L) Agda) jiasal) 4 i) 3ad) Ay ggeand)
REPUBLIQUEALGERIENNEDEMOCRATIQUEETPOPULAIRE

el Gl g Mad) adail) 5515

MINISTEREDEL’ENSEIGNEMENTSUPERIEURETDELARECHERCHESCIENTIFIQUE

Université des Fréres Mentouri Constantine Uphiud o) gite 3 AY) daaly
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie 3Ladl g daphal) agle Al

Département : Biologie Animale. ¢sal basls : ad

M émoir e présenté envue de I’obtention du Dipl6me deM aster
Domaine: Sciencesdela Natureet delaVie
Filiere : Sciences Biologiques
Spécialité: Toxicologie

[ntitulé&:

L’effet protecteur dela plante Ephedra alata (Alenda) vis-a-
visde la néphrotoxicité induit par la gentamicine

Présenté et soutenu par: L e19/09/2021
- NEMDILI Ismahane

- GHOUL Hiba

- FOUGHALI| Doha Malak EI Rahmene

Jury d’évaluation:
Président dujury:LALAOUI Korrichi Pr-UFM Constantinel.
Rapporteur : BOUBEKRI Nassima MCA-UFM Constantinel.
Examinateurs :BEKOUCHE Khadidja M CB-Research Centre Pharmacuetical science

MOURI Fouzia M CB-UFM Constantinel.

Année universitaire
2020- 2021



Remer ciements

Nous remercions en premier lieu ALLAH le tout puissant pour toute la volonté
et le courage qu’il nous avons donné pour I’achévement de cette mémoire.

Nos sinceres remerciements vont a nos encadreur : Madame Boubekri qui nhous a
fait I’honneur d’avoir guidé et diriger cette étude. De debut jusqu’a la fine nous
la remercions également pour sadisponibilité et son aide tout au long de cette
modeste travall

Nous exprimons nos profonds remerciements aux membres de jury Dr
lalaoui ;Dr mouri fouzia; Dr bekhouche qui ont bien voulu examiner ce travail

Un remerciement spécial ala Doctorante Laraba meriem pour ses conseils, sa
serviabilite.
Un grand merci accompagné de notre profond respect et notre gratitude envers

les professeurs, les maitres de conférence et les maitres assistant de département
de biologie animal

Nous tenons également a remercier toute I’équipe du laboratoire ou nous avons
fait notre travall pratique

Enfin, nous adressons nos plus sinceres remerciements a toutes L es personnes
qui auront contribué de prés ou Deloin al'éaboration de ce mémoire. Merci a
toutes et atous.



Dédicace

A En premier lieu je remercie Allah le tout puissant de m’avoir donné la volonté, la santé et
le courage pour réaliser cetravail

Je dédie ce mémoire a:
Mes chers parents,
Je vous remercie pour la confiance inaltérable que vous m’avez accordée.Merci d’étre
toujours prét & me donner sans compter et sans limite.Merci de m’avoir soutenue, d’avoir cru

en moi, de m’avoir transmis I’amour du travail et de m’avoir donné les moyens de parvenir
jusqu’ici.J’espére que j’ai pu vous rendre fiers de moi.

Mon pére YOUCEF, qui peut érefier et trouver ici le résultat de longues années de sacrifices
et de privations pour m'aider a avancer danslavie. je prie le bon dieu de veiller sur toi, en
espérant que tu seras toujours fier de moi.

A lalumiére de mesjours, la source de mes efforts, la flamme de mon coeur, mavie et mon
bonheur ; maman que j’adore. Mamére BRAHMIA RAHIMA , pour leur soutien, leur
patience et leur engagement et encore un peu pour leur patience, merci pour lesvaeurs

nobles, I'éducation et le soutient permanent venu de toi ; Que dieu vous protege.

A mon seul frére NASER EDINNE qui m'atant aidé danslavieTu étais et tu seras toujours
mon meilleur frere et ami. Je t’aime

A ma chére tante DJAMILA qui est ma seconde mére, merci pour tout. Je t'aime

A Mon fiancé ZOUINA ISLEM :Aucun mot ne saurait t'exprimer mon profond attachement
et ma Reconnaissance pour I’amour, latendresse et la gentillesse dont tu m’as toujours
entouré.Cher mon amour j'aimerai bien que tu trouve dans ce travail I'expression de mes
sentiments de reconnai ssance

Au pére et alamere de mon fiancé pour m'avoir aidé avec beaucoup de choses
A matante MOUNIRA, merci pour votre soutien continuJe t’aime

A toutes mesamis HIBA , DOUHA, SARA ,FAYZA, SANA, IKRAM , ZAINEB



Dédicace

En premier lieu je remercie Allah le tout puissant de m’avoir donné la volonté, la santé et
le courage pour réaliser cetravail

je dédie cetravall

A mafamille,

elle qui m'adoté d'une éducation digne, son amour afait moi ce que je suis aujourd'hui
A mon trés cher pére Ghoul Rachid,

Tu astoujours été pour moi un exemple du pére respectueux, honnéte, de la personne
meéticuleuse, je tiens a honorer I'nomme que tu es. Grace atoi papaj'a apprisle sensdu
travail et de laresponsabilité. Je voudrais te remercier pour ton amour, ta générosité, ta
compréhension

Ton soutien fut une lumiere dans tout mon parcours. Aucune dédicace ne saurait
exprimerl'amour I'estime et le respect que j'al toujour eu pour toi

Je t'aime papa et j'implore le tout puissant pour qu'il t'accorde une bonne santé et unevie
longue et heureux

A celle qui m'a porte dans son ventre neuf moi,

qui m'a entouré d'amour, ma mere Fellehi Nora, vous avez guetté mes pas,et m'avez
couve de tendresse, ta priére et la bénédiction m'ont éé d'un grand secours pour mener a bien
mes éudes

Vous m'avez aidé et soutenu pendant de nombreux années avec a chague fois une
attention renouvlée, que dieu te garde de son vaste paradis

A ma sceur Maria,

jene pourrais jamais imaginer lavie sans toi, tu comptes enormément pour moi, tu esla
sceur qui assure son role commeil faut, je n'oublierais jamais ton encouragement et ton
soutien le long de mes études, je t'aime beaucoup

je te souhaite beaucoup de succés, et une vie pleine de joie et de bonheur

A mes chers amis,

En souvenir de nos échats derire, et de bons moments, en sevenir de tout ce qu'on avécu
ensemble, j'espére de tout mon cceur que notre amitié durera éternallement



Dédicace
Je dedie ce travaitle A

A ALLAFE LETOUT PUISSANT

Oh 1 Mon seigneur, Tu m’as fait trébucher pour me permettre de
mieux apprécier ta grandeur. Gloire a Toi ! Nous n’avons dii savoir
que ce que Tu nous as appris. Certes c’est Toi L’Omniscient, Le Sage.

[Sourate 1 ver32.]

U la mémaire de man pere

Aucun mot ne pourra exprimer ma grande tristesse en ton
absence...Ton visage gai et souriant, Ta tendresse infinie, Et ton
amour incomparable, Resteront a jamais gravés dans mon cceur
Jespere que tu es fier de moi papa.

Que ton ame repose en paix...
U ma chere mene
Pour I’affection, la tendresse et 'amour dont tu m’a toujours

entouré. Puisse le grand puissant te donner bonne santé et longue vie.

(A mes tres cheres sceurs, et mon frere

Tous mes voeux de bonheur, de santé et de réussite.






SOMMAIRE
Liste des abréviations
Liste des tableaux

Liste des figures

INTRODUCTION
CHAPITRE I: REVUE BIBLIOGRAPHIQUE
[-L ‘@PPATEII UFINAITE .eeevvetreiiie ettt st et es et e ebe e ea s e s aesbenseenne sbesenesrneesaestensenns
[ R = =Y o OO OO T OO PPTR
[-1-1-Anatomie fonctionnelle du riN.......cccuceeieiciiceccece e e e e
[-1-T1-0-L NEPNION ...ttt ettt et ee s e b e e e sbeebesreesaessbensesnnesbestesnnennes
[-1-T1-2-L8 BIOMEBIUIE.....eeecte ettt ettt et et sr b e a e b b sreaebses e neesrestesnees
[-1-1-3-Le SYStEME TUDUIGITE......cvieeetreteeece ettt st sre e e b s eesaennes
A-TUDUIE PrOXIMalB...uieieeiecie ettt ettt et e e er s e e s sbeeresane s aesbennes
D-L'aNSe d@ HENIG.......c.ooeeeeeeee ettt sttt sttt e e e e e e e aenen
C-TUBUIE dISTAl ot e s st st st st st st sae e e en
(o B WU oYl oo ] | F=Tot T OO U P R UT
e-Appareil juxta glomErulaire (AJT... et e s
[-1-2-La Phésiologie réNale.........civivirininirecece et e e e e
[-1-2-1-Formation de ['urin@définitiVe.........ccueceeceie e
*La filtration glOMErUIQIre.......cvveee et e st
*READSOrPLION tUDUIAINE.....ceeeeieeee e
*La SECrEtiON TUDUIAINE ....oeveeveeieiectcet ettt et n s
[-1-2-2-FONCLION ENAOCIINE....c.ueeiie ettt ettt e steste e ss s s e e e e e ete e e e e
1-1-2-2-1-ErythrOPOIBLING ....eevveveceree et eiss sttt s e e sss et eas
[-1-2-2-2-VITAMINE Dottt s s ev e st sae e s e eaaee s e e eaane s e eeaaes
[-1-2-2-3-systeme rénine-angiotensine aldoStérone........ccoccoeeeieieineeininee e
[I-Néphrotoxicité des MEdICAMENTS ....ccucviiiiriiircre e
[I-1-mécanisme des IESIONS FENAIES........cceeeeceeriieieec ettt v e
[I-1-1-Insuffisance rénale fonctionnelle.............ccueveeceece e
[I-1-2-Atteinte rénale aigue toxique organique (Les IRApareeeymateuses)..................
[1-1-2-1-NEécrose tUbUIAINE @IBUE .....cceeveereireieieieectreeteste ettt sbr e e e e e e s e eennnanees
[1-1-2-2-Néphropathies interstitielles @iGUES.........ccieeiieiriceieierceece et e
[1-1-3-Insufisance rénale aigue POStE-TENAIE........ccccecceeeeeerveiicece et et
[1-1-4-les iNtOXIiCAtioNS CArONIGQUES.......cvirvetiieeete ettt et eer b sresbesreenneeraes
[1-1-4-1-La néphropathie des analgésiqUES..........cuueerecieienrecrreeineeerreeeee e
[1-1-4-2-La néphropathie [i€e aux laXatifs......cccuvieveieireceieeircrecee et er e
[lI-Modele de néphrotoxiCité: La GENTamMICINE....ccucieceieeire ettt ettt e
1 R I T3 T 11 T 1] o 1= TSP RRR
|| R R B 1= =T o | = [ 0 1 ol 1 = ST
H1-1-1-1-PharmacoCin@liQUE.....cccocuecueieieeerectriieree st et ce et e e saesbeste s sessenseennesresbesnnensens
[1-1-1-2-Mécanisme d'aCtiON.......ccciveireiriiecece e e r et s ere e
[11-1-1-3-La néphrotoxXiCité des amiNOSIAES.......cccvvicvireire ettt et et er st nes
[1I-1-1-3-1-Aspect biologique de la néphrotoxicité des aminosides..........ccoeeveeerreereevennnns

O 00000000 NNNNNNNNNNOTU PP WER

P R R RPRPRRPRRPRRPRRPRPRPRPRPRRLRRPRPR
OV UDWWWWNNNNRRRRO



a-La gentamicine provoque un stress oxydatif ...............

b-Augmentation de la phospholipidose,inhibition de la Na+/K+ ATPase..................

