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Introduction

Malgré ses effets indésirables, la chimiothérapie reste 1’une des approches les plus inévitable
pour affronter les atteintes d’origine tumorales. Vu son profil toxicique progressif, les agents
chimio-thérapeutiques produisent des toxicités organiques aigués ou chroniques au niveaux

de différents organes.

La cardiotoxicité induite par le cyclophosphamide (CPA) pose un risque majeur pour la santé
humaine et devient une préoccupation sérieuse en cardio-oncologie [1]. Les améliorations
apportées aux traitements anticancéreux ont entrainé une amélioration de la survie globale
et sans progression dans la prise en charge d’un nombre croissant de tumeurs malignes.

Cependant, les effets secondaires cardiovasculaires tardifs restent un probléme concomitant

[2].

Le CPA est un agent alkylant puissant largement utilis¢é comme anticancéreux contre
différents types de tumeurs humaines et immunosuppresseur. L’utilisation de la CPA a été
associée a plusieurs effets toxiques au niveau de différents organes. Une dose ¢levée de CPA
peut induire une cardiotoxicité aigué durant les 10 jours suivant son administration, qui peut
aller vers une lésion endothéliale, une myopéricardite hémorragique, arythmies, une

insuffisance cardiaque congestive ou une dépression myocardique mortelle.

La physiopathologie des 1ésions cardiaques induites par le CPA est moins congue [3]; bien
que ’on pense que ses métabolites induisent un stress oxydatif et des 1ésions capillaires
endothéliales directes avec extravasation de protéines, d’érythrocytes et de métabolites
toxiques qui en résulte [4] .La présence des métabolites toxiques, la dégradation des cellules
endothéliales contribuent a endommager directement le myocarde et les vaisseaux sanguins
capillaires, entralnant un cedéme, une hémorragie interstitielle et la formation d’une

microthrombose [5].

Les mécanismes de la cardiotoxicité induite par le CPA englobent le stress oxydatif et
nitrosatif, la formation d’adduits protéiques qui conduisent a I’inflammation des
cardiomyocytes, I’altération de I’homeéostasie calcique, la mort cellulaire programmeée, le
gonflement des cardiomyocytes, la division nucléaire, la vacuolisation et 1’altération des

voies de signalisation.

L’utilisation des plantes et des produits a base de plantes dans le traitement des maladies est
connue de ’humanité depuis I’Antiquité [6]. Divers antioxydants naturels provenant de

plantes médicinales sont utilisés pour traiter différentes atteintes a travers le monde, etil y a

1
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eu un intérét significatif pour trouver des antioxydants naturels a partir de sources végétales

[7].

Vu les diverses propriétés biologiques bénéfiques que renferment les produits naturels
d’origine végétal, leur utilisation, comme thérapie adjuvante, est devenue une nécessité
incontournable qui se confirme d’un jour a 1’autre, en particulier ceux possédant un effet
antioxydant tels les flavonoides et les composés polyphénoliques. Plusieurs études ont
confirmé les roles cardioprotecteurs, hépatoprotecteurs, antidiabétiques, antibactériennes et
anticancéreux que peuvent jouer ces métabolites secondaires [8] Les polyphénols sont
habituellement répandus dans le régne végétal, ils se distinguent par la présence d’un cycle
aromatique sur lequel s’attachent des groupements (—OH) qui leur attribuent I’avantage

d’une diversité structurelle dotée d’un large spectre d’activités biologiques [9].

Le screening phytochimique de certaines espéces a montré que le genre Bupleurum
constituait une panoplie de métabolites secondaires tels que les tanins, les stéroides, les
alcaloides, les polyphénols, les terpénoides, ce qui pourrait expliquer la diversité de son

activité pharmacologique [10].

Récemment, quelques méthodes quantitatives de chromatographie liquide a haute
performance ultraviolette (HPLC-UV) et UPLC-photodiodes ont ¢été¢ établies pour la
détermination simultanée des flavonoides dans les parties de plusieurs especes de
Bupleurum. La plupart des flavonoides du genre sont des dérivés des flavonols, aglycones,

kaempférol, isorhamnétine ou quercétine[11] .

Bien que ’espéces de Bupleurum lancifolium soit utilisée dans la médecine traditionnelle
algérienne pour traiter différentes atteintes, aucune étude scientifique sur les actions
pharmacologiques liées a I’activité cardioprotectrice n’a été effectuée au niveau du territoire

national.

Ainsi, la présente étude vise a évaluer I’activité antioxydant et cadioprotective in vivo de I’
extrait n- BuOH de la plante Bupleurum lancifolium (BEB) vis-a-vis la cardiotoxicité induite
par le CPA en servant du rat Albino wistar comme modé¢le biologique. Ceci pour mieux
concevoir des mécanismes moléculaires envisageables aidant a prévenir ou atténuer la

cardiotoxicité provoquée par le CPA via I’utilisation de cette plante.

Pour pallier les différents axes de cette investigation, nous avons adopter la méthodologie

suivante :
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1. Evaluation des biomarqueurs de la cardiotoxicité induite par le CPA
2. Evaluation des différents marqueurs du stress oxydant induit par le CPA.

3. Etude histopathologique

Cette ¢tude fondée sur une documentation fondamentale et actualisée, a permis de

structurer notre manuscrit en quatre chapitres .



La premieére partie:
Etude

bibliographique



Chapitre 01 : Anatomie et Physiologie du ceeur

I. Données Bibliographiques
1. Anatomie et physiologie du ceeur

1.1. L'appareil cardiovasculaire

Le systéme cardiovasculaire est divisé en deux parties principales : le coeur, qui pompe le
sang, et les vaisseaux sanguins, qui forment un réseau pour faire circuler le sang. Le systéme
lymphatique est étroitement li¢ au systeéme cardiovasculaire, tant sur le plan structurel que
fonctionnel. Les deux systémes communiquent et sont étroitement li€s, le cceur pompant le
sang a travers deux systémes vasculaires distincts : la circulation pulmonaire et la circulation

systémique [12].
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Circulation des
tissus vers la téte
el la partie supérieure

du corps
i \ ~ Poumon
p f TE /
"" ,.'/ 5 5 = - < 2 ‘,\\\

,'. :"l /‘\ \\ A
oY ' / \ .
E ) l/ *>co)

" O, ==¢ ; /
e == / o, |
\. Capillanres\ - ;/ B <

\ pulmonaires
\ > R —

&~

Circulation pulmonaire

Circulation des
tissus vers la
partie inférieure du corps

Circulation systémique

Figure 1. La petite et la grande circulation [73/.

Dans la circulation pulmonaire, le c6té droit du cceur pompe le sang vers les poumons, ou
il subit un échange gazeux crucial, tandis que le co6té gauche envoie le sang vers la circulation

systémique, ou il est filtré et excrété [14](Figure 1).



Chapitre 01 : Anatomie et Physiologie du ceeur

La petite circulation, également appelée circulation pulmonaire, commence par drainer le
sang pauvre, oxygéné et riche en dioxyde de carbone vers la valvule cardiaque droite. I1 est
ensuite pompé vers les poumons, ou il est enrichi et débarrassé. Une fois oxygéné, le sang

retourne vers l'oreille gauche [13].

Le systéme vasculaire se compose de trois types de vaisseaux sanguins : les artéres, qui
transportent le sang du cceur vers les tissus ; les veines, qui reconduisent le sang des tissus
vers le ceeur ; et capillaires, vaisseaux sanguins d'importance microscopique qui constituent
une union physiologique importante, car c'est la seule partie permanente du systeme

circulatoire [15, 16] (Figure 1).
1.2. Anatomie du cceur

Le cceur est un muscle creux, conique, mesurant 12 cm sur 9 cm et pesant entre 250 et
300g. Il repose sur le diaphragme, prés du centre de la cage thoracique dans le médiastin, un
espace qui s'étend du sternum a I'avant, a la colonne vertébrale a l'arricre, et qui est compris
entre les deux poumons. L'apex est la pointe du cone représentant le cceur, elle est tournée
vers le bas a gauche, alors que la base est en haut [l16]

(Figure 2).

