrotoxicité par inhibition de la peroxydation lipidique. La présence
des flavonoides pourrait étre responsable de la protection antioxydante et de D’activité
néphroprotectrice.

Les résultats de notre criblage phytochimique sont en accord avec plusieurs rapports
publiés sur un type de plante C. medica, qui ont montré la présence de plusieurs flavonoides.
Il est suggéré que l'activité de la protection rénale de 1’extrait de C.medica pourrait étre due
a ses propriétés antioxydantes. La présence de flavonoides pourrait étre responsable de la
protection antioxydante et de I’activté néphroprotectrice (Fouad et al., 2014 ; Hermenean et
al., 2013).

En plus de l'augmentation du taux de MDA, on a marqué une diminution
significative (P<0.05) du taux de GSH et de la catalase chez le groupe des rats injectés par la

gentamicine comparativement au groupe des rats sains témoins.
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Loven et al (1986) suggérent que la diminution de la concentration du GSH dans les
cellules peut étre due d’une part a un accroissement de son utilisation par les cellules, et
d’autre part a une diminution de la synthése du GSH ou une augmentation de sa dégradation

au cours du stress oxydant.

On outre, notre étude révéle qu’un traitement de 10 jours par 1’extrait n-butanolique
de la Genista sp (200 mg / kg) a permis d’augmenter d’une maniére significative la
concentration du GSH dans les reins (65.75 %) chez les rats traités par rapport aux rats

témoins traités par la gentamicine.

Nos résultats sont en accord avec ceux apportés par Ajith et al (2008) qui ont montré
que 1’élévation du taux de GSH est due au mécanisme protecteur qui pourraient fournir des

réactions de détoxification dans le rein.

La gentamicine provoque la diminution de 1’activité des enzymes antioxydantes dans
les reins (Karahan et al., 2005 ; Ajith et al., 2008).

De nombreuses études ont rapporté que I’activité de la CAT diminue lors d’un
traitement par la gentamicine. Cette condition est adéquate avec nos resultats ou on a
constaté une baisse significative de ’activité de la CAT chez les rats traités par la

gentamicine par rapport aux sains témoins.

Ajith et al., (2008) ont trouvés une diminution ’activité de la catalase au niveau des
reins aprés un traitement des rat par la gentamicine. Donc, la diminution de I’activité de la

CAT pourrait étre résultat de I’inactivation de I'enzyme par 1’anion superoxyde.

Dans notre étude on a constaté qu’un traitement de 10 jours par I’extrait n-
butanolique de la Genista sp (200 mg / kg) a provogué une augmentation significative de
’activité de la CAT dans les reins (65.75%) par rapport aux rats traités uniquement par la

gentamicine.

L’augmentation de D’activité de la CAT laisse penser que cette défense oxydante
pourrait €tre réactivée par des principes actifs présents dans 1’extrait, qui ont pu provoquer
une augmentation de la capacité de détoxication par I'amélioration de la capture des radicaux

libres.

Les résultats de Dactivité de la CAT et de la concentration du GSH et du MDA

montrent clairement que ’extrait n-butanolique de la Genista sp posséde une activité de
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capture des radicaux libres trés efficace, cela pourrait exercer une action bénéfique contre les

altérations pathologiques causées par les radicaux libres.

En conclusion, la néphrotoxicité induite par la GM peut étre liee a des dommages
oxydatifs. La co-administration du Genista a diminue les effets toxiques de la GM a la fois
en inhibant la formation de radicaux libres et la restauration des systemes antioxydants.
D'autres enquétes sur le mécanisme d'action du Genista sont nécessaires et peuvent avoir un
impact considérable sur les futurs traitements cliniques de patients souffrant d'insuffisance

rénale.
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Conclusion et perspectives

L’étude des parameétres associés a la néphrotoxicité est une étude trés vaste et
multifactorielle. Plusieurs facteurs interviennent dans la progression de cette pathologie
qui représente la premicre cause de 1’insuffisance rénale dans le monde.

Les plantes médicinales sont la source de la majorité des antioxydants naturels et
elles restent encore sous exploitées dans le domaine médicale et I’industrie
pharmaceutique. Sachant que les antioxydants jouent un réle majeur dans la prévention
des maladies, le développement de nouveaux médicaments a base d’antioxydants
d’origine naturelle doit étre a I’ordre de jour.

Dans le présent travail, nous nous sommes intéressés a 1’évaluation de 1’activité
néphroprotectrice et anti oxydante de 1’extrait n-butanolique de la plante Genista sp
suite a une néphrotoxicité induite par la gentamicine chez des rats de type wistar
albinos.