[11-1-1-3-2-Facteus favorisants........cccoceceeeceve e e e,
[11-1-1-3-3-Prévention de la néphrotoxicité des aminosides...
IV-L'especeEphedraAlata.......cccoeeieininininincnce e
IV-1-Description botaniquUe.......cceceeceeveievevie s
[V-2-Position systématique .......ccceveveevercenieneeeeeeeseese s
IV-3-Origine et répartition géographique........c.coccecereeeruenennee
IV-4-L'utilisation en médecine traditionnelle...........................
IV-5-La chimie de 1a plante ......ccoeveveieiieiieie e
V-Les flavonOides ........ccccceeueeueieieieieierierest e

V-1-Structure des flavonoides..........cceceeveeveeececeveecee e
B S =170 T o) TR
B L =17 [T o 1< OO TR
HEIAVAN-30IS...uiiieeieteerr ettt st e
*ANTNOCYANIAINES...cvieierrcteeee et

V-2-pharmacocinétique des flavonoides..........ccoceeceveirecvennns

V-3-Effets biologique des flavonoides..........ccveeveevieveenreennenen,

V-3-1-Activité antioxydants des flavonoides piégeage des radicaux libres.....................

V-3-2 Piégeage des radicaux libres.......ccoeveveveeericveiveevrvevecnenne

Partie pratique .....cccceeceeeveecciieenee,
Chapitre Il: Matériels et méthodes:

[-Matériels et MELhOAES.......ooovveeeeiieceee e
[-1-Matériels VEZEATAl.......cccveveciiveire ettt

I-1-1-Méthodes d'extraction (préparation de I'extrait de la plante).......ccccccevvveveveverierenee,

[-2-EXPErimentation animMale... ..ot
[-2-1-Animaux conditions d’hébergement ........ccoceevvrennne.
[-2-2-La néphropathie induite par la gentamicine................
[-2-3-Traitement des aniMaUX.......ccceverueieinininineneereere e
I-2-4-Dosage des paremétres biochimiques .........ccocceveruenee

[-2-4-1-Dosage de I'urée Serique.......ccecueveierineneeneeceeieenenns
[-2-4-2-Dosage de la créatinine sérique.......c.ccocecvevevernnnns
[-2-5-Dosage des parametres du stress oxydant...................
[-2-5-1-Dosage Peroxydation lipidique .......ccecovvvviericrcnnens
[-2-5-2-Dosage de glutathion (GSH) .....cccueivieereeieiece ettt s e
[-2-5-3-Evaluation de I’activité enzymatique de la GPx....

[-3-EtUAE NiSTOIOGIQUE..c..eiieeieeeee ettt sae st e st st st sae saesae e e s

[-3-1-La fixation des échantillons........cccocevvevevevricneneienns

[-3-2-La déshydratation et I'éclaircissement des échantillons ........ccceceeieviiviivevnrvevennnne

[-3-3-L’inclusion des échantillons .........ccccveeininevecceceene
I-3-4-La réalisation des coupes histopathologique..............
[-3-5-La COlOratioN.......ceeiceeeeece e
1-4-Evaluation StatiStiQUE... ... eereeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeee e erenes e eseeees

Résultats :

I-1-L’effet protecteur de I'extrait de la plante sur la fonction rénale altérée par la

BENTAMICING et e ee e te e er e e

I-2-L’effet de la plante sur les parameétres du stress oxydant

17
19
19
19
20
20
20
21
21
21
22
22
22
23
24
24
25
26
26
27

28
28
28
28
28
28
29
29
29
30
30
30
30
31
31
31
31
32
32
32
33

34
35



[-2-1-Variation de la concentration rénale en molonydialdéhyde (MDA) ......cccccevevrurunne.
[-2-2- Variation du taux rénal en glutathion réduit GSH 36..........ccevvivivinincienie e
I-2-3- Effet de I'extrait e de la plante Sur I'activité de la Glutathion péroxydase



Liste des abréviations

ADH: Hormone Anti Diurétique .

AINS :anti inflammatoire non stéroidiens.
AJG: Appareil Juxta Glomérulaire

AT1: récepteur de Type 1 del'angiotensine 1.
ATPase Na'/K™ :lapompe sodium potassium
AKT : Protéine kinase

COMTE6: Catéchol-O-methyl transférase
CO2 : Dioxyde de carbone

DTNB : Acide Thionitrobenzoique

D :Vitamine Calciférol.

D 3: Vitamine Cholécalciférol

Fe2+ : Fer ferreux

GM : lagentamicine

GSH : Glutathion

GSSH : Glutathionne oxyde.

GPx : Glutathion peroxydase

GLDH :Glutamate déhydrogénase

H : Hydrogene.

HCL : Acide chlorhydrique

H202 : Peroxyde d’hydrogene

IECA : inhibiteurs de |I'enzyme de conversion de |'angiotensine.
IRA : insuffisance rénale aigué.

IV : intra vascular

IM :intra muscul ar

JNK : ¢c-Jun-N-terminal kinases

K : Potassium.



LPH: Lactase phloridzine hydrolase
MDA : Maondialdehyde

mm: millimétre

Na: Sodium.

NADH : Nicotinamide adénine dinucléotide d’hydrogéne
NAD : Nicotinamide adénine dinucléotide
NH3 : Ammoniague

NTA : Nécrose tubulaire aigués.

OH : Hydroxyle.

02 : Dioxygene.

PIPP2 : phosphatidylinositol -biphosphate
PIP3 : phosphatidylinositol -trisphosphate
ROS: Espéces réactives de I’oxygéne
RNS : Especes réactives de I’azote

SRAA : Systeme Rénine -Angiotensine -Aldostérone .
SGLT1: Glucose du sodium transporteur
TBA : Acide Thiobarbiturique

TCA : Tricholoroacide Acétique

TNB : acide thionitrobenzoique
UDP-GT5: UDP-glucuronyl transférase
UV: ultra-violet

Um :Micrométre



Liste destableaux

Page

Tableau 1 : Quelques médicaments et leurs principaux effets néphrotoxiques ..........cocvecevveveiveceenenn. 9

Tableau 2 :PoSition SYSEEMAtIGUE ....cicciie ittt sttt ettt ste st s e e e s es s aeberneresreeresees 20






Listedesfigures

Figurel: Anatomie genérale du SyStemMeUNNaITE. .. ... .. vevie e e e e e ee e ene,

Figure2: Anatomiedu rein et NEPhron ...........o.coviii i e e
Figure3: Schémadu glomérule et de I'appareil juxta-glomérulaire...............cccvveninnn.
Figured:La physiologie de systeme rénine angiotensine Aldostérone ..........................
Figure5: Structure chimiquedelagentamiCing. .........oovuv i vei i e e
Figure6: Mécanisme d’action desaminOSIdES .........oevveiiiiiieie e e e e e e aeaaas
Figure7: Mécanismes expliquant latoxicité tubulaire directe de lagentamicine...............
Figure8: Schéma de certains mécanismes de la néphropathie induite parla gentamicine......
Figure9: Squelette de basedes flavonoides. ... ..o cvv i e
FigurelO: Structures chimiquesde flavonols...........c.ooiiiiiiiiiii e
Figurell: Structurechimique desflavanones ............cviiiiiiiiiiiii e e e
Figurel2: Structures chimiques de certainsflavan-3-0IS...........cccooviiiiiiiiiicii i,
Figur el3: Structure chimique de quel ques anthocyanidines courantes...........................
Figurel4:Les caractéristiques structurelles des flavonoides avec une activité de piégeage
desradicaux lThreS BlEVEE ... i e
Figurel5: L effet de la gentamicine et I’extrait de la plante sur le taux dela Créatinine......
Figurel6:Influence del’administration del’extrait delasur letaux del’Urée chez les

DI IO LS. ... e e e e e
Figurel7:Effet de I’extrait de la plante (100 mg / kg) et la gentamicine sur le taux rénale

Figurel8: Effet del’extrait delaplante (100 mg/ kg) et la gentamicine sur le taux rénale en

Figur el9:Effet de I’extrait de la plante (100 mg / kg) et la gentamicine sur I’activité rénae

DB A G PX s e
Figure 20: Observation microscopique des coupes histologique desreinsdesrats...............

27
34

34

35

36

37
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I ntroduction

Le rein est un organe vital qui joue un réle essentiel dans I’organisme dont la fonction
principale est I’élimination des déchets organiques et inorganiques qui peuvent étre en exces
ou indésirables a I’organisme (Ma et al., 2018). Cependant, du fait de ses fonctions de
filtration transport, réabsorption et métabolisme de substances chimiques il est le principal
organe cible de la toxicité induite par les xénobiotiques alors que les néphrotoxicités
d’origine iatrogéne, professionnelle ou environnementale seraient I’étiologie la plus fréquente
d’atteinte rénale aigue dans la population générale. Elles sont généralement provoquées par

I’usage des médicaments ou par une infection (Gueguen et al., 2012).

La gentamicine (GM) est I’aminoside le plus couramment utilisé et indiqué du fait
qu’il posséde une large activité bactéricide contre de nombreux organismes agrobies a Gram
négatif et certains aérobies a Gram positif. (Abdel-Raheem et a., 2010).

La prévention des effets cytotoxiques des aminosides par des antioxydants et
I’implication du glutathion sont autant d’éléments qui permettent d’envisager le réle de ces
radicaux libres dans I’expression de la toxicité des aminoglycosides. Plusieurs stratégies et
divers agents ont eté utilisés en méme temps que I’antibiotique, avec divers degrés de succes.
Mais a I’heure actuelle, il n’existe aucun traitement spécifique avec une protection fiable
contre la néphrotoxicité induite par la gentamicine. 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 a., 2011).

Les plantes médicinales constituent un patrimoine précieux pour I’humanité et plus
particulierement pour la magorité des communautés démunies des pays en voie de
développement qui en dépendent, pour assurer leurs soins de santé primaires et leur
subsistance. Ces communautés utilisent la plupart des especes veégétales, tant ligneuses
gu’herbacées, comme médicaments. Les plantes médicinales demeurent toujours une source
des soins médicaux dans les pays en voie de développement en I’absence d’un systéeme
medical moderne (Tabuti et al., 2003) .

L’Algérie est reconnue par sa diversité variétale en plantes médicinales et aromatiques

dont la plupart existent a I’état spontané, ainsi que par I’utilisation populaire dans I’ensemble
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des terroirs du pays. Cependant, la flore algérienne avec ses 3000 espéces appartenant a
plusieurs familles botaniques, dont 15% d’endémiques, reste treés peu explorée sur le plan
phytochimique comme sur le plan pharmacologique . Cette richesse et cette originalité font
que I’étude de la flore d’Algérie présente un interét scientifique fondamental dans le domaine
de I’ethnobotanique, de la pharmacopée traditionnelle mais également un intérét scientifique
appliqué dans le domaine de la valorisation des substances naturelles (Bouzid et al., 2017).

En Algérie Ephedra alata connu sous le nom (Alanda) appartient a la famille
Ephedraceae, les tiges d'Ephedra alata est utiliseée dans la médecine traditionnelle comme
stimulant, désobstruant, pour traiter les reins, les bronches, le systeme circulaire, les troubles
du systeme digestif et pour soulager les crises d'asthme ainsi que les infections bactériennes
et fongiques (Jaradat et al., 2015).

Le but de notre éude est d’évaluer I’effet néphroprotecteur de I’extrait hydro-methanolique
d'Ephedra alata (Alenda) sur la néphrotoxicité induite par la gentamicine.




Chapitre | Rappel bibliographique

I-L’appareil urinaire

L appareil urinaire se compose de deux parties, le haut et le bas appareil urinaire. Le haut

appareil urinaire comprend :

» Lesdeus reins, qui sont a I’origine de I’élaboration des urines ;

» Les uretéres qui sont des conduits mesurant environ 25 cm de long, transportant 1’urine
desreinsverslavessie.

Le bas appareil urinaire est lui constitue de :

» Lavessie, qui est un muscle creux, sert de réservoir a I’urine pouvant stocker environ aux
maximum 800 a 1000 mL. Un fois pleine, I’urine est évacuée par contraction de la paroi
musculaire delavessie.

» L’urétre se definit comme le conduit reliant le col vésical au méat urinaire et qui au cours
de la miction, transporte I’urine stockée dans la vessie vers I’extérieur de I’organisme.
Cet urétre est débuté par un sphincter permettant de réguler la sortie de I’urine(figure 1)
(Boccar, 2015).