Artére carotide Artére carotide
primitive droite primitive gauche
(A. carotide commune (A carotide commune gauche)
Veine jugulaire droite) |

1 [
interne droite ~——___ ‘ Veine jugulaire

/ interne gauche

Tronc brachio-

céphalique ~_
~—— \ _— Artére +

_—~ veine sous-claviéres
gauches

(A. + V. subclaviéres gauches)

Artére sous-claviére
droite
(A. subclaviére droite)

Veine sous- —
claviére droite
(V. subclaviére droite)

— Ligament artériel

=
‘)’T,'

&

e Aorte ascendante

Veine cave _
supérieure
Tronc de l'artére
pulmonaire
Hile —
du poumon
droit

Ligne de réflexion
du péricarde

n»]' Auricule droit
J Oreillette droite Ventricule droit
(Atrium droit)

Ventricule gauche

Figure 2 . Position du cceur dans le thorax /716].
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1.2.1. Cavités et valves cardiaques

Le cceur est divisé en quatre cavités par le septum médial et transversal en deux cavités
supérieures : oreillette et deux cavités inférieures : ventricule, Les deux oreillettes sont
séparées par le septum inter-auriculaire (le septum entre les deux oreillettes), et Les deux
ventricules sont séparés par le septum inter-ventriculaire (SIV). Les oreillettes

communiquent avec les ventricules par les orifices auriculo-ventriculaires [14].

Le sang veineux passe de la périphérie a travers la veine cave inférieure (VCI) et la veine
cave supérieure (VCS) ; pour se connecte a la cavité droite. Apreés un enrichissement en
oxygene par angiogenese pulmonaire (microcirculation), le sang atteint le cceur gauche via

les veines pulmonaires.

Le sang riche en oxygeéne est éjecté du ventricule gauche vers le grand systéme

circulatoire [17].

Aorte

Artére pulmonaire

Ouverture des
artéres coronaires

Valvules
aortiques

sigmoides
Oreillette

Veine cave
supérieure

Oreillette droite

Veine
pulmonaire

Ventricule droit
Oreillette
droite

Valvule
mitrale

Valvule
tricuspide Ventricule

gauche

Cordages
tendineux Ventricule Septum
droit interventriculaire

Figure 3 . [llustration anatomique du cceur /73].
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Tableau 1 : Les cavités du coeur

Cavité du coté gauche

Cavité du coté droite

- l'oreillette gauche contient Les orifices
des quatre veines pulmonaires

- Le ventricule gauche expulse le sang de
l'aorte en traversant I'orifice aortique
composé de trois valvules aortiques
sigmoides.

— L'orifice auriculo-ventriculaire gauche :
la valve mitrale est constituée de 1° Anneau
mitral, deux valves mitrales (interne et

externe), ainsi que de piliers et cordages [18].

- L’Atrium droite : contient 'orifice des
deux veines « Les caves et 1'orifice du sinus
coronaire »

- Le ventricule droit expulse le sang vers
l'artére pulmonaire Par 'orifice pulmonaire
formé de trois valvules sigmoides pulmonaires

- L'orifice auriculo-ventriculaire droit : La
valve trisuppide est composée d’un anneau et
Trois valves (inférieure, antérieure, interne),

plus cordages et des piliers [18].

-Les valves du coeur

Chacun des orifices de communication entre les atriums et les ventricules ou entre les

ventricules et les artéres est équipé d'une valve, constituée de tissu conjonctif dense et

recouverte l'endocarde (Figure 4). Ces valves fonctionnent comme de véritables clapets anti-

retours qui s'ouvrent et se referment en fonction des pressions locales qui s'exercent de part

et d'autre. I s'agit donc d'une activité totalement passive. Ils ont pour fonction d'éviter toute

fuite sanguine [16].
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Antérieur

Trigone fibreux gauche

Gauche Droit

Faisceau atrioventriculaire

Anneau atrioventriculaire
gauche
de la valve mitrale

Anneau atrioventriculaire droit
de la valve tricuspide

Postérieur
Trigone fibreux droit

Figure 4 . Les valves du cceur /76/.

e Les valves atrioventriculaires
- Positionnée entre les oreillettes et les ventricules.
- A droite : Valve triangulaire (tricuspide) : Forme trois lames triangulaires.
- Gauche : Valve triangulaire (mitrale) : Représente deux lames triangulaires.
- A l'extrémité de ces lames se trouvent des cordons tendineux reliés a de petits muscles

situés sur la face interne des ventricules [19].

e Les valves sigmoides

Situées a la base des artéres sortant des ventricules, jouent un role crucial en empéchant
le reflux sanguin vers le coeur lors de la phase de repos du ventricule, appelée diastole. Ces
valves, a savoir la valve aortique et la valve pulmonaire, sont formées de trois lames semi-
lunaires en forme de coupe ou de nid de pigeon, dont une partie est fixée a la paroi de I’artére

[16].
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B
Nodule
Sinus aortique
Ostium Nodule
de lartere Sinus aortique Lunule
coronaire Artére
droite

coronaire
gauche

Artere ‘

Gauche Antérieure  Droite w(:jnrz'i:: Droite Postérieure Gauche
Valvules semilunaires Valvules semilunaires

Figure 5 . Les deux valves sigmoides. A. Valve pulmonaire. B. Valve aortique /76/.

1.2.2. Paroi cardiaque [14]

La paroi du cceur est constituée par trois couches :

® e péricarde a l'extérieur.
e le myocarde « tissu musculaire cardiaque ».

e ’endocarde a l'intérieur.
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_—— Endocarde

Myocarde

= e Ly Péricarde viscéral
Espace péricardique Péricarde

avec du liquide péricardique | séreux

Péricarde pariétal

T Péricarde fibreux

Figure 6 .Les couches de la paroi du cceur [716].

-Le péricarde

Le sac membraneux étanche, appelé péricarde (péri : "autour"), encercle, protége et
maintient solidement en position le cceur. 11 se compose de deux parties : une partie fibreuse
externe, tres solide et non élastique, qui attache le cceur au diaphragme et aux gros vaisseaux,
et une partie fibreuse interne, qui est une membrane composée de deux couches : une couche
pariétale externe attachée sous le péricarde fibreux et une couche fibreuse interne, attachée

au cceur lui-méme [14].

A l'intérieur de ces deux couches se trouve une trés petite particule de liquide clair ou
péricardique, qui est divisée par des cellules cardiaques périphériques. Cette couche de
liquide extrémement fine permet de réduire les frottements entre les deux membranes lors

des contractions cardiaques [19] .
-Le myocarde

Composé principalement de deux types de cellules musculaires et de tissu conjonctif, est
le moteur du cceur. Les cardiomyocytes indifférenciés, caractérisés par leur grande taille et
leur forme ramifiée, forment un réseau interconnecté favorisant une contraction
synchronisée, appelée syncytium fonctionnel. Ces cellules stockent le calcium nécessaire a
la contraction dans leur réticulum sarcoplasmique et sont riches en mitochondries pour
répondre a leur importante demande énergétique. En revanche, les cellules cardionectrices,
bien qu'elles se contractent peu, possedent la capacité¢ unique de générer des impulsions
électriques spontanées, jouant ainsi un rdle crucial dans la régulation du rythme cardiaque

en tant que cellules pacemaker [14, 16].
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Figure 7 . Les cardiomyocytes indifférenciés. Aspect histologique /76].

-L'endocarde

Il s'agit d'une membrane dérivée de l'endothélium qui recouvre la surface interne du
myocarde « facilite le flux sanguin et protege les parois contre I'érosion » et s'étend a

l'extérieur du coeur pour former 1'endothélium vasculaire [19].
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Figure 8 . Tissus de la paroi du cceur. A. Couches de la paroi du cceur : endocarde,
myocarde et péricarde. B. Tissu musculaire cardiaque //2].

1.3. Physiologie du cceur

1.3.1. Les Différents Types Cellulaires Présents dans le Cceur

Le cceur est un organe complexe composé de différents types de cellules, dont les

cardiomyocytes, les fibroblastes

Il en existe trois types

et les endothéliales. Les cardiomyocytes constituent

75 % du volume du cceur mais ne représentent que 20 % des cellules.

contractiles, cardionectrices et myoendocrines. Les

cardiomyocytes adultes sont spécialisés, diffus et ont perdu leur capacité de division. Ils sont
mononucléés et présentent un cytoplasme riche, un compartiment sarcoplasmique pour le
stockage et la libération du calcium, ainsi qu'une grande quantité de mitochondries. Les

fibroblastes représentent 70 % des cellules cardiaques et facilitent la synthése de la matrice

12
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extracellulaire, la cohésion du tissu musculaire et la transmission de la force. Les cellules
endothéliales éliminent le passage interne des vaisseaux sanguins et des cavités cardiaques,

jouant un role crucial dans le tonus cardiaque et I'hémostase [20].
1.3.2. Le fonctionnement du cceur

Le muscle cardiaque se contracte, et ses contractions (battements cardiaques) sont
réguliéres, rythmiques et adaptées aux besoins de l'organisme. Le coeur agit comme une
pompe, et ses battements doivent étre coordonnés. Cette coordination est assurée par le tissu
nodal, qui comprend des cellules musculaires autorégulées. Certaines de ces cellules,
appelées pacemaker, générent le rythme cardiaque et agissent comme des stimulateurs.

L'organisation du tissu nodal est la suivante (figure 9) [13, 21].