L’administration intra-péritonéale de la gentamicine (80 mg / kg) pendant 10
jours a provoqué une perturbation des paramétres de 1’atteinte de la fonction rénale chez
les rats. Cette perturbation est associée a une altération des reins. De plus, le statut
antioxydant a été affecté, suggérant ainsi que la gentamicine altére le systéme
antioxydant au niveau rénal ce qui génere un état de stress oxydant.

L’administration de la Genista sp en concomitance avec la gentamicine a fait
diminuer le niveau de la toxicité, en modulant les niveaux des biomarqueurs de stress
oxydant, et en régulant I’activit¢ des enzymes antioxydantes (diminution de la
concentration du MDA, élévation du taux du glutathion réduit (GSH), et de I’activité de
la catalase (CAT) dans les reins). Cette combinaison a aussi révéelé une amélioration du
taux de la créatinine et de I’urée sérique.

Les résultats obtenus ont permis de mettre en évidence 1’action protectrice du
Genista et sa capacité a moduler les effets toxiques causés par la gentamicine.

Cette recherche nécessite d’autres études approfondies pour mieux se concentrer
sur les effets révélés. Il serait souhaitable de developper cette étude en mesurant
d’autres parametres du statut antioxydant (SOD, Vitamine E, glutathion-S-
transférase,...etc). Il serait intéressant aussi de déterminer la distribution et la
concentration de la gentamicine dans le sang, les urines et quelques organes cibles. Des
¢tudes a I’échelle moléculaire sont nécessaires pour déterminer d’une part les composés
actifs du Genista, et d’autre part le mécanisme par lequel ces composés accomplissent

leur role.
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Etude de la néphrotoxicité induite par la gentamicine : effet préventif d’une plante médicinale
endémique a PALGERIE «Genista »

Résumé

L’objectif de ce travail est d’étudier I’effet protecteur de I’extrait butanolique de Genista sp
sur I’effet stressant de la gentamicine chez les rats et le rdle de cette plante, en réduisant ou éliminant

les effets cytotoxiques induits par la gentamicine.

Pour cela, 18 rats males Albinos Wistar, ont été répartis en 3 groupes de 6 rats pour chacun. Le
premier servant un témoin qui a recu quotidiennement par gavage de 1’eau physiologique (NaCl
0.9%), le deuxieme, a recu la gentamicine d’une dose de 80 mg/Kg/jours par injection intrapéritoniale
pendant 10 jours, le troisiéme, traité par la combinaison entre 1’extrait butanolique de Genistat sp par
gavage a une dose de 200 mg/Kg plus la gentamycine par injection intrapéritoniale a une dose de 80

mg/Kg pendant la méme période.

A partir de I’analyse de nos résultats, on a observé une augmentation considérable du taux de la
créatinémie et de 1’urée chez le groupe des rats traité par la gentamicine par rapport au groupe des

témoins.

On a également observé que les résultats obtenus mettent en évidence une perturbation du
potentiel détoxifiant exprimé par la diminution du taux de glutathion rénal chez les rats traités avec la
gentamicine par rapport aux animaux témoins et prétraités. Ainsi une diminution de I’activité

enzymatique de CAT chez les mémes rats.

Par ailleurs, la suplémentation de 1’extrait N butanolique de Genista sp pendant 10 jours a une
dose journaliere de 200 mg/kg a provoqué une diminution significative de la concentration sérique de

I’urée (73.65 %), et de la créatinine (65.25%) chez les rats traités par la gentamicine.

D’autre part, I’extrait N butanolique de Genista sp a également entrainé une nette amélioration
du statut antioxydant dans les reins. En effet, la diminution de la concentration du malonyldialdéhyde
(MDA) de 77.16 %, I’accroissement du taux du glutathion réduit (GSH) de 55.13 %, et I’augmentation
de l'activité de la catalase (CAT) de 65.75 % dans les reins chez les rats traités par la GM montrent

que I’extrait N-butanolique de Genista sp posséde une haute activité antioxydante.

En conclusion, la présente étude suggére que la Genista sp a un effet bénéfique sur la
néphrotoxicité provoquée par la gentamicine et du stress oxydant, en activant les enzymes

antioxydantes et en diminuant la peroxydation lipidique au niveau rénale.

Mots clés : Gentamicine, Genista sp, rats, uree, créatinémie, stress oxydatif, antioxydant,
GSH, CAT.