Uretére

Vessie

Urétre

(b)

Figure1: Anatomie générale du systéme urinaire (Boccar, 2015).
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Chapitre Rappel bibliographique

I-1-Leren

Les reins sont les organes responsables d'excrétion des déchets métaboliques et des produits
chimiques exogenes. 1l est le site de production de nombreuses hormones. Il est aussi lacible et
I'effecteur endocrine d’hormonesfabriquées dans I'organisme ou dans le rein lui-méme. Le rein
joue un role central dans le maintien du volume et de la composition ionique des fluides de

I'organisme (Trawale, 2011).

|-1-1-Anatomie fonctionnelle du rein

Les reins sont des organes vitaux. 1ls sont en position rétropéritonéale, situés dans lesfosses
lombaires de chaque c6té de la colonne vertébraeentre la onzieme vertebre dorsaleet la
troisieme vertébre lombaire, en partie cachés par les dernieres cotes (Lyszyk, 2014).

Chague rein mesure entre 4 et 5pouces(12cm) de long et 150 g de poids. Le néphron est
I’unité structurelle et fonctionnelle de rein, et I’assemblage d’un certain nombre de néphrons
représente les pyramides de Malpighi, séparés par des colonnes rénales dans les quelles circulent
les vaisseaux sanguins et les nerfs(Jean-paul et al.,2011).

Les reins se compose d’une partie externe appelée médullaire corticale, et d’une partie plus
interne, appel ée médullaire, 1a zone de passage entre ces deux parties s’appelle juxta-médullaire
dont il existe les pyramides de Malpighi. La partie corticale composée des glomérules, des
tubules proximaux et distaux, une partie des anses de Henle, et des canaux et des vaisseaux
sanguins(figure 2) (Navin et a.,2019).

Le rein est un organe particuliérement vascularisé qui recoit environ ¥ du débit cardiaque.
L'artére rénae principale se divise pour traverser le cortex jusgu'a sa périphérie en donnant
nai ssance aux artérioles afférentes et se terminant par un fin réseau capillaire, le glomérule. Cette
structure est drainée par les artérioles efférentes qui se ramifient pour soit entourer tous les
segments tubulaires du cortex, soit atteindre la médullaire ; I'ensemble finissant par rejoindre la

veinerénae (Taulan, 2004).

<
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Figure2: Anatomiedu rein et néphron (Taulan, 2004).

[-1-1-1-L e néphron

Le parenchyme rénal contient environs 1 a 1,5millions de néphrons par rein, ce son les
unités fonctionnelles des reins. les néphrons filtrent le sang et produisent de I’urine, chacune
contenant un glomérule entouré d’une capsule c’est la capsule de Bowman,qui est une structure a
paroi mince en forme de vassives de néphron contient également (un tubule) qui devient I’urine
définitive la capsule de Bowman(figure 2) (Navin et al.,2019).

Le tubule est formé de plusieurs segments spécialisés, qui permettent la modification de
composition de I'ultra-filtre glomérulaire (par la réabsorption et sécrétion entre le fluide
tubulaire et les capillaires). Des hormones est des mediateurs d’origine systémique ou local sont
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responsables d’assuré le contrdle de ses échanges. Les reins participes a I’homéostasie de milieu
intérieur avec des fonctions endocrines et exocrines (Lugi Catizone,1999).
Le néphron atrois fonctions principales :

D’abord infiltration glomérulaire de plasma des capillaires glomérulaires a la lumiéere
tubulaire ; en suite la réabsorption du liquide tubulaire vers la lumiére du strabisme capillaire et
en fin la sécrétion tubulaire capillaires du strabisme plasmatique tubulaire vers la lumiére
(Gougoux 1999).

[-1-1-2-Le glomérule

Le glomérule est le siege de filtration initiale du sang arrivant des artérioles afférente
(Touchard,1996). Il est limiter par la capsule de Bawman, il contient une fonction vasculaire qui
fait saillie dans I’espace urinaire (figure 3).

Laparoi du capillaire glomérulaire est composee(Nicolas pallet et al.,2011)de:
1) cellules endothéliales ;

2) cellules épithéliales;;

3) une membrane basal e sépare ces deux types de cellules.

Capsule de Bowman

e ——

Pale
Adedole  vasculaire s i e v i
pardtal wviecoral
efiérents \ - . (podocyte)
Tubule a
cortoumsa

ametal Péle urinaire

Appared 1 = ellererte
Jeaagomeniiare

Figure 3: Schéma du glomérule et de I'appareil juxta-glomérulaire (Godin-Ribuot,
2012).
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|-1-1-3-Le systéme tubulaire
a) Tubule proximale: c’est le systeme le plus long du néphron, mesuré 12 a 14 mm avec
50860 um de diametre situé dans le corticale.ll est caractérisé par des cellules riches en
dispositif intracellulaires, separés d’une lumiere étroite par une bordure en brosse
(Squyara et a.,1992)

b)L’anse de Henlé: un segment a une forme d’épingle a cheveux, c’est la seul partie du

néphron présente dans la pyramide (Prygiel,2012),il est formé de deux segments :

» Segment descendant : caractérisé par la présence d’une lumiére large avec des cellules
aplaties sans bordure en brosse.

» Segment ascendant: caractérisé par des cellules cubiques.

c) Tubule distal: il contient d’une partie Apple « maculadensa» qui est formé la position
tubulaire de I’appareil juxta-glomérulaire, dont les cellules sont serrées les unes contre les
autres.Ladeuxieme partie de tubule c’est la partie contournée, elle a une structure semblable a

celle du tube proximal mais sans bordure en brosse. (Squyara et al.,1992)

d)Tube collecteur: le tube collecteur a des cellules claires cubiques avec un noyau central et
peu d’organites (Squyara et al.,1992)Les tubules collecteurs convergent et s’unissent pour
former quelques certaines de gros tubules rénaux droits qui se jettent dans les mineurs
(Tortora et Grabouwski,2001).

e)Appareil juxta glomérulaire(AJT) :
Une structure situé au hile du glomérule, responsable de la libération de rénine qui est
synthétise par des cellules épithélium, elle possede aussi des cellules du lacis et de la macula
dansa (figure 3) (Trawale, 2011).

[-2-2-La physiologie rénale
Lerein présente une double fonction :
» formation del'uring;

> fonction endocrine.

[-1-2-1-Formation del'urine définitive
Elle sefait par un double mécanisme de filtration glomérulaire et de réabsorption et sécrétion

tubulaires.

<
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» Lafiltration glomérulaire: réalise un transfert par ultrafiltration d’une grande quantité
de liquide plasmatique dépourvue de protéine de haut poids moléculaire depuis le
compartiment capillaire des glomérules vers leur espace urinaire. L’ultra filtrat obtenu
constitue I’urine primitive. L urine primitive passe ensuite dans |es tubules rénaux ou elle
va subir des changements de composition pour devenir I’urine finale (Lyszyk, 2014).

» Réabsorption tubulaire: Une fois dans le tube urinifere, certaines substances présentes
dans lefiltrat retournent dans la circul ation sanguine grace aux capillaires péri tubulaires.
C'est le cas pour I'eau, le glucose, les électrolytes, les acides aminés, et bien d'autres. La
réabsorption tubulaire a lieu tout au long du tube urinifére, chague région pouvant
réabsorber des substances selon la perméabilité de sa paroi. Certaines hormones jouent un
réle dans cette réabsorption, soit I'ADH et |'aldostérone. Ces hormones permettent la
réabsorption dite "facultative” (Wielgus, 2013).

» La sécrétion tubulaire: La sécrétion tubulaire consiste a expulser diverses substances
contenues dans le liquide péritubulaire vers|‘urine primitive, leliquide qui formera par la
suite l'urine. Tout comme la filtration glomérulaire, la sécrétion tubulaire aide ainsi a
débarrasser le sang de ses déchets organiques. La secrétion tubulaire se fait également
dans tous les segments du néphron mais la sécrétion des ions hydrogénes et de plusieurs
anions et cations organiques prédomine dans le tubule proximal (Pillou, 2014).

|-1-2-1-fonction endocrine

De nombreuses substances a activité biologique sont synthétisées dans le rein et exercent un
effet soit paracrine (fonctions de transport, d’activités métaboliques, ou de la croissance des

cellules rénales) soit systémique (endocrine).

|-1-2-1-1-Erythropoiétine

C’est une glycoprotéine produite par des cellules interstitielles péritubulaires
fibroblastiques en réponse aux variations de la pression partielle tissulaire en O..
L’érythropoiétine produite en réponsea I’hypoxie cellulaire, physiologique (altitude) ou
pathologie (pathologies respiratoires par exemple), et stimule la production des globules rouges
par lamoelle osseuse.

[-1-2-1-2-Vitamine D

Laforme active de lavitamine D [1,25 (OH)—vitamine D3 ou calcitriol] est produite dans

les cellules tubulaires proximales, a partir de son précurseur hépatique, la 25 (OH) vitamineD3,
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sous I’effet de la un alpha-hydroxylase. L’activité de cette enzyme est augmentée par la
Parathormone. La forme active de la vitamine D augmente I’absorption digestive et rénale de

calcium, et I’absorption intestinale de phosphate (Kévin, 2014).

[-1-2-1-3-Systeme rénine-angiotensine-aldostérone (SRAA)

La rénine, sécrétée au niveau de I’appareil juxta-glomérulaire en réponse aux variations
de la volémie, active par protéolyse I’angiotensinogene circulant d’origine hépatique ;I’enzyme
de conversion transforme I’angiotensine | libérée en angiotensine Il (figure 4).

L’ angiotensine Il exerce des effets vasoconstricteurs puissants (via son récepteur AT1) et
stimule la sécréion cortico-surrénalienne d’aldostérone, favorisant la rétention de Na et la
séerétion de K™ et de H™.

Les stimuli de la sécrétion de rénine sont :

» I’hypovolémie ou la baisse de la pression artérielle ;

A\

le systeme nerveux sympathique ;
» I’augmentation de la concentration en chlorure de sodium au niveau de la
macul adensa(K évin, 2014).

6 | Renine 1] —
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s s ey v Vaisseaux
i de rétro-controle | )
}de étro-contrdle| '/m kvmmmﬁm
Angiotensine |l :
" o eseneemeee . Surrénales
Récepteurs AT, L st Sécrétion d'aldostérone
1 --.--"-...___
b Rein ‘i
ECA = Enzyme de conversion de I'angiotensine Rétention hydro-sodée

Vasoconstriction artériolaire efférente

Figure4: La physiologie de systeme rénine angiotensine Aldostérone (Moulin and
Peraldi, 2010)
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| 1-Néphrotoxicité des médicaments

Le rein est une des principales voies de métabolisme des médicaments mais aussi une cible
privilégiée de leurs effets toxiques. En effet, de trés nombreux médicaments ainsi que leurs
métabolites sont éiminés par le rein par filtration glomérulaire ou par sécrétion tubulaire ou par
une combinaison des deux mécanismes(Lyszyk, 2014).

Les médicaments peuvent provoquer une insuffisance rénale aigué (IRA) par atteinte directe
des tubules rénaux(aminosides), par diminution de I’irrigation rénale (anti-inflammatoires non
stéroidiens (AINS), inhibiteurs de I’enzyme de conversion de [I’angiotensine (IECA),
cyclosporine) ou par néphrite interstitielle aigue. 1ls peuvent aussi provoquer une insuffisance
rénale chronique par néphrite interstitielle chronique et nécrose papillaire (AINS)(Lord and
Ménard 2002) (tableaux 1).

Tableaux 1 : Quelgues médicaments et leurs principaux effets néphrotoxiques (Lord and Ménard 2002)

Aminosides Nécrose tubulaire aigué par effet toxique direct
Amphotéricine B Nécrose tubulaire aigué par effet toxique direct
Céphalosporines, pénicillines Néphrite interstitielle aigué par hypersensibilité
Quinolones Nécrose tubulaire aigué par effet toxique direct
Néphrite interstitielle aigué par hypersensibilité
Rifampine Néphrite interstitielle aigué par hypersensibilité
Sulfamides Néphropathie obstructive : sulfadiazine plus
souvent que TMP-SMX
Vancomycine Néphrite interstitielle aigué
Acyclovir, ganciclovir, Néphropathie obstructive
indinavir, foscar net, pentamidine Nécrose tubulaire aigué
AINS IRA par diminution du débit rénal
Néphrite interstitielle aigué
Néphrite interstitielle chronique
Lithium Diabete insipide
Insuffisance rénal e aigué par intoxication
Néphrite interstitielle chronique

L’insuffisance rénale d’origine médicamenteuse, si elle est détectée précocement, est
réversible dans bon nombre de cas (Zimner-Rapuch et al., 2013 ; Ghadimi ,2018).
Les néphropathies d’origine médicamenteuse sont fréquentes. On distingue trois grandes

categories d’insuffisances rénales aigues : les insuffisances rénales pré-rénales ou fonctionnelles,

@
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les insuffisances rénales organiques ou parenchymateuses et les insuffisances rénales post-
rénales(Janbon andZaoui, 2005).