Faisceau

interauriculaire
Neceud sinusal

de Keith
et Flack

Faisceaux
interauriculaires

Fibres de Purkinje

Nceud de Tawara

ranch: roite et
(auriculo-ventriculaire) Branches droite e
gauche du faisceau

de His

Figure 9 . Le tissu nodal /73].

Le cceur contient plusieurs structures nodales responsables de la régulation de son rythme
cardiaque : le nceud sinusal situé dans la paroi des oreillettes, le nceud auriculo-ventriculaire
dans la cloison interauriculaire, le faisceau de His dans la cloison interventriculaire, et les
fibres de Purkinje dans la paroi des ventricules. Le nceud sinusal agit en tant que pacemaker,

dictant un rythme cardiaque normal de 60 a 100 battements par minute, tandis que le nceud
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auriculo-ventriculaire prend le relais en cas de dysfonctionnement, avec un rythme plus bas

d'environ 40 battements par minute [19].
1.3.3. Le cycle cardiaque

Au repos, le cceur bat a un rythme de 60 a 80 battements par minute. A chaque battement

cardiaque, ou cycle cardiaque, le cceur se contracte (systole) puis se relache (diastole) [12].

Dans le corps humain, les différentes étapes d'un cycle cardiaque sont identifiées a partir
d'un signal électrique global généré par le coeur, ce que nous appelons I'électrocardiogramme
(ECG). Le fonctionnement cellulaire du cceur dépend principalement de processus
chimiques régulés par l'action des ions calcium. Ces processus conduisent a la propagation
d'une onde électrique de dépolarisation a la surface du coeur. Cette dépolarisation est
essentielle car elle entraine finalement la contraction efficace des cellules musculaires du
cceur, ce qui permet de pomper le sang dans tout le corps. L'ECG, comme un outil de
diagnostic, nous permet d'observer et d'analyser les différentes phases du cycle cardiaque.
Par exemple, 'onde P représente la dépolarisation des oreillettes, le complexe QRS, qui
comprend les ondes Q, R et S, refléte la dépolarisation des ventricules, et I'onde T indique

la repolarisation des cellules musculaires ventriculaires [16, 21].

Systole
® auriculaire

Remplissage
ventriculaire
passif

\ Iy @

Contraction
ventriculaire

cardiaque

Relaxation

ventriculaire Ejection

Figure 10 . Le cycle cardiaque [13].
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2. Cardiotoxicité médicamenteuse

Le cceur peut souffrir d’une toxicité exogéne. De nombreux médicaments largement

de trouble

-Les troubles fonctionnelles ou 1ésionnelles.

utilisé qui peuvent provoquer une cardiotoxicité plus ou moins sévere. Il existe deux types

-Les troubles fonctionnels se caractérisent par des modifications du phénomene

¢lectrique du ceeur et non par des atteintes morphologiques et les troubles 1ésionnels

induisent des lésions cardiaques plus ou moins graves [22].

Tableau 2 : Médicaments ayant induit une cardiotoxicité et leurs manifestations /23]

Types Médicaments courants Manifestations cardiotoxiques
_ Clarithromycine | Torsade de pointe, allongement de
Macrolides . _ ‘
, azithromycine | l'intervalle QT
o Arythmie, myocardite,
B Lactames Pénicilline ' .
insuffisance cardiaque
) lincomycine et | Allongement de l'intervalle QT,
Lincomrade | ‘ . o
clindamycine tachycardie ventriculaire
‘ ‘ Allongement de l'intervalle QT,
Ciprofloxacine, . o
' ' tachycardie ventriculaire, évoluant
Quinolone | lévofloxacine, ) )
‘ _ parfois vers des arythmies graves
. moxifloxacine )
Anti- telles que la torsade de pointe.
. . Agents Allongement de l'intervalle QT,
infectieux 8 8 Q
Anti- antifongiques tachycardie ventriculaire
fongiques imidazolés
(Itraconazole)
‘ Bloc cardiaque, insuffisance
Anti- ) ] )
o Chloroquine | cardiaque congestive,
parasitaires . .
cardiomyopathie
o-Interféron Myocardite, bloc auriculo-
AT (IFN-0) ventriculaire, bradycardie
Amiodarone Allongement de l'intervalle QT
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Antiarythmique L Bloc auriculo-ventriculaire,
Digitaliques ' o
arythmie ventriculaire

Allongement de l'intervalle QT,

) o palpitations, arythmies,
Benamine, cétirizine, o ‘
) ) bradycardie sinusale, tachycardie
o . loratadine, desloratadine, o _
Antihistamines o supraventriculaire, tachycardie
lévocétirizine o )
ventriculaire, torsade de pointe,

fibrillation auriculaire, etc.

Favorisant la Allongement de l'intervalle QT et
motilité gastro- Dompéridone, cisapride arythmie.
intestinale

Arythmie (fibrillation auriculaire,

- Salbutamol
Bronchodilatateurs tachycardie sinusale, etc..).

2.1. Cardiotoxicité des médicaments anti cancéreux
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Figure 11 . Processus biologique complexe impliquant des événements cellulaires a
l'origine des 1ésions cardiaques /24].
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Tableau 3: Cardiotoxicité des médicaments anti cancereux

Classe

Cardiotoxicité

M¢écanise de toxicité cardiaque

-Anthracyclines et
Analogues

d'anthracyclines :

DOXORUBICINE
MITOXANTRONE

-Insuffisance cardiaque.

- Arythmie.
-Dysfonctionnement du
ventricule gauche.

-Myocardite aigué.

- Affecte directement les membranes
mitochondriales, en inhibant les
complexes de transport d'électrons et
en déclenchant la production de ROS.
- Les ROS dissipent le potentiel de la
membrane mitochondriale, ce qui
entraine une expansion
mitochondriale et I'ouverture du
mPTP.

- Augmente les peroxydes lipidiques
dans les mitochondries des
cardiomyocytes, inhibant les LPs
dans les mitochondries, réduisant la
production de ferroptose et régulant
l'expression de GPx4 dans les
mitochondries [25].

- inhibe l'autophagie mitochondriale,
ce qui entraine un dysfonctionnement
mitochondrial et la mort des
cardiomyocytes.

- active les autophagosomes,
augmente la protéine 1, diminue la
p62 et active la voie PINK1/Parkin.

- inhibe l'activité enzymatique de
Top2 et induit un double influx
d'ADN, conduisant a I'apoptose.

- inhiber I'expression de PGC-1a en
couplant Top2p, en augmentant la
production de ROS et en inhibant
l'expression de la SOD.
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- perturbe 'homéostasie du Ca2+
dans les cardiomyocytes, ce qui
affecte la force de contraction du
myocarde.

- Réduit I'expression de ' ARNm des
transporteurs de Ca2+ dans le SR et
la membrane plasmique.

- Inhibe les canaux d'échange
sodium-calcium, provoquant un
déséquilibre énergétique et une
détériorisation de la fonction

systolique [24, 26].

-Anticorps
monoclonal contre

HER2:

TRASTUZUMAB
LE BEVACIZUMAB

-Arythmie.

-Insuffisance cardiaque.

-Hypertension.
-Dysfonctionnement
ventriculaire gauche.

-(Edéme de Quincke.

- L'interaction HER2-HER4 inhibe
I'hétérodimérisation HER2-HER4,
augmentant les voies MAPK et
PI3K/Akt.

- Ces voies métaboliques conduisent
a la production de ROS, a la rupture
du sarcomere et a la déstabilisation
de la structure myofibrillaire.

- L'inhibition de la signalisation de
I'EGF perturbe la survie des
cardiomyocytes.

- La régulation de la neuréguline-1
diminue, ce qui affecte 'homéostasie
et le développement cardiaque.

- Augmentation des niveaux de ROS
dans les cardiomyocytes et mort
cellulaire dépendant du mPTP.

- Inhibition de la phosphorylation
d'Akt.
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- Stress oxydatif dans le myocarde et
apoptose via l'activité de la
caspase3/7.

- Diminution de la viabilité des
cardiomyocytes, augmentation du
Ca2+ et expansion des mitochondries

[27].

-Agents

antimétabolites :

5-FLUOROURACILE
METHOTREXATE

- Arythmies
symptomatiques.
-Une ischémie
myocardique.
-Thromboses

coronariennes.

-D'infarctus du myocarde.

-Ischémie, péricardite.

-Insuffisance cardiaque

congestive.

-Choc cardiogénique.

- Active la mitophagie et bloque le
cycle TCA, en provoquant un
appauvrissement en phosphate
énergétique et en affectant la fonction
mitochondriale.

-Active les voies pro-inflammatoires,
Inhibe I'expression de Bcl2 et induit

'apoptose des cardiomyocytes [28].