Study of the gentamicin -induced nephrotoxicity : preventive effect of endemic medicinal plant
Algeria " Genista "

Abstract

The objectif of this work is to study the protective effect of butanol extract of Genista sp
against the stressful effect of gentamicin in rats and the role of this plant, reducing the cytotoxic

effects induced by gentamicin.

For this, 18 male albinos Wistar rats were divided into 3 groups of 6 for each. The first used a
witness who received daily gavage of physiological saline (0.9% NaCl), the second, received
gentamicin at dose of 40 mg / kg / day by intrapéritoniale injection, the third, treated with the
combination of butanol extract of Genista sp by gavage at a dose of 200 mg / kg plus gentamycin by

IP injection at a dose of 40 mg / Kg.

The rats are treated daily for 14 days. From the analysis of our results, we observed a
significant increase in the rate of créatinémia and urea in treated rats by gentamicin alone, but no

change in these parameters in the control group.

We also observed that the results obtained highlight the detoxifier potential expressed by the
reduction in renal glutathione levels in rats treated with gentamicin compared to control and pretreated
animals. While, we observed a decrease in enzymatic activity of CAT in the same rats.

Furthermore, the suplémentation of butanol extract of Genista sp modified the toxic effects of
gentamicin and showed that flavonoids are powerful and effective antioxidants against oxidative stress

induced by this antibiotic.

On the other hand, N butanol extract of Genista sp also resulted a significant improvement in
antioxidant statu in the kidneys. Indeed, the decrease of the concentration of of malonyldialdehyde
(MDA) of 77.16%, the increase of the rate of reduced glutathione (GSH) of 55.13%, the increased
activity of catalase (CAT) of 65.75% in the kidneys of rats treated with GM show that N-butanol
extract of Genista sp has a high antioxidant activity.

in conclusion, the present study suggests that the Genista sp has a beneficial effect on the

nephrotoxicity caused by gentamicin and oxidative stress.

Keywords : Gentamicin, Genista sp, rats, urea, creatinine, oxidative stress, antioxidant, GSH,
CAT
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Résumé :
L’objectif de ce travail est d’étudier 1’effet protecteur de 1’extrait butanolique de Genista sp sur I’effet

stressant de la gentamicine chez les rats et le role de cette plante, en réduisant ou éliminant les effets
cytotoxiques induits par la gentamicine.

Pour cela, 18 rats males Albinos Wistar, ont été répartis en 3 groupes de 6 rats pour chacun. Le
premier servant un témoin qui a regu quotidiennement par gavage de 1’eau physiologique (NaCl 0.9%), le
deuxiéme, a recu la gentamicine d’une dose de 80 mg/Kg/jours par injection intrapéritoniale pendant 10 jours,
le troisiéme, traité par la combinaison entre 1’extrait butanolique de Genistat sp par gavage & une dose de 200
mg/Kg plus la gentamycine par injection intrapéritoniale a une dose de 80 mg/Kg pendant la méme période.

A partir de ’analyse de nos résultats, on a observé une augmentation considérable du taux de la créatinémie et
de I'urée chez le groupe des rats traité par la gentamicine par rapport au groupe des témoins.

On a également observé que les résultats obtenus mettent en évidence une perturbation du potentiel
détoxifiant exprimé par la diminution du taux de glutathion rénal chez les rats traités avec la gentamicine par
rapport aux animaux témoins et prétraités. Ainsi une diminution de ’activité enzymatique de CAT chez les
mémes rats.

Par ailleurs, la suplémentation de I’extrait N butanolique de Genista sp pendant 10 jours a une dose
journaliere de 200 mg/kg a provoqué une diminution significative de la concentration sérique de 1’urée (73.65
%), et de la créatinine (65.25%) chez les rats traités par la gentamicine.

D’autre part, I’extrait N butanolique de Genista sp a également entrainé une nette ameélioration du
statut antioxydant dans les reins. En effet, la diminution de la concentration du malonyldialdéhyde (MDA) de
77.16 %, I’accroissement du taux du glutathion réduit (GSH) de 55.13 %, et I’augmentation de l'activité de la
catalase (CAT) de 65.75 % dans les reins chez les rats traités par la GM montrent que 1’extrait N-butanolique
de Genista sp posséde une haute activité antioxydante.

En conclusion, la présente étude suggére que la Genista sp a un effet bénéfique sur la néphrotoxicité
provoquée par la gentamicine et du stress oxydant, en activant les enzymes antioxydantes et en diminuant la
peroxydation lipidique au niveau rénale.
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