I1-1-M écanismes des |ésions rénales

Le mécanisme de toxicité le plus courant est la nécrose tubulaire aigué. Cependant il ne
faut pas méconnaitre les autres |ésions possibles car certaines imposent des mesures spécifiques
dans la prise en charge. Une altération de la perfusion rénae par vasodilatation de I’artériole
efférente et/ouvasoconstriction de I’artériole afférente, une néphrite
interstitielleimmunoallergique, des lésions de néphroses osmotiques et une microangiopathie

thrombotique peuvent avoir uneorigine médicamenteuse (Schortgen, 2005).
I1-1-1-I nsuffisance rénale fonctionnelle

L’insuffisance rénale aigue fonctionnelle de type pré-rénale est I’atteinte renale la
plusfréquemment rencontrée.Elle est liée a une diminution du débit plasmatique rénal et de la
pression d’ultrafiltrationen raison d’une hypovolémie vraie (hémorragie, déshydratation) ou «
efficace »(insuffisance cardiaque ou hépatique, sepsis...). Le parenchyme rénal est intact
(labaisse de la filtration glomérulaire est la conséquence de I’hypo-perfusion rénale).Elle est

rapidement réversible en 24 & 48 heuresapres correction de la cause.
[1-1-2- Atteinte rénale aigué toxique organigque (Les | RA parenchymateuses)

De tres nombreux médicaments sont responsables d’insuffisance rénale aigue organique.
Elles sont dues a des |ésions anatomiques des différentes structures du rein : les plus fréguentes
sont les nécroses tubulaires aigués (NTA), mais une IRA peut auss compliquer les
néphropathies interstitielles, glomérulaires ou vasculaires aigués. On observe des |ésions
organiques du rein avec atteinte du parenchymerénal méme apres I’arrét du médicament
néphrotoxique en cause. Ces lésions sont soit irréversibles, soit lentement réversibles de fagon
compléte ou partielle (Bacchetta et a., 2020).

[1-1-2-1- Nécroses tubulaires aigués

La cause la plus fréequente d’insuffisance rénale aigiie organique de type rénal est la nécrose
tubulaire aiglie. Elle correspond a la lésion anatomopathologique observée, essentiellement

secondaire a des mécanismes ischémiquesou toxiques. La cause premiéere de nécrose tubulaire
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aiglie est I’ischémie rénale qui fait suite a une hypoperfusion rénale suffisasmment prolongée
(Bacchetta et a., 2020).

|1-1-2-2- Néphropathies interstitielles aigués

Les néphropathies interstitielles aigués représentent environ 10 % des insuffisances rénales
aigués. Dans 85 % des néphropathies interstitielles aigués, I’origine est médicamenteuse. Sur le
plan histopathologique, la néphropathie interstitielle aigué est caractérisée par une inflammation
de I’interstice des reins. En plus d’un cedéme interstitiel marqué, des infiltratsinflammatoires
sont présents, principaement des celules mononuclées: cellulesl  ymphocytaires,
granulocytaires, éosinophiliques, monocytaires et plasmocytaires. Dessignes de lésions
tubulaires sont également observés avec vacuolisation cytoplasmique etdilatation tubulaire. En
général, ces atérations ne sont pas réparties de fagon homogene surle parenchyme mais forment
des téches focalisées et discretes (Bacchetta et a., 2020).

[1-1-3-Insuffisance rénale aigle post-rénale

L’insuffisance rénale aigué est dite post-rénale ou par obstruction des voies
excrétriceslorsque I’écoulement de I’urine est empéché par la présence d’un obstacle bilatéral sur
lesdeux tractus urinaires ou sur lavoie excrétrice du seul rein fonctionnel.

Les médicaments responsables de ce type d’insuffisance rénale sont habituellementélimines
par les reins mais sont relativement peu solubles dans I’urine. L’augmentation de laconcentration
urinaire intrartubulaire de ces médicaments favorise leur précipitation etprovoque des
obstructions intra-tubulaires, responsables d’une insuffisance rénale aigie (Bacchetta et d.,
2020).

I1-1-4-Lesintoxications chroniques

|1-1-4-1-La néphropathie des analgésiques

La néphropathie des anagésiques est une néphropathie tubulo-interstitielle

chroniquelentement progressive liée a I’ingestion quotidienne et pendant plusieurs années

demédicaments anal gési ques.

=
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|1-1-4-2-La néphropathie liée aux laxatifs
La néphropathie liée aux laxatifs est une intoxication chronique responsable

d’unenéphropathie hypokaliemique (par fuites digestives secondaires a la prise de laxatifs).

I11- Modéle de néphrotoxicité: La gentamicine

[11-1- Lesaminosides

Les aminosides, également appelés aminoglycosides,sont des antibiotiques tres
largementutilisés pour combattre les infections sévéres.Sont constitués de sucres aminés dérivés
du noyau 2 doxystreptamine etélaborés par des actinomycéles (amykacine, tobramycine)ou des
micromonospora (gentamicine) (Ezaitouni et al., 1999).

Le début des aminosides était en 1944, les premiers aminosides ont été découvertes par
Waksman et Schatez, est connue sous le nom de Streptomycine, car €lle a été considéré comme
le premier antibiotique efficace contre la tuberculose produit par la bactérie
Srepotomycinegriseuse,cette découverte a recu le prix de Noble de Waksmen dans le domaine
de lamédecine en 1992 (kumazawa et al., 2002 ).

[11-1-1- La gentamicine

Découverte en 1963 par Weinstein.La gentamicine (GN) est un aminoglycoside, utilisée
pour traitéles infections Gram-négative etcertaines espéces de bactériesGram-positive. Le
principe actif est un complexe formé d’oligosaccharides, dont le noyau est la désoxystreptamine,
obtenu par fermentation d’actinomycétes monosporés du genre Micromonospora. La
gentamicine est un mélange formé de trois composants mageurs (Cl, Cla et C2) ayant
sensiblement la méme activité. Les principaux composants différent par le degré de méthylation
danslecycle (Moulds et a., 2004).

La gentamicine Cla manque de groupes méthyle dans ce cycle tandis que C2 et C1
contiennent un groupe méthyle en position 6 en plus ce dernier contenait des groupes N méthyle
dans la méme position, aors que Cla et C2 contiennent des amines libres.C2 est constitué de
deux stéréo-isomeres (C2a:C2). La structure chimique entre les composants de la gentamicine
fondamentalement similaire a la différence entre la gentamicine et certain autres aminosides
(figure5) (Cleset a.,1984).

L’activité bactéricide des aminosides repose sur I’inhibitionde la synthése des protéines

bactériennes par liaisonaux ribosomes. Les aminosides ont la particularitéd’exercer un effet post-

E



Chapitre | Rappel bibliographique

antibiotique qui se traduit parune persistance de I’inhibition de la synthése protéiquede maniére
transitoire (plusieurs heures) apres la disparitionde I’antibiotique.
L e spectre antibactérien naturel de la gentamicine est lesuivant :
> les espéces habituellement sensibles sont les bacilles aGram négatif, les bacilles a Gram
positif et les staphylocoquesméticilline-sensibles ;
> les especes habituellement résistantes sont les streptocoques,les pneumonocoques, les
méningocoques, le bacille tuberculeux, les tréponemes, les germes anaérobies(Marquet,
2004).

R
gentamicine :
C1A —CH_NH.
C2 — CH(CH,)NH
Cc1 —CH(CH,;)NHCH,

Figure5: Structure chimique de la gentamicine (Wagman, 1980)

[11-1-1-1-Pharmacocinétique
La gentamicine comme tous les aminosides est faiblement absorbé par le tractus gastro-
intestinal est donc administré par voie intramusculaire ou intraveineuse, €lle diffuse dans tous les
tissus sauf la prostate, elle ne franchit pas la barriere hématoméningée (Ramirez and Tolmasky,
2010).

La phase de distribution est trés courte avec une demi-vie entre 12 et 24 min. |'évaluation
cinétique de la gentamicine chez les enfants et les adultes il a é&é conclu que la demi-vie est
égale a 75 min apres l'injection «IV» et 25 min de plus I'ors de l'injection «IM». Le taux de
fixation aux protéines plasmatiques est faible (0 a 3%).

L éimination se fait essentiellement par les reins sous forme inchangée (active), elle est
rapide, en 6 a 8 heures, par filtration glomérulaire sous forme active, la GT subit ensuite une

réabsorption  tubulaire  modérée, suivie d’une excrétion secondaire de fable
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intensité.L’élimination de la GM est partagée en 2 phases: une clairance rénale précoce et rapide
éliminant 90 de la dose administrée et une clairance tissulaire retardee et lente (d’ou leur
toxicité) éliminant le reste (Ezaitouni et al., 1999).

[11-1-1-2-Mécanisme d’action

Les aminosides sont des inhibiteurs de la synthése protéique de la paroi bactérienne : en se
fixant a I’ARN ribosomal 16S de la sous-unité 30S du ribosome bactérien, ils inhibent les trois
étapes de la synthése des protéines bactériennes : I’initiation, I’élongation et la terminaison.

La premiére éape du mode d’action consiste en la pénétration intracellulaire via la
membrane externe des bactéries a Gram négatif. Ce passage intracellulaire est un transport actif
dépendant d’un gradient éectrochimigue nécessitant de I’oxygéne.

La deuxiéme éape du mode d’action est I’inhibition de la synthese protéique par laquelle la
gentamicine se fixe principalement sur la sous-unité 30s du ribosome. Cette fixation est a
I”origine de nombreuses erreurs dans les protéines synthétisées dont |’accumulation entraineune
désorganisation et une altération de la membrane cytoplasmique qui provoquent la mort dela
bactérie hote.

Lafixation irréversible sur le ribosome est responsable de I’effet post-antibiotique prolongé
guise définit comme éant la poursuite de |’action de |’antibiotique malgré la faible

guantitérestante dans |’organisme (figure 6) (Karlowsky et al. ,1994 )

Pénétration nécessite /- /OO
de 'oxygéne | O

| Fixation sur la sous-unité
\ . 30 S duribosome )
J

Figure 6 : Mécanisme d’action des aminosides (Goulamhoussen, 2016)
[11-1-1-3-La néphrotoxicité des aminosides
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Les aminosides sont trés largement utilisés pour combattre lesinfections sévéres en raison de
leur large spectre d’action, leur activité bactéricide et leureffet post-antibiotique. La voie rénae
est leur voie essentielle délimination. La principale limite a leur utilisation est leur accumulation
dans le cortex réna qui peut conduire a la survenue d'une néphrotoxicité. Une ototoxicité est
auss connue (Rougier et a., 2003).

La physiopathologie de la toxicité rénale des aminosidesest complexe et imparfaitement
connue.Les aminosides sont filtrés sous forme non métaboliséeet réabsorbés par les tubules
rénaux. Apres fixation surdes récepteurs membranaires phospholipidiques, ils pénétrentdans les
cellules tubulaires ou ils induisent des modificationsstructurales ou fonctionnelles (inhibition des
phospholipases,libération de radicaux libres, anomalie de fonctionmitochondriale...) aboutissant
alamort cdlulaire (Schortgen, 2005).

[11-1-1-3-1-Aspects biologiques de la néphrotoxicité des aminosides

D’un point de vue histologique, les aminoglycosides provoquent une atteinte tubulaire
aigle,prédominant dans la partie proximale du néphron. Les premiers signes sont une
diminutionde la hauteur de la bordure en brosse, puis I’apparition d’anomalies intra-
cytoplasmiquesavec présence de lysosomes en grand nombre et de talle accrue contenant
desphospholipides appelés corps myéliniques. A un stade plus avanceé, la morphologie des
mitochondries est modifiées; €lles gonflent puis perdent leur forme ovale. Au
microscopeoptique, les tubes ont perdu leur bordure en brosse, I’épithélium tubulaire est en
partienécrose et les lumiéres de certains tubes sont élargis, encombrées de débris cellulaires.Les
membranes tubulaires persistent et |a régénération cellulaire aboutira ala reconstructiontotale de
I’épithélium tubulaire (figure 7).