-Agents anti

microtubules :

Taxanes

« Paclitaxel »

-Bradycardie/

tachycardie ventriculaire,

-Bloc auriculo-
ventriculaire.

-Hypotension.

-Insuffisance cardiaque.

- lischémie.

- Réaction d'hypersensibilité avec
libération massive d'histamine et
perturbation du systéme de conduction
et d'arythmie.

- Augmentation de la production de
ROS par les mitochondries des
cardiomyocytes, avec ouverture des
pores de transition de perméabilité
mitochondriale.

- Dysfonctionnement des protéines
contractiles, polymérisation de la
tubuline et dépolymérisation des

microtubules [29].
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-Agents alkylants :

CYCLOPHOSPHAMIDE
CISPLATINE

-Arythmie,
-Ischémie myocardique.

-Insuffisance cardiaque.

-Lésions myocardiques causées par le
stress oxydatif

- Induit un stress nitrique.

- Inhibe la voie PI3K/AKT/mTOR.

- Provoque une inflammation.

- Le stress endoplasmique

-Activation ERK1/2, p38, MAPK [4].

-Anti
VEGFR/PDGFR
inhibiteurs de

tyrosine kinase :

SORAFENIB et
SUNITINIB

LE PONATINIB
LE GEFITINIB

-Hypertension,
-Arythmie
-QT long,

-Infarctus du myocarde

- Inhibe les principales voies de
signalisation de la survie : le
sorafénib/vandétanib inhibe la
signalisation du VEGF.

- Le lapatinib inhibe la signalisation
de I'EGFR.

- Le sunitinib inhibe le récepteur
PDGFR.

- Active la voie de signalisation
IAMPK, mobilisant les cardiomyocytes
et augmentant la synthése et le
stockage de I'ATP.

- Réduit les voies de survie AKT et
ERK et active les voies de mort
cellulaire Bax/BcIxL, entrainant un
dysfonctionnement cardiaque.

- Augmente l'expression de
I'homologue de la phosphatase et de la
tensine (PTEN) dans les
cardiomyocytes.

- L'inhibition synergique de l'activité
de I'EGFR bloque PI3K/AKT.

- Augmentation de l'expression du
géne O3a dans I'huile grasse aval,

indiquant une cardiotoxicité.
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- Le sunitinib augmente la fonction de
la chaine respiratoire, réduit le
potentiel de la membrane
mitochondriale, stimule la production
de ROS et le stress oxydatif,
augmentant 'activité de la caspase3/7
et favorisant l'apoptose.

- Augmente I'expression génétique de
IL-1b, IL-6 et NF-kB, activant les voies
de l'inflammation [30, 31].

-Anti BCR-ABL
inhibiteurs de
tyrosine Kinase :

IMATINIB

-Insuffisance cardiaque
systolique.
-Dysfonctionnement

ventriculaire gauche.

-Dysfonctionnement mitochondrial et
importation de protéases .

- L'inhibition de la kinase Bcr/Abl
entraine un dysfonctionnement
mitochondrial, interférant avec la
machinerie d'importation des protéines
mitochondriales.

- L'activation de la kinase
endoplasmique de type PERK entraine
la phosphorylation de la protéine
eucaryote 2 (elF2) et I'activation
translationnelle de la translocase de la
membrane interne (TIM).

- L'altération de I'importation des
protéines affecte négativement les
principales voies métaboliques
mitochondriales, notamment la
synthese de I'ADN, le cycle de Krebs,
l'oxydation et la synthése de

I'hémoglobine [32]. (Figure 13)
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3. Cyclophosphamide et dysfonctionnements cardiaques

- Cancer et la chimiothérapie

Le cancer est une maladie qui se caractérise par la croissance incontrdlée et la propagation
anormale des cellules dans I'organisme, provenant des mutations génétiques induites par des
facteurs environnementaux ou naturels. Cette maladie se particulier au niveau des tissus
renouvelables. Les cellules cancéreuses peuvent s’échapper aux mécanismes de régulation
de la croissance cellulaire, ce qui entraine une prolifération tissulaire anarchique et
incontrolable. Pour combattre cette maladie, la thérapie des cancers vise a éradiquer la
tumeur et a prévenir l'apparition de nouvelles formes, qu'elles soient localisées ou

métastatiques [33] .

Les traitements du cancer comprenant la chimiothérapie, la chirurgie, la radiothérapie,
I'hormonothérapie ou I'immunothérapie, peuvent étre utilisés d’une maniere individuelle ou
d’une maniére combinatoire. Chaque type de traitement est congu a une situation spécifique
revenant au patient, car chaque type de cancer est unique et nécessite une approche

individualisée assurant les soins adéquats [34] .

La chimiothérapie, un traitement habituellement utilisé¢ contre différents cancers, peut
entrainer des effets secondaires tragiques, notamment la cardiotoxicité associée aux agents

alkylants tels le cyclophosphamide [35] .

Les agents alkylants exercant leur action via la formation des liaisons covalentes avec
I'ADN, ce qui amene a la création des adduits au niveau des bases de I' ADN. Ces adduits
peuvent inhiber la synthése de ' ADN ou provoquer la formation des produits anormaux, ce
qui conduit inévitablement a la mort cellulaire. Parmi les agents alkylants utilisés en
chimiothérapie anticancéreuse, on cite notamment les moutardes a 1'azote : chlorméthine
(méchloréthamine), cyclophosphamide, ifosfamide, estramustine, melphalan, chlorambucil

[36].
3.1. Cyclophosphamide

Le cyclophosphamide (CPA), découvert initialement dans des tumeurs expérimentales de

rats, est largement utilisé dans le traitement des tumeurs malignes et des maladies auto-
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immunes graves comme le lymphome non hodgkinien et le cancer du sein. Il est souvent

intégré aux protocoles standards de traitement du cancer [37].

Malgré son efficacité thérapeutique, le CPA est associé a des effets secondaires

importants, étroitement liés a la dose et au métabolisme [8].

L’un des effets secondaires les plus importants est sa cardiotoxicité¢ dose-dépendante, ce

qui limite son utilisation clinique [38].

A coté de la cardiotoxicité, 1'utilisation du cyclophosphamide peut également entrainer
d’autres formes de toxicité préoccupantes telles 'hépatotoxicité, la néphrotoxicité, ce qui

envisage a limiter son utilisation dans le cadre clinique [39] .

3.1.1. Structure de la cyclophosphamide

Le cyclophosphamide, appartient a la famille des phosphorodiamides, il présente une
structure chimique de 1,3,2-oxazaphosphinan-2-amine 2-oxyde, avec des groupes 2-
chloroéthyle attachés a l'atome d'azote aminé. Sa formule moléculaire, C7HisCbN2O>P, se

caractérise par une masse molaire de 261,08 g/mol [40].

O

H
N
~ T
5

Figure 14.La structure du cyclophosphamide /40].
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3.1.2. Pharmacocinétique

-Voie d’administration

Le cyclophosphamide (CPA) est hydrosoluble, ainsi il peut étre facilement administré par

voie orale [41].

Une fois administré par voie orale, il est facilement absorbé et atteint sa concentration
maximale dans le sang au bout d’une 1 a 3 heures. De plus, le métabolisme du

cyclophosphamide par voie orale ou par voie intraveineuse est similaire [37].

- Distribution.

Apres son administration, le CPA se distribue rapidement dans le corps ou environ 20 a
30 % se lient aux protéines plasmatiques. Son métabolite actif, le 4-hydroxy-CPA, présente
une affinité plus €élevée pour ces protéines. La demi-vie d'é¢limination du CPA est de I’ordre
de 3 a 12 heures, mais 1'augmentation de son volume administré distribution peut prolonger

le temps de son €élimination [42].

Bien que le CPA puisse traverser la barriere hémato-encéphalique, ses métabolites actifs
ont un pouvoir limité a pénétrer dans le cerveau vu leur polarisation accrue et de leur forte
liaison aux protéines plasmatiques. Cette caractéristique pourrait contribuer a atténuer sa

neurotoxicité associée a son administration intraveineuse [41, 43]

-Métabolisme

Le métabolisme hépatique du CPA implique sa conversion par les cytochromes P-450
(CYP-450) a son métabolite actif, le 4-hydroxycyclophosphamide (4-OH-CPA) [37] .

Les CYP-450 clés, responsables de cet hydroxylation, sont les CYP2B6, CYP2C9 et
CYP3A4. Le CYP2B6 étant le principal contributeur, représente environ 45 % du
métabolisme total du CPA [41, 44] .