Tous les aminoglycosides sont néphrotoxiques. Le plus néphrotoxique est probablement
lagentamicine et le moins nephrotoxique I’amikacine. La relation structure-activiténéphrotoxique
suggere que I’atteinte rénale est en partie liée au nombre de fonctionsamineées libres (Ezaitouni et
al., 1999).

=
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Aminoglycoside
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Figure 7 : Mécanismes expliquant la toxicité tubulaire directe de la gentamicine. D’apreés
Lopez-Novoa et al., 2011
Bid, bax: protéines pro-apoptotiques;, CaSR: calcium-sensing récepteur; RE :reticulum
endoplasmique ; PL : phopholipides; mb : membranaire(s) ; e- : électrons et UPR : réponse
au stress liée & I’accumulation de protéines mal repliées dans le réticulum endocplasmique
(unfolded protein response).

A-La gentamicine provoque un stress oxydatif

Les aminoglycosides induisent la génération de ROS, les aminoglycosides sont considérés
comme des composeés inactifs a redox, et donc une conversion d'une forme rédox-active est
nécessaire pour induire la formation de ROS. En effet, la génération de ROS implique la
formation d'un complexe d'aminoglycoside-fer, qui catalyse I'oxydation d'acides gras insaturés
situés dans la notice interne de la membrane plasmatique.( Priuska et al., 1995 ;Lesniak et
a.,2005) En |'absence de fer, I'acide arachidonique enrichi en phosphoinositides peut servir de
donneur déectrons.(Lesniak et al.;2003) Les aminoglycosides interferent avec
phosphoinositides métabolisme, en particulier phosphatidylinositol-biphosphate (PIP2), en se
liant aleur téte polaire.(Lodhi et al. ;1979) Cette liaison induit la séquestration de PIP2 et inhibe
donc les processus dépendants du PIP2, y compris la réduction de la formation de
phosphatidylinositol-trisphosphate (PIP3) et I'inhibition des activités de survie de la voie de
signalisation PIP3 / AKT.(Jiang et a.,2006) Les aminoglycosides sont également connus pour
moduler directement I'activité des enzymes impliquées dans le métabolisme de ROS. Ils inhibent
['activité antioxydante de certains enzymes. Les ROS activent ensuite les voies intracellulaires

apoptotiques ou nécrotiques. Ils favorisent I'ouverture du pore de perméabilité mitochondriale et
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activent la voie INK conduisant a I'apoptose des cellules ciliées. L'inhibition de la voie JNK
sauve les celules ciliées |ésées par les aminosides, a la fois in vitro et in vivo.(Ylikoski et
al.,2002 ;Wang et al 2003)

La gentamicine pourrait augmenter la production des especes réactives de I'oxygene (ROS)
mitochondriales comme les anions superoxydes, e radical hydroxyle, les peroxydes d'hydrogene
et des especes réactives de |'azote (RNS) dans le cortex rénal, qui sont capables d'endommager
de nombreuses molécules cdlulaires, y compris les protéines, les lipides et |es acides nucléiques,
est altérant ainsi la fonction cellulaire et conduisant ala mort cellulaire qui a finalement conduit
a la détérioration structurale et fonctionnelle rénale (Lopez-Novoa et al., 2011).Les lésions
rénales induites par la gentamicine sont associée a des éévations marquées dans les niveaux de
la lipo-peroxidation et I’oxydation des protéines dans le cortex rénal (figure 8)(Balakumar et al.,
2009).

Retention of the GM by the
proximal tubular cells

/
/|

Oxygen Radicals
(Superoxide anion)

PARS Activation

/\

Neutrophil infiltration

and activation ) _
Tubular Injury

More Oxygen Radicals
(Superoxide anion, Peroxynitrite)

W

Kidney Injury

Figure 8 : Schéma de certains mécanismes de la néphropathie induite par la gentamicine
(Rouas, 2010)

La retention de la gentamicine dans les cellules du tubule contourne proximal et la formation des
radicaux libres oxygenes (anions superoxydes, radicaux hydroxyles, peroxynitrite) qui y sont
associes contribuent a I’induction de nephropathies. Une des consequences peut etre le
developpement de cassures simple brin de I’ADN qui induit les PARS (poly(ADP-ribose)
synthase) conduisant a des dysfonctionnements cellulaires.

<
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B-Augmentation de la phospholipidose,l nhibition de la Na'/K*ATPase,

Apres filtration glomérulaire, les aminosides se fixent parla charge cationique des
groupements aminés sur les sitesanioniques phospho-inositols des cellules de la bordure en
brosse du tube contourné proximal. Intégrés par endocy -tose et pinocytose dans les vacuoles, ils
s’accumulent dansla cellule, puis sont transférés vers les lysosomes.lls inhibent les
phospholipases et |es sphyngomyélinasesl ysosomiales, induisant une phospholipidose. |lsalterent
les membranes lysosomiales, le métabolisme mitochondria et inhibent I’ATPase Na'/K*
dépendante etles phospholipases C.Une atteinte glomérulaire est possible mais plus rare, due
aune ischémie et a une altération de I’endothélium glomérulaireavec diminution de
I’ultrafiltration (Ezaitouni et al., 1999).

I11-1-1-3-2-Facteurs favorisants
La connaissance des facteurs favorisant la néphrotoxicitédes aminosides est assez récente et
permet d’étre plus vigile et de prendre des mesures permettant de diminuer lafréquence des
atteintes rénales. Les facteurs peuvent étre dus, d’une part a I’antibiotiquelui-méme : (la toxicité
étant une toxicité directe) il convientalors d’envisager le réle de la dose quotidienne, de la
duréedu traitement, du choix de I’aminoside et des autresmédicaments associés. D’autre part, il
convient de tenir compte des caractéristiqgues du malade : I’age, le sexe, I’état physique,

infectieux, I’état d’hydratation et I’étathémodynamique (Ezaitouni et al., 1999; Lyszyk, 2014).

I11-1-1-3-3-Prévention de la néphrotoxicité des aminosides

Les progrés dans la compréhension des mécanismes physiopathologiques de certaines
molécules ont permis de diminuer leur toxicité grace a des mesures particulieres préventives.La
néphrotoxicité des aminosides peut étre prévenue par I’administration d’une dose unique
journaliére (DUJ), avec un traitement court. En effet, I’administration d’une unique et forte dose
d’aminoside limite la réabsorption tubulaire et permet I’excrétion d’une grande partie du
meédicament.

Parmi les principales stratégies utilisees pour protéger le rein de la néphrotoxicité
desaminosides, les résultats les plus probants ont été obtenus avec l'utilisation d’antioxydants.
Eneffet, la gentamicine peut former des complexes méadliques avec le fer
mitochondrial catalysant ainsi laformation de radicaux libres. Des chélateurs de fer ont été testés
et se sontrévélés efficaces dans la prévention de la néphrotoxicité induite par les aminosides
(Kévin, 2014).
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V- L’espéce Ephedraalata

Les plantes médicinale sont utilisées en Algérie depuis des siécles pour traiter différents
maux, ce pays I’un des pays arabes les plus riche avec 3164 espéce végeétales (vasishtand kumar
,2004). Un de ces espéces I’Ephedra alatala signification médicinale des Ephédra est
principalement basée sur les propriétés sympathomimétiques de I’Ephedra (Brunetion,2009;
Ibragic, 2015). Des anayses phytochimiques d’Ephedraalata ont indiqué la présence des
substances tell que: I’ephédrine,pseudoéphidrine, ghcoidescartiaque, sucres réducteurs et
flavonoides (Jaradat et a.,2015).

IV-1-Description botanique

L’Ephedra alata sont des arbustes courts, presque sans feuilles et persistantes.Ces genre
pousse d’environ 60 a 90 cm de haute,les tiges sont de couleurs verte, petites, mincies, dressees
ou inclinées, cotelées et cannelées son diamétre est 1.5 mm, de terminant  par une point acérée
et généralement ramifiée forment la base.ll portent des petites fleurs et fruits jaune-vert qui
contentent une forte odeur de pin et ont un golt astringent (Blumentha and king.,1955;
Fukushina,2004 ).

I V-2-Position systématique

D’aprés le département d’agriculture américaine sa position systématique citée par
Ozenda,1991.

Régné Végétale

Embranchement | Spermaphytes

Sous-embranche | Gymnospermes

Clase Gnetopsida
Ordre Ephedrales
Famille Ephedracrae
Genre Ephedra
Espéce alata
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> Lesnomscommuns

Arabic=Alanda
Tamazight=theelmaiz
Anglait=Ephédra

IV-3-Origine et répartitiongéographique

L es espéces de ce genre existe aux |atitudes tempérée et subtropicales d’Europe et surtout
le nord de I’Espagne et d’Amérique.l’Ephedra poussent le long des montagnes "Rocky" "USA"
(Ebadi M et al., 2007). Les plantes et d’Ephedra poussent aussi dans le nord et I’ouest de la
Chine le nord de I’Inde et présente en: Arabica saoudite,Iran, Palestine, Liban, Jordanie et Syrie.
L’Ephedraalata est distribué en Afrique,Egypte, Libye, Maroc, Tunisie, Mauritanie, Tchad, Mali
et se trouve dans le Sahara de I’Algérie.

[V-4-L’utilisation en médecine traditionnelle

L’Ephedraalata est une plantes médicinales les plus utilisées en médicine traditionnelle
dans plusieurs régions d’Algérie, elle est utilise contre des multiples maladies comme : la grippe,
la coque luche, Ila fablesse e les rhumes par la population de Ouargla
(Bellakhdar,1997 ;Ouledel-hadj et al 2003)

A El oudeAlandaest utilise contre le cancer,le diabete, la toux, l'ulcere gastrique, les
avortements les gazas intestinaux, la grippe,|’insuffisance rénale et cardiaque et contre I’obésité
(Bellakhdar,1997)

IV-5-Lachimiedelaplante

Les anayses phytochimiques préliminaires d’Ephedraalata ont indiqué la présence de
sucres réducteurs, composée phénoliques et d’alcaloides (Jardat et al,2015).Ses espéces
contiennent des alcaloides, éphédrine pseudo éphédrinenoréphédrine, méthyl éphédrine, les
alcaloides de type E,I’éphédroxane et les spermidines macrocycliques appelées éphédradine A-

D, qui sont isolées de certaines especes d’Ephedra eurasiennes (Abourashedet al., 2003).
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V- Lesflavonoides

Les flavonoides sont des produits largement distribués dans le régne végétal et sont
couramment consommes quotidiennement sous forme de fruits, |égumes et boissons telles que le
vin et le thé. lls sont capables de moduler I’activité de certaines enzymes et de modifier le
comportement de plusieurs systéemes cellulaires, suggérant qu’ils pourraient exercer une
multitude d’activités biologiques, notamment des propriétés antioxydantes, vasculoprotectrices,
antihépatotoxiques, antiallergiques, anti-inflammatoires, antiulcéreuses et méme antitumorales
significatives (Ghedira, 2005).

Les flavonoides sont désormais considérés comme un composant indispensable dans
unevariété d'applications nutraceutiques, pharmaceutigques, médicinales et cosmétiques. Cela est
attribué a leurs propriétés anti-oxydantes, anti-inflammatoires, anti-mutagenes et anti-
cancérigenes(Pancheet al.,2016).

V-1- Structur e des flavonoides

Les flavonoides sont des composés possédant un squelette de base a quinze atomes
deCarbone, constitués de deux noyaux aromatiques et d'un hétérocycle central de type
pyrane,formant une structure C6-C3-C6 (Ghedira, 2005) (figure 9). Ce sont les composes les
plusabondants parmi tous les composes phénoliques. |ls interviennent dans la pigmentation des
fleurset dans les processus de défense contre le rayonnement UV, les herbivores et les
attaguesmicrobiennes, Les flavonoides sont présents dans une grande variété d'aliments (fruits

etlégumes, céréales, jus defruits, thé) (Crozier, 2003).

Figure 9: Squelette de base des flavonoides (Crozier, 2003).

|
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Il existe plusieurs classes de flavonoides, dont les principales sont les flavones,
lesflavonols, les flavan-3-ols, les isoflavones, |es flavanones et les anthocyanidines. La structure
de base de ces différents flavonoides peut subir de nombreuses substitutions, les
groupementshydroxyles étant généralement en positions 4, 5 et ces substances existent
géné&ralement sousforme de glycosides (Chira et a., 2008).Les principaux groupes de
flavonoides peuvent étre définis et différenciés comme suit :

- Flavonols

Les flavonols se distinguent par la présence d’un groupement OH en position C3 et d’une
double-liaison en C2-C3. lls peuvent exister soit sous forme d’aglycones, soit sous forme
d’hétérosides (figure 10) (Crozier, 2003).