Ce processus métabolique implique l'activation par les enzymes du cytochrome P450
humain, qui hydroxylent le cyclophosphamide pour former le métabolite primaire 4-OH-
CPA. Le métabolite 4-OH-CPA est issu en équilibre avec I’aldophosphamide (APA), qui
peut provoquer la formation d’autres métabolites toxiques tels la moutarde phosphoramide

(PAM) et l'acroléine. Enfin, les enzymes déhydrogénases alcooliques (ADH) et
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éventuellement la déshydrogénase d'aldéhyde 1 (ALDH]1) catalysent une réaction oxydative
qui désactive de maniere irréversible les 4-OH-CPA et I’APA. Le CPA ainsi que ses

métabolites sont principalement excrétés par voie urinaire [45] .

activation pathway
¥ ] - ¥ ] cl (¥]
\ activation by \
9 N PesOsystn \ O N o \ f elimination 8
NP7 N-P ] _ N-P-Ny ——= N=P-NH,
oo creas, ~ o - VAR /_/ i
o = IR o ~ o P .
cyclophosphamide (CPA) 4-hydroxycyclophosphamide aldophosphamide (APA) phosphoramide mustard
(4-OH-CPA) (PAM)
CYPIM | - 50 ADH ALDH1 *
chioroacetakdehyde
g o A0
o H | e, O
| “— g H Yo :
HN-P" ™ bu N .0 N-P—NH; acrolein
il J N-P T /
/ T — i.lj ; rf_" 0. _~z0
cl o o o T
OH
2-dechloroethylcyclophosphamide 4-ketocyclophosphamide carboxyphosphamide toxic
- (4-keto-CPA) metabolites
inactivation pathway

Figure 15.M¢tabolisme du cyclophosphamide et formation de métabolites toxiques /45/.

-Excretion

Environ 70 % du CPA sont excrétés sous forme de métabolites dans 1'urine. Une partie
de 10 a 20 % du CPA est ¢liminée sous forme inchangée dans 1'urine, une petite fraction de
4 %, est excrétée dans la bile apres son administration [40, 41].

Cette ¢limination se produit principalement dans les 24 heures suivant le traitement. Les
principaux meétabolites retrouvés dans l'urine sont la carboxyphosphamide, suivie de la
phosphoramide moutarde. Une petite fraction de la dose est également éliminée par les

matieres fécales et I'air expiré [46].
3.1.3. Mécanismes d’action

Le CPA, un médicament a base d'azote, exerce ses effets cytotoxiques en générant des
liaisons covalentes dans I'ADN via son métabolite actif, le phosphoramide. Ce processus
perturbe le cycle cellulaire, induisant la mort cellulaire. La formation de ces liaisons cible
spécifiquement la position N-7 de la guanine, déclenchant des réponses cellulaires
destructrices [38].

Pour que le phosphoramide, la forme active de la moutarde, puisse agir, il subit une

réaction de substitution nucléophile. Les électrons libres sur l'atome d'azote attaquent le
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carbone 3 de la molécule, provoquant le départ de I'ion chlore. Cette réaction conduit a la
formation d'un composé cyclique électrophile, l'ion aziridinium, qui posséde une charge

positive et réagit facilement avec des nucléophiles [47].

L'ion aziridinium ainsi formé établit des liens covalents entre la moutarde et ' ADN, créant
des doublets d'¢lectrons libres sur 1'azote de la molécule. Ce processus peut se répéter sur
l'autre chaine carbonée, permettant au CPA de se lier a une autre liaison ADN, amplifiant

ainsi son action cytotoxique [48].
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Figure 16.Formation d'ions aziridinium a partir de la moutarde azotée et son activité
d'alkylation de I'ADN /48].

Les effets toxiques du cyclophosphamide, notamment dus au phosphoramide et a
l'acroléine, se manifestent principalement pendant la phase S du cycle cellulaire. Pendant
cette phase, le médicament bloque la synthése des protéines en croisant ' ADN et 'ARN. De
plus, le CPA se concentre dans les cellules a faible activité d'aldéhyde déshydrogénase,
favorisant ses effets antitumoraux en induisant la réticulation de ' ADN-ADN et l'apoptose

cellulaire [40].

Le 4-OHCP et le phosphoramide sont neutralisés grace a l'intervention de la Glutathion-
S-transferase (GST). Les principales formes de GST impliquées dans ce processus sont
GSTAI1 et GSTP1. Le 4-OHCP subit une transformation réversible pour devenir de
I'iminocyclophosphamide, qui est par la suite associ¢é au Glutathion (GSH) présent a

l'intérieur de la cellule, formant ainsi le 4-glutathionylcyclophosphamide. En résumé,
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l'action de la GSTP1 facilite et améliore le processus de neutralisation et d'élimination de

l'acroléine et d'autres aldéhydes similaires [41, 49] .
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Figure 17. Mécanismes de résistance au cyclophosphamide dans les cellules tumorales

[41].

Selon Lindley et al. (2002) [50] l'activation du récepteur PXR serait le principal
mécanisme responsable de l'induction des enzymes CYP3A4 et CYP2B6 par le CPA au

niveau des hépatocytes humains.

3.1.4. Cardiotoxicité du cyclophosphamide

La chimiothérapie utilisant le CPA, a des doses élevées, est souvent associée a des risques
de toxicité cardiaque, se manifestant par des atteintes des cellules musculaires cardiaques et
par une insuffisance cardiaque congestive. L’altération nocive de la fonction cardiaque
pouvant engendrer diverses complications telles que les arythmies, les infarctus du myocarde
et I’hypertrophie myocardique. Cette altération est attribuée a 1’acroléine (CH.CHCHO) issu
du métabolisme du CPA [51].
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En raison de sa structure électroniquement instable, 1'acroléine est tellement réactive et
peut facilement se lier a des composés cellulaires cruciaux. Cette réactivité peut toucher la
structure des protéines, perturber le fonctionnement des certaines enzymes ou engendrer des

mutations et des altérations de I'expression génétique [52, 53].

3.1.4.1. Cyclophosphamide et stress oxydatif

Le stress oxydatif survient lorsque 1'organisme produit un exces d'espeéces oxygénées
activées (ROS) par rapport a ses capacités de défense antioxydant, créant ainsi un

déséquilibre en faveur des premieres [54] .

Ce déséquilibre, caractérisé par une surproduction de radicaux oxygene et azote, est une
cause majeure de la cardiotoxicité induite par la CPA. Ces stress oxydatifs peuvent étre

déclenchés par les mitochondries ou par le réticulum endoplasmique [54].

Les ROS, peuvent étre produites d’une manicre exogéne au niveau cellulaire, provenant
de facteurs externes tels que les agents chimiothérapeutiques et les divers stimuli
environnementaux. A faible concentration, ces radicaux sont neutralisés par les systémes
antioxydants naturels présents dans la cellule, comprenant le glutathion (GSH), la

superoxyde dismutase (SOD), la glutathion peroxydase (GPx) et la catalase (CAT) [55].

L'enzyme (SOD) catalyse la dismutation de 1'ion superoxyde en peroxyde d'hydrogéne
(H202), une molécule également toxique bien qu'elle ne soit pas radicale. La quantité de
peroxyde d'hydrogeéne est régulée par d’autres enzymes telles la CAT et la GPx, qui
neutralisent le H,O> en eau (H20) ou en d'autres produits moins réactifs. Le GSH, un
tripeptide abondant dans les cellules, agit comme un antioxydant majeur, participant a la

neutralisation du peroxyde d'hydrogene par l'intermédiaire de la GPx [56] .
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Figure 18. Elimination du H202 par les réactions enzymatiques combinées de la GPx et la
GR /57].

En cas de stress oxydatif, 1'ion superoxyde peut favoriser la formation du radical
hydroxyle (OH) hautement réactif. Ce radical peut étre généré par des réactions de Fenton
ou le peroxyde d'hydrogéne réagit avec des ions ferreux libérés a partir de complexes
contenant du fer, entrainant ainsi des dommages cellulaires importants. Ces mécanismes de
régulation interconnectés soulignent la complexité de 1'équilibre entre la production des ROS
et les défenses antioxydants de I'organisme [58].

La toxicité du CPA est étroitement liée a la production des ROS via ses métabolites tels

la phosphoramide et l'acroléine [59] .

En perturbant le systétme de défense antioxydant des tissus, l'acroléine favorise la

formation de ces composés ROS, pouvant entrainer diverses complications [60] .

Il peut amplifier la production intracellulaire des ROS, ce qui peut imposer probléme
sérieux notamment au niveau des cardiocytes. L’augmentation des ROS accompagnée de la
peroxydation lipidique peut découler de plusieurs mécanismes, notamment celui du propre
métabolisme de I'acroléine, de sa réaction avec le GSH (formant le glutathionyl-

propionaldéhyde) ou encore d'une diminution rapide du GSH dans les cellules [61] .
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3.1.4.1.1. Cyclophosphamide et ROS mitochondriaux

Les mitochondries, organites cellulaires essentiels, sont fréquemment touchées durant la
cardiotoxicité induite par le CPA [64, 65].