Flavonols
5 7 3 4 5
quercetin OH OH OH OH
kaempferol OH OH OH
galangin OH OH
fisetin OH OH OH
myricetin OH OH OH OH OH

Figure 10 : Structures chimiques de flavonols (Crozie, 2003).

- Flavanones

Les flavanones sont caractérisées par I’absence de la double liaison entre C2 et C3 et par
la présence d’un centre de chiralité en C2. Les agrumes constituent la principale source
alimentaire de flavanones. Les principaux aglycones sont I'ériodictyol dans le citron, la
naringénine dans le pamplemousse et I'hespéritine dans I’orange (figure 11) (Manachet al.,
2004).

=
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R =0H, R’ = H: naringenine

R =R’ = OH: ériodictyol
R = OCHs, R’ = H: héspéritine

Figure 11 : Structure chimique des flavanones (Croze, 2003).

- Flavan-3ols

Les flavan-3-ols ou dérivés de catéchine sont la catégorie de flavonoides la plus
complexe. Ces composés vont des ssimples monomeres, (+)-catéchine et son isomére (-)
épicatéchine, jusqu’aux oligomeres et polymeres, les proanthocyanidines. De plus, les flavan 3
ols peuvent étre estérifiés par I’acide gallique ou hydroxylés pour former les gallocatéchines
(épicatéchine gallate, épigallocatéchine, épigallocatéchine gallate) (figure 12), Les catéchines
sont présentes dans le chocolat, le thé et les fruits comme I’abricot (Chira et al., 2008).

OH
OH

oH éj[
HO (8] @[ HO 0
m‘ OH \@:/\l-“ OH

R /R
OH OH

R = OH catéchine R = OH épigallocatéchine
R = O-galloyl catéchine gallate R = O-galloyl épigallocatéchine gallate

Figure 12: Structures chimiques de certains flavan-3-ols (Chira et al., 2008).

-Anthocyanidines
Ce sont des pigments, principalement sous formes de glycosides stables et hydrosolubles,

rouges en milieu acide, virant au bleu-violet en milieu neutre ou faiblement (figure 13). Les

composeés les plus courants sont la pélargonidine, la cyanidine et lamalvidine (Vitrac et al.,

2005).

24
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H: cyanidine
CHs. maividine

Figure 13 : Structure chimique de quelques anthocyanidines courantes (Han et al., 2007).

V-2- Phar macocinétique des flavonoides

Aprés I’administration orale les aglycones sont absorbées directement au niveau des
entérocytes sous forme de transport passif et se retrouver dans le flux sanguin. Par contre les
formes glycosylées doivent étre convertis sous forme d'aglycone et hydrolysés soit par 1a lactase
phloridzine hydrolase (LPH), ou par des micro-organismes coliques, ils peuvent également étre
transporté via un glucose dépendant du sodium transporteur (SGLT1) dans les entérocytes ou les
fragments de sucre sont éiminés par les B-glucosidases (Akhlaghi and Foshati, 2017 ;Wang et
al.,2018).

Les formes aglycones, une fois absorbées sont rapidement transformées en glucuronides
eten sulfates dans le foie. En raison de ces réactions de conjugai son aucuneaglycone flavonoide
libre ne peut étre trouvée dans le plasma ou I'urine, a I'exception descatéchines (Kumar and
Pandey, 2013).

Aprés I’hydrolyse des glycosides, les aglycones libérées sont absorbées par les enthérocytes
intestinaux ou ils seront glucuronidés par I’'UDP-GT5 (UDP-glucuronyl transférase) qui catalyse
le transfert d’un acide glucuronique de I’acide UDP-glucuronique aux flavonoides. Cette
glucuronidation a lieu généralement en position C’3, durant leur transfert de I’intestin vers la
veine porte hépatique. Les flavonoides contenant un noyau catéchol (catéchines et quercétine)
peuvent étre méthylés par la COMT6 (catéchol-O-methyltransférase) qui catalyse le transfert
d’un groupe méthyl de la S-adénosyl-L-méthionine aux flavonoides.

La portion de flavonoides qui n'est pas absorbée par I'intestin gréle, ainsi que lesmétabolites
conjugués qui sont excrétés dans la bile, seront exposés a la microflore du grosintestin, libérant

ains de nouveaux les aglycones en constituantprobablement un recyclage entérohépatique des
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flavonoides qui permet le maintien d’uneconcentration non négligeable dans le sang (Manach
and Donovan, 2004).

Finalement les flavonoides et leurs dérivés métabolises destinées vers | es tissus pourraitavoir
un effet biologique potentiel ou serait éliminée de la circulation sanguine, ou lesmétabolites
hautement conjugués sont préférentiellement éliminés via la bile tandis que lesmoins conjugués
comme les monosulfatés sont préférentiellement excrétés via I’urine (Wang et a.,2018).

V-3-Effets biologiques des flavonoides

Les flavonoides sont des molécules de défense contre les organismes pathogenes,
leurspropriétés ont été exploitées pour leurs effets thérapeutiques contre les microorganismes.
Lesflavonoides présentent de nombreuses activités: antioxydants, anti-inflammatoire,
antialergigue,antimicrobien,  antihelminthique,  hépatoprotecteur,  antihormonal, anti-
thrombotique, antivira, et activités antinéoplasiques.Certains ont des activités : inhibitrices
d’enzymes, diurétiques, vasodilatatrices,chimoprotectrices, antidiabétiques et prévention des
maladies cardiovasculaires. La majorité desactivités biologiques des flavonoides est due a leur
pouvoir antioxydant et chélateur. Plusieursétudes ont montré qu’un régime alimentaire riche en
flavonoides peut avoir des effets bénéfiquessur |a santé (Sharma et a.,2008 ;Saffidine, 2015).

V-3-1-Activité antioxydant des flavonoides

Presque tous les groupes de flavonoides ont la capacité d'agir comme antioxydants.
Lesflavones et les catéchines semblent étre les flavonoides les plus puissants pour
protéger|'organisme contre les espéces réactives de I'oxygene. Les flavonoides peuvent interférer
avec =
3 systémes différents produisant des radicaux libres, mais ils peuvent également augmenter
lafonction des antioxydants endogenes (Nijveldt et a.,2001).

Le mode daction complet des flavonoides comprennent : piéger les especes
réactives,chélater le métal, supprimer les enzymes associées ala génération de radicaux libres, et
stimulerle systéme enzymatique antioxidant. Notons que sous certaines conditions, les
flavonoides sont cependant susceptibles de se comporter comme des agents prooxydantset
d’engendrer une altération des protéines, de I’ADN ou encore des lipidesmembranaires et des
glucides (Banjarnahor and Artanti, 2015).
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> Piégeage desradicaux libres

Les flavonoides fonctionnent comme des charognards des radicaux libres par la donation
rapide d'un atome d'hydrogene aux radicaux.Les flavonoides en général et les flavan-3-ols en
particulier sont de bons piégeurs des radicaux libres.

L'exigence structurelle considérée comme essentielle pour I'élimination efficace des radicaux par
les flavonoides est :
La présence d'un 3 '4'-dihydroxy, c'est-a-dire, un groupe o-dihydroxydans le cycle B,
possedant un donneur d'électrons et étre une cible radicale.
La double liaison C2-C3 conjuguée a un groupe 4-céto, qui est responsable de |'éectron
de I'anneau b, améliore encore |la capacité de balayage des radicaux,et |a saturation de la
liaison 2,3-double est censée provoquer une perte d'activité potentiel.
La présence a la fois des groupes 3-OH et 5-OH en combinaison avec une fonction 4-
carbonyle et une double liaison C2-C3 augmente I'activité de piégeage du radical (figure
14) (Amic et a., 2003).

Figure 14 : Les caractéristiques structurelles des flavonoides avec une

activité de piégeage des radicaux libres élevée (Amic et al., 2003)
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[-Matériels et méthodes
[-1-Matériel végétal

La plante(Ephedraalata) a été achetée chez un herboriste, |a partie qui a été utilisé c'est la
partie agrienne. Le matériel végétal a été séché a I'obscurité et a I'abri de I'humidité et a

température ambiante, la plante est broyées et stockée soigneusement apres sechage.
I-1-1-Méthodes d’extraction (Préparation de I’extrait de la plante)

L’extrait hydro-méthanolique brut est préparé par macération a froid de 100 g de matériel
végétal dans méthanol-eau (70 :30 V/V) atempérature ambiante pendant 48h, Cette opération est
répétée trois fois ,avec renouvellement du solvant chaque 48 h . Apreés filtration, les filtrats sont
rassemblés, puis concentrés sous vide a45°C en utilisant un évaporateur rotatif. Le résidu sec

obtenu est pesé puis conserve dans un flacon sombre pour effectuer les éudes ultérieures.

[-2-Expérimentations animale
[-2-1-Animaux et conditions d’hébergement

Notre étude a éte réalisée sur vingt-quatre (24) rats males de soucheWistar Albinos, pesant
entre (212- 293) g, produits au niveau de I’ animalerie du département de biologie animale,
faculté des sciences de la nature et de la vie, Université des Fréres Mentouri Constantine. Dés
leur réception, les rats sont placés aléatoirement en groupe de 4 dans des cages standard pour une
période d’acclimatation (2 semaines) avant d’étre utilisés dans les differentes expériences.
Pendant cette période les animaux ont un acces libre a la nourriture et a I’eau et sont maintenus

dans une animalerie a température constante, soumis a un cycle de lumiére/obscurité de 12/12h.

|-2-2-L a néphrotoxicité induite par la gentamicine

Pour réalisé le modéle de néphrotoxicité, nous avons utilisé la gentamicine dissoute dans
une solution de chlorure de sodium a 0.9 % et administrée par injection intra-péritonéale avec
une dose 80 mg/kg (un volume de 2 ml / kg), une fois par jour pendant 10 jours.Pour les témoins
(lot 1 et 1), un volume équivalent de chlorure de sodium & 0.9 % a été administré par voie intra-
péritonéale.

E
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| -2-3-Traitement des animaux

Touteslesratson était divisés en quatre groupes de 6 rats chacun :

Groupel (T) : Lot témoinregoit chaque jour par gavage I’eau distillée et 1 heure aprés, par voie
intra-péeritonéale I’eau physiologique pendant une période de 10 jours.

Groupe Il (EXT) : Recoit chaque jour par gavage 100 mg/kg de I’extrait et I’eau physiologique
par voieintra-péritonéale (a partir du 4°"jour).

Groupe lll (GM) : Gentamicine : regoit par voie intra-péritonéale, 80mg/kg de la gentamicine
pendant une période de 10 jours.

Groupe VI (GM+EXT): Gentamicine + Extrait de la Plante; recoit chague jour par gavage 100
mg/kg de I’extrait et 1 h aprés, par voie intra-péritonéale 80mg/kg de gentamicine (& partir du

4°™jour).

Apres le traitement, les rates sont anesthésiées par chloroforme apres 16 h de jeline et
sont sacrifiées(par décapitation). Au moment du sacrifice, le sang est collecté sur des tubes secs
pour lesanalyses biochimiques. Le sang récupéré est immediatement centrifugé a 4000 t/min

pendant 10 minutes a 10°C centrifugeuse, pour I’analyse des parameétres biochimiques.