Divers processus sont impliqués dans la genése des ROS dans I'organisme, mais les plus
notables sont ceux impliquant la respiration mitochondriale et la réaction de la NADPH
oxydase. L'ion superoxyde (O2") constitue I'un des principaux ROS, issus de I’activité de la
NAD(P)H oxydase membranaire lors de la premiére réduction électronique de 1'oxygene. La
dégradation de 1'ion superoxyde est régulée par des systemes de défense antioxydants [34,
66] .

La cardiotoxicité¢ de l'acroléine serait attribuée a sa capacité d'induire la génération
intracellulaire et mitochondriale des radicaux libres et la peroxydation lipidique. Cette action
entravant le transport des électrons et provoquant la peroxydation des lipides dans les
mitochondries est considérée comme le principal mécanisme de son effet cardiotoxique [53].

L'exposition des cellules myocardiques au CPA entraine également une augmentation de
la formation de NO en raison de 'activité a la fois de 'eNOS et de I'INOS. Dans ces cellules,

I'eNOS et I''NOS ont a la fois des effets protecteurs et toxiques [67].
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Figure 21.Sources cellulaires et interconversions des espéces réactives de 1I’oxygene et de
I’azote [68].
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La réaction entre l'oxyde d'azote (NO) et l'oxygeéne (O2) produit la péroxynitrite
(ONOO™), qui entrave la chaine respiratoire et endommage divers composants
mitochondriaux tels que le complexe I, la membrane et I'ADN, engendrant ainsi des
conséquences néfastes pour la santé issue de la perturbation du fonctionnement cellulaire.
Cette réaction altére également différents enzymes mitochondriaux, entrainant ainsi une

production accrue des ROS et augmentant le stress oxydatif/nitratif [57, 69].

Le stress nitrosatif, issu durant l'exposition au traitement par le CPA engendrant le NO et
I'INOS, induit I'apoptose via I’activation de la voie de cascade p38/JNK [25] .

Cette toxicité est associée a une diminution de la phosphorylation oxydative dans les
crétes mitochondriales, ce qui emmene a une réduction de la production d'ATP et contribue

a des dommages supplémentaires [64, 70].

Le stress oxydatif endommage les cellules myocardiques en altérant la voie Nrf2-
HO/Nrf2-NQO-1, qui gere la régulation des antioxydants dans 1'organisme. La protéine
Nrf2, qui joue un role crucial dans cette voie, diminue sous 1'effet du CPA, réduisant ainsi la

capacité de I'organisme a se défendre contre les dommages oxydatifs [25, 71].

3.1.4.1.2. Altération de la production d'énergie et des mitochondries

Les cardiomyocytes dépendent des acides gras (AG) et du glucose pour produire de

'énergie [64].

L’oxydation des AG représente 60 a 90 % de la syntheése d'ATP, tandis que le glucose et
le lactate sont responsables de la synthése du reste de I'ATP. [38]Deux facteurs principaux
contrdle le métabolisme des AG, la protéine de liaison aux acides gras cardiaque (H-FABP)
et la carnitine palmitoyl transférase-I (CPT-I). La H-FABP transporte les AG vers les
mitochondries pour produire de 1'énergie, tandis que la CPT-I permet le transfert des LCFA

a travers la membrane mitochondriale [38, 72].

La toxicité cardiaque induite par le CPA est associée a altérations dans le métabolisme
des acides gras cardiaques. Le CPA diminue I'expression de la protéine de liaison aux acides
gras cardiaques (H-FABP), perturbant ainsi le transport des acides gras vers les

mitochondries. Il réduit encore 1'expression de la carnitine palmitoyltransférase I (CPT 1)
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[73], entrainant ainsi une augmentation des niveaux de LDH et de CK-MB, marqueurs des
dommages du muscle cardiaque [73, 74] , Simultanément aux processus précédents, le CPA
augmente l'activité de I'enzyme carboxylase de l'acétyl-CoA (ACCb), favorisant ainsi la

production de malonyl-CoA, une substance contribue a la toxicité cardiaque [38] .

La diminution de l'oxydation des acides gras a longue chaine conduit a la diminution de
la synthése d'ATP, ce qui, en privant le tissu cardiaque d'ATP, entraine une augmentation

des niveaux de Ca*" intracellulaire dans les mitochondries [70].

3.1.5. Cyclophosphamide et apoptose

L'administration du CPA peut déclencher l'apoptose aux cellules cardiaques. Cette
altération est accompagnée d’une inflammation cardiaque et d’un stress oxydatif. Elle est
liée a une augmentation du taux de péroxynitrite induisant ce stress cellulaire qui touche les
mitochondries, inhibe la chaine respiratoire, oxyde les protéines des pores de transition,
altére la perméabilité de la membrane mitochondriale, libeére des facteurs pro-apoptotiques
tels que le cytochrome C [75] active des facteurs pro-apoptotiques tels que BAX et BAD,
favorise la formation de l'apoptosome via Apaf-1, active procaspase-9 et caspase-3, et
augmente 1'expression de BAX dans la membrane mitochondriale, rendant ainsi la voie
mitochondriale sensible a I'apoptose, tout en perturbant I'homéostasie calcique pour initier
la mort cellulaire apoptotique, avec une interaction bidirectionnelle entre les ROS et le
calcium, amplifiant ainsi les effets du stress oxydatif et déclenchant des réponses

apoptotiques dans les cellules [25, 76, 77] .

La protéine p53, en tant que régulateur de la transcription, joue un rdle crucial dans le
cancer et les maladies cardiovasculaires en activant les genes pro-apoptotiques et en
désactivant les génes anti-apoptotiques. Sa présence est associée a des conditions telles que
l'ischémie, le stress oxydatif et la tachycardie, souvent induites par des médicaments
anticancéreux comme les anthracyclines et le CPA [8].

Impliquée dans la toxicité mitochondriale, l'acroléine, affecte plusieurs fonctions
cellulaires. Il induit surtout l'apoptose [78].

Elle contraigne également la capacité des mitochondries a participer a la respiration
cellulaire en ciblant d’une maniére sélective certains composants de la machinerie

respiratoire, tels que les complexes I et I [79] .
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3.1.6. La cyclophosphamide et le stress du réticulum endoplasmique

(RE stress)

Le stress du réticulum endoplasmique (RE) associ¢ a la cardiopathie est intensifié par
l'acroléine, le principal métabolite toxique de la CPA. L'acroléine augmente la génération de
radicaux libres, créant un environnement de stress oxydatif, et endommage les
mitochondries, favorisant ainsi le stress du RE et ’apoptose. L'acroléine provoque d’autres
anomalies, telles les altérations de I'homéostasie calcique causées par des modifications de
la Sarco/Endoplasmic Reticulum Calcium ATPase 2a (SERCA2a) et du phospholamban
(PLB), qui sont deux protéines clés impliquées dans la régulation du calcium intracellulaire
dans les cellules musculaires cardiaques. La fuite de calcium du réticulum sarcoplasmique,
principalement par le biais du récepteur de la ryanodine de type 2 (RyR2), peut entrainer une
accumulation excessive de calcium dans les mitochondries, perturbant ainsi leur fonction

normale [38].
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Figure 22.Effets de la cyclophosphamide sur le réticulum endoplasmique et la dysfonction
cardiaque associée /80/.

3.1.7. Cyclophosphamide et inflammation cardiaque

L'exposition au CPA entraine également une libération excessive de cytokines
inflammatoires, ce qui contribue a I'inflammation et a la mort des cellules myocardiques [25,

71].

Les mécanismes de cardiotoxicité provoqués par le CPA incluent spécifiquement le stress
oxydatif, la création de produits protéiques qui entrainent une inflammation des
cardiomyocytes, les perturbations de I'équilibre du calcium, ainsi que la programmation de
la mort cellulaire. Ces mécanismes interconnectés contribuent a I'impact négatif du CPA sur
la santé du cceur, mettant en évidence la complexité des effets secondaires associés a ce type

de traitement anticancéreux [8].
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Les métabolites réactifs comme l'acroléine peuvent avoir des effets néfastes sur 1’état du
systéme immunitaire innée et adaptatif. Ainsi une inflammation incontrolable issue peut
constituer une cause majeure des lésions tissulaires et peut induire des médiateurs pro-
inflammatoires. Certaines études ont signalé I’implication de I'acroléine dans 1’activation du
NF-kB [78]. qui représente un facteur de transcription impliqué dans la régulation de
l'inflammation. Une fois activé, NF-kB migre vers le noyau cellulaire ou il se lie a la
séquence de liaison a 'ADN «B, entrainant la transcription de divers génes impliqués dans
la production de cytokines, chimiokines et autres marqueurs inflammatoires, tels que le

TNF-o, I'1L-6 et I'IL-1B [81].

3.1 .8. Dysrégulation calcique causée par le
cyclophosphamide

L'administration du CPA perturbe I'équilibre calcique dans les cellules cardiaques en
induisant un stress au niveau du réticulum endoplasmique (RE). Normalement, le calcium
est stocké dans 1'RE via les canaux calciques de type L, mais le CPA provoque une
augmentation du calcium intracellulaire. Pendant la stimulation systolique, le calcium est
libéré de le RE dans le cytoplasme par les récepteurs a la ryanodine et a I'inositol triphosphate
(RyR et IP3R). Mais apres 1'administration de CPA, un transport anormal du calcium se
produit en raison de la diminution ou de la suppression de SERCA2a et PLB. Cela entraine
une augmentation du calcium cytoplasmique, conduisant a la peroxydation des lipides, au
stress mitochondrial, a 'activation de TGF-3 et NF-«B, et a une augmentation des ROS, ce
qui inhibe SERCA-2a et phosphoryle PLB. Le résultat est une hypertrophie cardiaque [38,
80].
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4. Plantes médicinales et les effets cardioprotecteurs

La médecine traditionnelle
La médecine traditionnelle, également connue sous le nom de médecine complémentaire dans
certaines régions, est le mode prédominant de prestation des soins de santé a travers le monde
[82, 83]. Appréciée pour sa qualité, sa sécurité et son efficacité. Elle englobe une gamme
diversifiée de pratiques, de médicaments et de thérapies [84]. Les remedes traditionnels a base
de plantes, les traitements ancestraux et les praticiens traditionnels jouent un réle vital dans la
fourniture de soins de santé, tant en tant que principale source de traitement que en
complément des pratiques médicales modernes [85].Cette reconnaissance de la médecine
traditionnelle en tant que pilier essentiel des systemes de santé¢ mondiaux souligne son
importance incontestable. Dans ce contexte, la phytothérapie, qui tire son origine des termes
grecs "phuton" pour plante et "therapeia " pour guérison, repose sur l'utilisation des plantes a
des fins thérapeutiques, que ce soit sous forme de plantes entiéres ou d'extraits de plantes [86]
Contrairement a leurs dérivés pharmaceutiques, les composés phytochimiques présents dans

les plantes originales sont souvent plus efficaces et présentent moins d'effets secondaires.

De nombreuses plantes sont connues pour leurs effets cardioprotecteurs, offrant ainsi une
alternative thérapeutique dans le traitement des maladies cardiaques [87]. Les métabolites
secondaires, des molécules organiques complexes synthétisées et accumulées en petites
quantités par les plantes, jouent un role crucial dans cette action thérapeutique. Ces métabolites
offrent une vaste gamme d'activités biologiques, y compris des effets bénéfiques sur la santé

cardiaque [88, 89].
4.1 .Les polyphénols

Les polyphénols, sont des métabolites secondaires abondants dans le régne végétal
Ils représentent un groupe de molécules vaste et diversifi¢ comprenant deux familles principales
: les flavonoides basés sur un squelette commun C6-C3-C6 et les non-flavonoides. ils agissent
comme des agents cardioprotecteurs en inhibant 1'oxydation des lipoprotéines de basse densité

[90].
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Figure 1.Hiérarchie des sous-groupes de polyphénols et exemples de structures /90].

4.1 .1. Les flavonoides

Les flavonoides sont des composés naturels essentiels présents dans de nombreuses plantes,
dont les activités pharmacologiques ont été testées sur des modeles animaux, cellulaires et
humains. Parmi leurs activités, citons l'inhibition de NF-KB, élimination des radicauxlibre , les
antiplaquettaires, les anti-thrombotiques, l'inhibition de l'enzyme de conversion de
l'angiotensine, l'anticancéreux, 1'anticalcique+ et la lipoxygénase. Les flavonoides sont classés
en plusieurs sous-classes en fonction des anneaux C et B, ainsi que de l'insaturation et de

l'oxygénation de l'anneau C. Il s'agit des flavonols, des flavones, des anthocyanes, des

flavanones et des isoflavonoides [91].
OH Ho. o
HO. 0.
H;C
OH O NO
Quercetin Rutin

OH Flavonois

Luteolin

Figure 2.Les structures des flavonoides /91/).
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4.2. Mécanisme cardioprotecteur des plantes médicinales

Les plantes médicinales naturelles exercent un effet thérapeutique protecteur a travers une
série de processus, notamment l'inhibition, la modulation et la régulation de l'expression de
diverses protéines telles que les protéines contractiles et structurelles, ainsi que les
glycoprotéines, régulant les niveaux de calcium et améliorant le fonctionnement des
mitochondries. Les mécanismes schématiques de la cardioprotection des plantes médicinales
sont présentés dans la (Figure26). Leur effet cardioprotecteur lors d'affections
cardiovasculaires se manifeste par l'atténuation des dommages dans les cellules musculaires
cardiaques, les cellules musculaires lisses vasculaires (VSMC), les cellules endothéliales, les
macrophages et les monocytes. Dans les cardiomyocytes, elles ouvrent le canal KATP,
augmentent la sécrétion de peptide natriurétique auriculaire, réduisent I'hypertrophie cardiaque,
le stress oxydatif et 'apoptose. Dans les cellules endothéliales, elles inhibent I'inflammation, le
stress oxydatif et l'apoptose, activent la voie de signalisation de 1'oxyde nitrique synthase
endothéliale (NOS-NO), induisent l'angiogenése et suppriment la perméabilité endothéliale
[92].

Dans les VSMC, elles inhibent l'expression ou les activités des protéines structurelles et
contractiles, modulent 1'expression des protéines/glycoprotéines de la matrice extracellulaire,
régulent les niveaux de calcium, atténuent I'inflammation, la prolifération et les migrations, et
améliorent la fonction mitochondriale. Dans les macrophages et les monocytes, elles activent
le récepteur des cestrogeénes, inhibent la voie de signalisation NOS-NO et activent le récepteur

nucléaire du récepteur activé par les proliférateurs de peroxysomes [93].
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Figure 3. Les mécanismes de cardioprotection des plantes médicinales /93].

Tableau 1 : Les différents types de flavonoides et leur activité biologique [94]

Flavonoide Propriété Effet

Flavanone

Flavanones

Hesperidin Trivedi et al.

i - La formulation d'hespéridine-
Antioxydant SLN a réduit les marqueurs
puissant cardiaques CK-MB et troponine
I chez les rats traités a la
doxorubicine [95].

Hesperidin

Naringenin
narigin - Le co-traitement de
_ Antioxydant, naringénine réduit les l1ésions des
J\)I régule le marqueurs cardiaques, la
ﬁmﬁ métabolisme du peroxydation des lipides et les
) glucose marqueurs d'inflammation [95,
Naringin 96].
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Flavone

Flavones

Luteolin

Luteolin

La lutéoléine atténuaient la
toxicité de la doxorubicine,
réduisant les biomarqueurs
cardiaques tels que la troponine
T, le BNP et la LDH.

- La lutéoline - 7-O-B-D-
glucopyranoside isolée de
Dracocephalum tanguticum peut
réduire la production de CK et
de LDH et inhiber
'augmentation de 1'expression
des ROS sur la doxorubicine
traitée par H9c2.

- il posseéde des qualités anti-
surcharge calcique, prévenant la
déficience contractile en
augmentant I'expression de
SERCAZ2a chez les rats dont le
myocarde est 1és¢ [97, 98].

Apigenin

Apegenin

antioxydants,
inflammatoires,

- Joue un role essentiel dans le
remodelage cardiaque,
l'apoptose cardiaque et la
toxicité due a la doxorubicine.

- réduit de maniére significative
les enzymes myocardiques AST,
LDH et CPK.

- Atténue les Iésions
myocardiques/de reperfusion en
réduisant de maniére
significative le TNF alpha, le
phospho-IkB-, le NF-«xB et
I'TCAM-1 [99].

Chrysin.

Chrysin

Cardioprotectrice.

- Elle diminue la production de
ROS, réduisant les niveaux de
protéines dans les cellules
cardiaques.

- active la cellule cardiaque p53,
stimulant la pro-apoptose Bax et
l'anti-apoptose Bcl-2.

- réduit les marqueurs pro-
inflammatoires tels que Nf-xB,
iNOS, COX-2 et TNF-a [100].
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ant1

- L'histopathologie cardiaque

.. . | inflammatoire S
. ij montre une diminution

significative de la zone de
fibrose [101].

Flavonols

Rutin

- régule a la baisse les
protéines ERK et MAP kinase
en cas de lésion des cellules

Quercetin

Antioxydant,
anti-

Flavonols

cardiaques.