Apres ladissection les reins sont soigneusement prélevés, rincés avec |'eauphysiologique,
ensuite pesés. Une partie du rein est récupérée dans des flacons de formol(10%) pour faire
I'étude histologique. Les homogeénats des organes sont préparés pour ledosage des parameétres du

stress oxydatif tissulaires (malondia déhyde, glutathion réduit,glutathion peroxydase et catalase).
| -2-4-Dosage des parameétres biochimiques
|-2-4-1-Dosage de |'urée sérique
» Principe

Le dosage del’urée sérique a été effectué en utilisant le Kit de réactif de I'urée
sérique.L’uréase catalyse I’hnémolyse de I’urée présente dans I’échantillon, en ammoniac (NHz)
et enanhydride carbonique (CO,). L’ammoniac formé est incorporé a I’a-cétoglutarate par
I’actiondu glutamate déshydrogénase (GLDH) avec oxydation paralléle de la NADH a la NAD™:

Uréase

Urée+ H,0 + 2H* 3NH; + CO,
2 NHs3 + a-Cétoglutarate + NA ~ —CLPH | DHH,O + NAD+ + L-Glutamate
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La diminution de la concentration de NAD*dans la méthode est proportionnelle & laconcentration

d'urée dans I’échantillon testé. L’absorption est mesuree a 340 nm.

|-2-4-2-Dosage de |la créatinine sérique
» Principe

Dans notre étude, |a créatinine a été déterminée en utilisant des Kits dont le principe est la
formation d’un complexe créatinine-picrate par la réaction de la créatinine de |’ échantillon
avec le picrate dans un milieu basique. L’augmentation de I’absorbance a 500 nm est

proportionnelle ala concentration de la créatinine dans I”échantillon.

| -2-5-Dosage des parameétres du stress oxydant
|-2-5-1-Dosage Peroxydation lipidique

La peroxydation lipidique dans le foie est évaluée par le dosage demalondiadéhyde
(MDA) sdon la méhode d’Uchiyama and Mihara, 1978. Le MDA est I’'un desproduits
terminaux de la décomposition des acides gras polyinsaturés (PUFA) sous I’effet desradicaux
libres libérés au cours du stress. En milieu acide et a chaud (pH 2 a3, 100 °C) unemolécule de
MDA est condensée avec deux molécules de thiobarbiturique (TBA) pour formerun complexe

coloré en rose (lecture 2532 nm).

Pour le dosage du MDA, 20%dufoieest additionné a un solution de KCI (1.15 %)puis
broyage par un homogénéiseur de Dounce (Kontes, Glass companyan 1S0-9001 steeredfirm,
New Jersey USA). A 05 ml de I’homogénat; 0,5 ml d’acide phosphorique 20 % et 1
mLd’acidethiobarbiturique (TBA) 0,67 % sont additionnés. Le mélange est chauffé a 100
°Cpendant45 minutes, refroidi puis additionné de 4 ml de n-butanol. Apres centrifugation de
15minutes & 3000 tours/minute, [I’absorbance est déterminée sur le surnageant

auspectrophotomeétre a 532 nm.
|-2-5-2-Dosage de glutathion (GSH)

Le dosage du GSH est basé sur la méthode colorimétrique d’Ellman (1959).Le dosage de
glutathion est basé sur la réaction d’oxydation du GSH par I’acide 5, 5’- Dithiobis 2-

nitrobenzoique (DTNB) libérant ainsi I’acide thionitrobenzoique (TNB) absorbant a 412 nm,
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Pour ce dosage, un gramme de chague organes (frais ou congelé) est homogénéisé dans
troisvolumes de TCA 5 % a I’aide d’un broyeur de Dounce puis centrifugé a 2000 rpm. 50
uldesurnageant sont dilués dans 10 ml de tampon phosphate (0,1 M, pH 8). A 3 ml du méange
dedilution, 20 pl de DTNB (0,01 M) sont additionnés.L’absorbance est lue a 412 nm contre un

blanc préparé dans les mémes conditions avec IeTCA 5 %.

| -2-5-3-Evaluation de I’activité enzymatique de la GPx

Pour estimer I'activité enzymatique de la glutathion peroxydase nous avons utilisé la
méthode de Flohe et Gunzler (1984) qui reposent sur la réduction de I’'H,O, en présence de
glutathion réduit (GSH), qui se transforme en une (GSSH) en présence de la GPx selon la

réaction suivante:

GPx
H,0,+ 2GSH —» GSSH + 2H,0

Incubation de 0.2ml de I’homogénat avec 0.4ml de GSH (0.1mM) et 0.2ml de solution
TBS (Tris 50mM, NaCl 150mM, P" 7.4) dans un bain-marie & 25 ° C pendant 5 minutes.
Ajoutée 0,2 ml de H,O, (1,3 mM) laisse a interagir pendant 10 minutes, puis gouter 1 ml de
TCA (1%), Le mélange est placé dans la glace pendant 30 minutes,Apres avoir procédé de
centrifugation, Prendre 0,48 ml de surnageant et gjouté a sa 2,2ml de la solution TBS et 0,32 ml

de solution DTNB (1 mM). Apres 5 minutes I’absorbance est lue a 412nm.

[-3-Etude histologique
Les coupes histologiques ont été réalisees cliniques d’urologie-Néphrologie et
transplantation réna daksi-constantine. La technigue comporte cing étapes principales:
|-3-1-La fixation des échantillons

Apres la décapitation des rats, des fragments du rein des quatre lots ont été
rapidementfixés dans le formaldéhyde 10% afin d’immobiliser les structures cellulaires tout

enconservant leurs morphologies et entrainant leur insolubilité.

|-3-2-La déshydratation et I’éclaircissement des échantillons
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Apres la fixation les échantillons sont retirés du formol puis rincées a I’eau
distilléeensuite, ils sont placés dans des cassettes spéciaes a parois trouées. La déshydratation se
faiten utilisant un automate (Leica TP 1020) qui fait immerger les cassettes des échantillons
dansdes bains successifs d’éthanol a concentration croissante (70 %, 95 % et 100 %), puis
dansdes bains de xylene pour I’éclaircissement des tissus et en fin les piéces sont plongées

dansdes bains de paraffine liquide qui va peu a peu pénétrer les tissus en remplacant |e solvant.

[-3-3-L’inclusion des échantillons

Apres la saturation des échantillons par la paraffine liquide ils sont inclus par leparaffine
dans de petits moules a fond plat afin de construire des blocs, pour faciliter sa coupeen utilisant
I’appareil a inclusion « Leica EG 1150 C » refermant un réservoir de paraffinemaintenue a I’état
liquide par un systeme de chauffage, et une plague métallique réfrigéréepour obtenir la
solidification rapide du bloc de paraffine contenant le tissu.

|-3-4-La réalisation des coupes histopathologique
Apres I’étape d’inclusion, Les blocs de paraffine sont coupés en tranches minces de 4 &

5 ym gréce a un microtome « Leica RM 2125 RT ». Les coupes sont éaées sur des lames
deverre et collées sur la lame par I'utilisation de gélatine liquide. Les lames sont ensuite
placéesdans un bain marie pour déparaffiner les coupes puis séchées dans une étuve a 60°C

pendant2 heures.

|-3-5-La coloration

Les coupes sont colorées par I’utilisation de la technique a I’Hématoxyline-Eosine

selonles étapes suivantes:

» lavagesdes lames a I’eau du robinet puis rincage a I’eau distillée.

» Les lames sont Immergées dans un bain d’Hématoxyline de Harris (15 minutes)
quicolore en bleu violacée les structures basophiles (noyaux).

» La différenciation des coupes dans 100 mL d’alcool éthylique & 70 % et 50 ml

d’acideHCI puis lavages dans un bain d’eau du robinet.

|
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» Les lames sont plongées dans un bain d’eau ammoniacale a 2 % afin de Bleuir lescoupes
puis Immerger dans un bain d’Eosine (15 secondes a 2 minutes) qui colore enrose les
structures acidophiles (cytoplasme).

» Apres sechage, le montage des lames a été ensuite effectué pour pouvoir les examiner
adifférents grossissements a I’aide du microscope optique muni d’un appareil photo

intégré.

|-4-Evaluation statistique

Les résultats ont été exprimés sous forme de moyennes et écart-types. L’évaluation
statistique est effectuée en utilisant le test t de Student. La valeur trouvée par le calcul du t peut
affirmer que les populations sont différentes avec un risque d’erreur p tel que:
ns: p > 0,05 = la différence n’est pas significative-

*:0,05>p> 0,01 = ladifférence est significative:
** . 0,05>p> 0,001 = ladifférence est hautement significative-

*** - p < 0,001 = ladifférence est tres hautement significative.

|
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| -Résultats

I-1-L’effet protecteur de I’extrait de la plante sur la fonction rénale altérée par la
gentamicine
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Figure 15 : L’effet de la gentamicine et I’extrait de la plante sur letaux dela Créatinine.
Les valeurs sont données en moyenne + Ecart type. ** : P< 0.01, *** : P< 0.001,
a: Groupes comparés au groupe témoin.
b : Groupes compar és au groupe GM

L’effet de la Gentamicine sur les fonctions rénales avec ou sans I’extrait de la plante est
illustré par lafigure 15. Sur cette figure on constate une élévation tres significative (p< 0.001) du
taux la créatinine, cette augmentation est due a I’altération de la fonction rénale cause par la
gentamicine. Par contre chez les rats traités par GM+l’extrait 100mg/kg, I’administration de
I’extraits temporise (p< 0.01) I’effet dela GM et normalise la valeur de la créatinine.
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Figure 16 : Influence de I’administration de I’extrait de la sur le taux de I’Urée chez les différents lots.
Les valeurs sont données en moyenne + Ecart type. ** : P< 0.01, *** : P< 0.001,
a: Groupescompar és au groupe témoin.
b : Groupescomparés au groupe GM
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Les résultats obtenus dans notre travail ont montré que I’administration journaliere de la
gentamicine (80 mg / Kg) a provoqué une augmentation significative (p<0.01) dans
laconcentration de I’urée sérique par rapport au groupe témoin (T). Une diminution hautement
significative (p<0.001) de I’Urée chez le groupe (GM+EXT) par rapport au groupe (GM).
Concernent le groupe des rats sains, |’administration journaliéere de la méme dose de |’extrait

pendant 10 jours n’a pas altéré la concentration sérique de I’ urée.

|-2-L’effet de la plante sur les parameétres du stress oxydant

[-2-1-Variation de la concentration rénale en molonydialdéhyde (MDA)
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Figure 17 : Effet de I’extrait de la plante (100 mg / kg) et la gentamicine sur le taux rénale en
MDA.
Les valeurs sont données en moyenne + Ecart type. ** : P< 0.01, *** : P< 0.001,
a: Groupescompar és au groupe témoin.
b : Groupescompar és au groupe GM

La figure 17 illustre I’effet de I’extrait de la plante (100mg/kg)sur la variation dutaux
rénale en MDAchez les rats traités par GMpar rapport aux témoins.La néphrotoxicité provoquee
est associée a une peroxydation lipidique exprimée par uneaugmentation trés hautement
significative (p < 0.001)du taux du MDA au niveau rénalechez lesrats recevant GM par rapport

au groupe témoin normal.

E
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Par contre un traitement de 10 jours par I’extrait de la plante (GM+EXT) a baissé
significativement (p < 0.01)le taux du MDAréna par rapport aux témoins traités par la
gentamicine. Donc, le prétraitement par I’extrait diminue I’oxydation des lipides chez les rats et

normalise lavaleur du MDA comparée au groupe témoin.

[-2-2-Variation du taux rénal en glutathion réduit GSH
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Figure 18: Effet de I’extrait de la plante (100 mg / kg) et la gentamicine sur le taux rénale en
GSH.
Les valeurs sont données en moyenne + Ecart type. ** : P< 0.01, *** : P< 0.001,
a: Groupescompar és au groupe témoin.
b: Groupescompar és au groupe GM

Les résultats obtenus dans notre é&ude montrent une diminution hautement significative(p
< 0.001) du taux du GSH rénaldans le groupe traité par la GM, par rapporta celui enregistré chez
les témoins.Par contre chez les rats traités par |’extrait de plante pendant 10 joursa la dose
quotidienne de 100 mg/kg, nous avons constaté une augmentation significative (p < 0.01)du taux
tissulairede glutathion réduit (GSH) rénale.
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|-2-3-Effet de I’extrait e de la plante Sur I’activite de la Glutathion péroxydase (GPx)
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Figure 19 : Effet de I’extrait de la plante (100 mg / kg) et la gentamicine sur I’activité rénale de la
GPx
Les valeurs sont données en moyenne + Ecart type. ** : P< 0.01, *** : P< 0.001,
a: Groupes comparés au groupe témoin.
b: Groupes comparés au groupe GM

L activité de la GPx dans I’lhomogénat du rein a diminué (p< 0.001) chez les rats traités
par la GM seule par rapport a celle mesurée chez les témoins.Par contre un traitement de
concomitance par I’extrait de la plante (100mg/kg) a provoqué une augmentation significative de

I”activité de la GPx au niveau rénalchez les rats néphrotoxiques.

|-3-Etude histologique

L’étude histologique des reins du groupe témoin et le groupe traité par extrait a montré un
aspect histologique bien conservé ou on observe un glomérule normale (Image A). la section
rénale des rats traités par I’extrait et gentamicine a montré une image histologique proche de
celle du groupe témoin (Image D ) . I’examan microscopique des coupes rénales des rats traité
par le gentamicine (80mg /kg ) a montré un début de nécrose (Image B ).

W]
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Figure 20 : Observation microscopique des coupes histologique desreinsdesrats

A: Témoin, B: Gentamicine (80 mg/kg); C:Extrait ; D:Gentamicine+Extrait (x400).
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|- Discussion

La gentamicine (GM) est un aminoglycoside, utilisée pour traiter les infections Gram-
négative et certaines especes des bactéries Gram-positive. L’activité bactéricide de la
gentamicine repose sur I’inhibition de la synthese des protéines bactériennes par liaison aux
ribosomes . Il est considéré comme I'un des agents préférés dans le traitement d'une variété de
situations cliniques en raison de son efficacité et de son faible colt (Moules et a., 2004).

L'effet secondaire majeur des aminosides est la néphrotoxicité, et la prévalence des lésions
rénales au cours du traitement par ce médicament est d'environ 30 % malgré une surveillance
meédi camenteuse attentive .Des études récentes ont démontré que la toxicité rénale induite par le
GM est liée a son accumulation sélective dans les cdllules tubulaires proximales, environ 5 a 50
fois plus devé que les taux plasmatiques. Les mécanismes sous-jacents a la néphropathie a
médiation GM ne sont pas complétement compris. Cependant, des études ont montré que
I'administration de GM augmente la production d'especes réactives de I'oxygene (ROS), la
lipoperoxydation rénale et synthese d'oxyde nitrique (NO). D'autre part, GM épuise les
antioxydants protecteurs, comme le glutathion (GSH) et inhibe les activités des capteurs de
radicaux libres enzymatiques, tels que la catalase (CAT), la superoxyde dismutase (SOD) et la
glutathion peroxydase (GPx) (Ghaznavi et al., 2017).

Par ailleurs, plusieurs études expérimentales in vivo et in vitro ont éé publiées sur
I’implication des mitochondries rénales dans la néphrotoxicité de la gentamicine et le role des
molécules & pouvoir antioxydants des plantes médicinales et des flavonoides, soit dans
I’atténuation soit dans la prévention de cette néphrotoxicité (Ali et al., 2011).

A partir de ces données, nous nous sommes fixés les objectifs suivants :

> Etude de lanéphrotoxicité induite par la gentamicine chez lerat de type Wistar Albino.

> Etude de I'effet néphroprotecteur et antioxydant de I'extrait brut d'Ephedra alata apres 10

jours de traitement en association avec la gentamicine en mesurant l'activité del’urée et la

créatininedans le sérum et le systéme de défense antioxydant MDA, GSH et GPx danslesreins.

Dans notre éude on a constaté que le traitement par la GM a une dose de (80 mg/kg)
pendant 10 jours induit une néphrotoxicité caractérisee par I’élévation significative (p<0, 01 ;

p<0, 001) de I’activité sérique de l'urée et de la créatinine respectivement qui sont des
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marqueurs associées a une atteinte rénal. Nous avons constaté que nos résultats sont cohérents
avec ceux apportés par (Lakshmi et a., 2009 ; Ehsania et al., 2017). I’élévation significative de
I'urée et de la créatinine dans le groupe des rats traités avec la gentamicine représente un
indicateur de la nécrose tubulaire sevére (Y oshikawaet al., 2006).

D’autre part plusieurs chercheurs (Atessahin et al., 2003; Nakajima et al., 1994) ont rapporté
gue les traitements avec GM produisent une néphrotoxicité, évidente par la réduction des
fonctions rénales qui se caractérise par une augmentation du taux sérique de la créatinine et
d'urée accompagnée d'une atération de lafonction glomérulaire (Karahan et a., 2005).

L’administration de I’extrait brut de la plante Ephedra alata aux rats traités par le GM a
diminué la concentration plasmatique de I’urée et de la créatinine ces résultats peuvent étre dus
soit a I’activité antioxydante de la plante, soit a ces actions bénéfiques au niveau desreins.

Le stress oxydatif cellulaire rénal est produit souvent lors de I’apparition du désequilibre
entre les pro-oxydants et les antioxydants (Sung et al., 2013) . La peroxydation lipidique est
probablement le produit le plus largement considéré créer par les radicaux libres et qui est donc
considéré comme un excellent biomarqueur du stress (Messaoudi et al., 2009). Durant
I’exposition des rats a la gentamicine, nos résultats révelent que ce méedicament a provoqué une
augmentation trés hautement significative (p<0,001) du taux en MDA au niveau des reins ains
gu’une diminution trés hautement significative (p<0,001) dans le taux de GSH et GPy . Ces
résultats sont cohérents avec ceux apportés par (Karahanet al., 2005 ; Jeyanthi et al., 2010). Par
contre aprés un traitement de 10 jours par I’extrait de la plante Ephedra alata on remarque une
baisse du taux du MDA et une augmentation du taux de GSH et GPx réna par rapport aux
témoins traités par la gentamicine. Il a été constaté que le traitement avec certains extraits de
plantes en méme temps que la gentamicine dans le modéle animal augmente considérablement

I"activité des enzymes antioxydantes dans les échantillons de rein (Y aman and Balikci 2010).

Les résultats de notre étude histologique montrent que le traitement des rats males par 80
mg/kg de la gentamicine provogue des changements morphologiques au niveau des reins . On
observe une présence focale de de nécrose . En revanche le prétraitement avec la plante Ephedra
alata a diminué les changements morphologiques provoqués par la gentamicine (80mg/kg) au

niveau des riens.

Enfin, on peut dire que la néphrotoxicité induite par la gentamicine peut étre associée au
stress oxydatif, Selon notre éude, nous avons constaté que I'extrait de plante aidait a réduire les
effets toxiques causés par la gentamicine en inhibant la formation de radicaux libres et en
restaurant les systemes de défense antioxydants.
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Conclusion et perspectives

Au cours des derniéres annees, de nombreuses études ont démontré I’augmentation de la
production des espéces réactives de I’oxygéne au cour des maladies rénales. Les résultats
obtenus dans la présente éude montrent clairement que la gentamicine induit chez le rat une
néphrotoxicité caractérisee par I’augmentation de la créatininémie, de I’urémie une
augmentation significative des marqueurs du stress oxydant MDA et une diminution du

systéme de défense antioxydant enzymatique (GPx, GSH et CAT) et non enzymatique.

L’ensemble de nos travaux a permis de souligner I’effet néphroprotecteur de
I’administration de I’extrait brut d'Ephedra alata qui Peuvent étre dus a sa richesse en
composés polyphénoliques.

Nos résultats sont pour nous remarquables car ils ouvrent dans le future des perspectives
expérimentales qui devraient nous permettre de poursuivre cette éude par des analyses
phytochimique et pharmacotoxicologique, plus approfondis afin de mieux déterminer les
composeés actif responsables de ces activités et évaluer leur efficacité, leur innocuité et leur
synergie potentiel.

=



Résumé

Résumé

L’objectif de notre étude est d’évaluer I’effet néphroprotecteur de I’extrait d’une plante
medicinale Ephedra alata endémique a I’algérie contre la toxicité induite par gentamicine
chez des rats males de souche Wistar Albinos.Pour cela, 20 rats males Albinos Wistar, ont été

répartisen 4 groupes de 5.

Le premier servant un témoin positif qui a recu quotidiennement par gavage de I’eau
distillée , le deuxiéme, a recu I’eau physiologique (NaCl 0.9%) et I’extrait de plante de 100
mg/Kg, le troisieme et traité par la gentamicine d’une dose de 80 mg/Kg/jours parinjection
intrapéritonéale pendant 10 jours, le quatrieme , traité par la combinaison entre I’extra de la
plante par gavage a une dose de 100mg/Kg plus la gentamycine par injectionintrapéritonéale

aune dose de 80 mg/K g pendant la méme période.

A partir de I’analyse de nosrésultats, on a constaté 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 observée que les résultats obtenus mettent en évidence une perturbation du
potentiel détoxifiant exprimé par la diminution du taux de glutathion rénal chez lesrats traités
avec la gentamicine par rapportaux animaux témoins et prétraités. Ainsi une diminution de
I’activité enzymatique de (GSH,GPX ) chez les mémes rats. Par ailleurs, la suplémentation de
I’extrait de laplante pendant 10 jours a une dose journaliére de 100 mg/kg a provogué une
diminution de laconcentration sérique de I’urée , et de la créatinine chez les rats traités par
lagentamicine. D’autre part, I’extrait de la plante a également entrainé une netteamélioration

du statut antioxydant danslesreins.

En conclusion, la présente étude suggeére que I’extrait des de plante Ephedra alata a un
effet bénéfigue sur la néphrotoxicité provoquée par la gentamicine et du stress oxydant, en
activant les enzymes antioxydantes et en diminuant la peroxydation lipidique au niveau
rénae.

Mots clés :Gentamicine, néphrotoxicité, Ephedra alata



Abstract

Abstract

The objective of our study is to evaluate the nephroprotective effect of the Ephedra alata
extract of Algerian endemic medicinal plant against gentamicin-induced toxicity in male
Wistar albino strain rats. For this, 20 male albinos wistar rats were divided into 4 groups of 5
rats. Thefirst used awitness who serving received daily gavage of distilled water , the second,
received physiological saline (NaCl 0.9%) and plant extract 100 mg / kg, the third and treated
with gentamicin at dose of 80 mg/ kg / day by intraperitoneal injection for 10 days, the fourth
treated with combination of extract of the plant by gavage at a dose of 100mg / kg plus

gentamycin by IP injection at a dose of 80 mg/ kg during the same period.

From the analysis of our results, there was a considerable increase in serum creatinine and
urea levels in treated rats by gentamicin aone, but no change in these parameters in the
control group. We also observed that the results obtained highlight disruption of the
detoxifying potential expressed by the reduction in rena and hepatic glutathione in rats
treated with gentamicin compared with control and pretreated animals. While, we observed a

decrease in enzymatic activity of ( GPX and GSH ) in the samerats.

In addition, the supplémentationof extract of the plant for 10 days at a daily dose of 100
mg / kg caused a decrease in the serum concentration of urea, and creatinine in rats treated
with gentamicin.On the other hand, the extract of the plant also resulted in improvement in
antioxidant status in the kidneys.

In conclusion, the present study suggests that Ephedra alata plant extract has a beneficia
effect on the nephrotoxicity caused by gentamicin and oxidative stress, by activating

antioxidant enzymes and decreasing lipid peroxidation at the renal level.

Key word :Gentamicine, nephrotoxicity, Ephedra alata
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L’objectif de notre étude est d’évaluer I’effet néphroprotecteur de I’extrait d’une plante
médicinale Ephedra alata endémique a I’algérie contre la toxicité induite par gentamicine chez des
rats males de souche Wistar Albinos.Pour cela, 20 rats males Albinos Wistar, ont été répartisen 4
groupes de 5.

Le premier servant un témoin positif qui a recu quotidiennement par gavage de I’eau
distillée , le deuxieme, a recu I’eau physiologique (NaCl 0.9%) et I’extrait de plante de 100 mg/Kg,
le troisiéme et traité par la gentamicine d’une dose de 80 mg/Kg/jours parinjection intrapéritonéale
pendant 10 jours, le quatrieme , traité par la combinaison entre I’extra de la plante par gavage a une
dose de 100mg/Kg plus la gentamycine par injectionintrapéritonéale a une dose de 80 mg/Kg
pendant la méme période.

A partir de I’analyse de nosrésultats, on a constaté 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
destémoins.

On a également observé que les résultats obtenus mettent en évidence une perturbation du
potentiel détoxifiant exprimeé par la diminution du taux de glutathion rénal chez les rats traités avec
la gentamicine par rapportaux animaux témoins et prétraités. Ainsi une diminution de I’activité
enzymatique de (GSH,GPX ) chez les mémes rats. Par ailleurs, la suplémentation de I’extrait de

Mots clés : Gentamicine, Ephedra alata, néphrotoxicité .
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