. . - La quercétine atténue la
inflammatoire et

. : cytokine pro-inflammatoire
cardioprotectrices

TNF alpha et le facteur
M0 nucléaire Kappa B (NF-kB)
Quercetin [102].

Tableau 2 : Activité biologiques et cadioprotectrice des plantes médicinale

. Partie Phyto- o
La plante La famille ., . y Propriété
utilisée constituants
-L’extrait de D
carota Linn a
Daucosol ) .
° prouvé un potentiel
s Racine xanthophylle .
9 cardioprotecteur
a aine te
& = carotene dans l'infarctus du

- le nom commun : carotte
myocarde cher les

rats [103].

sauvage.
- Originaire des régions

tempérées d'Asie du Sud-Est et

d'Europe.
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Amaranthus viridis
- L'administration
Y sous-cutanée et
]
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= . .
= . . Quercétine, variation
S Feuille, racine . . .
i £ 3 rutine significative des
- D’amarante vert g enzymes
- centre et de 1'est des Etats-Unis cardiaques [105] .
, d'Afrique, d'Europe et
d'Australie
-Protection des
cardiomyocytes et
de I'é¢tranglement
calcique
) ) - L'Akt active
Ginkgolides, soc |
| e protége les
g1ycost cardiomyocytes de
flavones, I
apoptose
flavonol, .
. cellulaire.
act ) ¢ , réduisant la
ascorbique, .
o lactones pression
§ di ac ,0 R diastolique dans le
g Feuilles graine 1ter[3en1.ques, ventricule gauche
&0 catéchine, i1
4 S - et améliorant la
G) SCSQUITCTPENSS | fynction de pompe
- le nom commun : arbre aux etdela cardiaque aprés
quarante superoxyde I'ischémie-
écus/ arbre aux abricots d’argent dismutase a reperfusion.
- Nord-Est de la Chine base de fer - Protection contre
le blocage du Ca :
protege les
myocytes contre
I'exces de Ca
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pendant l'ischémie-
reperfusion [106].
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[108, 109].
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4. 3. Le genre Bupleurum

Le Bupleurum, une espéce végétale remarquable de la famille des Apiacées, se trouve dans
I'hémisphere nord. Ses feuilles simples a nerfs paralléles, ses bractées caractéristiques et son
absence d'odeur permettent de l'identifier facilement [116]. Les plantes de Bupleurum sont
utilisées depuis longtemps dans la médecine populaire pour traiter diverses maladies. Elles
synthétisent une gamme de composés bioactifs, dont des terpénes, des saponines, des acides
acétyléniques, des polyphénols et des alcaloides pyrrolizidiniques, qui offrent un potentiel
thérapeutique dans la prévention et le traitement des maladies [117]. En Eurasie et en Afrique

du Nord, on connait 14 especes de Bupleurum, dont cinq sont endémiques [118].

Figure 4.Photographie de Bupleurum lancifolium [118].

4.3.1. Etude botanique de la plante B. lancifolium

-Description botanique de B. lancifolium

B. lancifolium est une plante annuelle, généralement ramifiée a partir de la base, avec des

tiges mesurant de 1 a8 3 mm d'épaisseur.

- Les feuilles sont pétiolées, avec des feuilles caulinaires persistantes et des
feuilles supérieures ovales, perfoliées et vertes. Elles présentent des nervures paralleles
a paralleles-divergentes, la nervure médiane étant la plus proéminente.

- Les pédoncules mesurent de 5 a 20 mm, avec généralement des bractées
absentes, et les ombelles sont composées de 2 a 3(-4) ou sont 1-radiées.

- Les bractéoles sont généralement au nombre de 5 ou 6-9, avec des dimensions
variantes entre 6-13 x 5-8 mm pour les plus grands et 2,5-5 % 2-3,5 mm pour les plus
petits.

- Les ombellules sont similaires, avec 8-16 fleurs, des pédicelles subégaux, et des

fruits regroupés en une grappe semi-globuleuse
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- Les pétales sont jaunes, entiers, lisses ou trés finement granuleux, avec un limbe
obtrapézoidal et une nervure centrale étroite.

- Les antheres mesurent environ 0,3-0,35 mm de long.

- Le stylopode est large de 0,8-1,1 mm, égalant l'ovarium, et les méricarpes de la
cote sont de forme semi-ellipsoidale a subprismatique, pentagonaux dans le transect,
avec des crétes d'environ 0,1 mm de haut.

- Le nombre de chromosomes est de 2n = 16.

-La plante fleurit de février a mai et fructifie de mars a juillet [119].

Figure 5. Bupleurum lancifolium (A1 : Port , B : Parapluie , C : Fleur, D:
Pétales, E : Fruits) /119].

4.3.2. Répartition géographique
- B. lancifolium se trouve en Europe prés du niveau de la mer, dans des habitats
ouverts et secs, souvent créés par I'homme.

- Sa zone principale de distribution comprend 1'Afrique du Nord, 1'Anatolie, la

Syrie, la Palestine, 1'Irak, I'Iran et la Transcaucasie.
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- Cette espéce est originaire de quelques endroits dans le sud de la mer Egée et
d'un endroit dans le sud de la péninsule ibérique.

- Elle est rarement occasionnelle en dehors de son aire naturelle. [119, 120].

Bupleurum lancifolium
Native (incl. archaeophytes)
Doubtful ly native
Doubtfully present native
Alien (status unknown)

Botanical Museum, Helsinki, Finland 2018
Data from BGBM. Berlin-Dahlem. Germany

Figure 6.Répartition géographique de B. lancifolium [121].

4.3.3. Composition en métabolites secondaires des différents organes de la plante B.

lancifolium

L'analyse phytochimique préliminaire de B. lancifolium a permis d'identifier une gamme de
composés métaboliques, comprenant notamment des glycosides cardiaques, des flavonoides (
Isorhamnétine 3-rutinoside, la Rutine ) des protéines, des phénols, des glucides et amidon, des
stéroides, des sucres réducteurs et monosaccharides, ainsi que des tanins , saponines
triterpénoides telle que: glycoside de l'acide oléanolique. Et glycoside de l'acide

¢échinocystique.
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Tous Ces composés présentent une diversité de propriétés biologiques potentielles, allant

des effets antioxydants et anti-inflammatoires aux activités cardiovasculaires [122].

Tableau 3: Pourcentage des compositions secondaire du Bupleurum lancifolium [123]

Composant Feuilles (%) Graines (%)
Acides gras -3 17.1 48.1
Acides gras -6 14.1 22.22
Acide palmitique 25.7 10.1
Acide y-linolénique (GLA) 21.3 8.2

4.3.4. Les activités biologiques de la plante B. lancifolium.

Activités Antioxydantes:
- Les extraits de feuilles et de graines

- L'extrait de graines a présenté la plus
forte activité de piégeage des radicaux
libres. [123]

4 )

Activités Anti-inflammatoires:
Composés bioactifs de cette plante
- Modulent les voies de l'inflammation-

- Les flavonoides tels que la quercétine
et lI'isorhamnatine sont identifiés
comme étant essentiels a la modulation
de l'inflammation[124]

- J

B. lancifolium

4 _ Activités Antimicrobiennes: I
- Evaluée contre les bactéries Gram-
positives et Gram-négatives (Bacillus

subtilis, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, etc.) ainsi que trois
champignons (Candida albicans,
Saccharomyces cerevisiae,
Aspergillus niger).
- L'huile extraite a montré une activité
antimicrobienne modérée.
- Les fractions de méthanol et de n-
hexane ont montré une forte activité
antibactérienne contre E. faecium et S.

\ sonnei. [123,124] /
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I1. Matériel et Méthodes
1. Matériel végétal

Figure 1.Bupleurum lancifolium [125].

1.1. Classification

Domaine : Biota Endl.
Régne : Plantae.
Sous-Regne : Viridaeplantae.

Infra-Régne : Streptophyta.
Classe : Equisetopsida.

Clade : Tracheophyta.
Clade : Spermatophyta.
Sous-Classe : Magnoliidae.
Super-Ordre : Asteranae.

Ordre : Apiales.

Famille : Apiaceae.
Sous-Famille : Apioideae.
Tribu : Bupleureae.

Genre : Bupleurum.
Espece: lancifolium [126]
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1.2. Préparation des extraits
Des parties aériennes de B. lancifolium ont été collectées a Sétif (Est de I'Algérie) en mai
2010 et ont été identifié par le Pr Laouer Hocine, Laboratoire de Valorisation des Ressources

Naturelles et Biologiques, Département de biologie et d'écologie végétale.

1. Les parties aériennes de B. lancifolium (900 g) ont été macérées a température ambiante
avec de 'EtOH-H20 (80:20, v/v) pendant 24 heures, trois fois.

2. Apres filtration, le filtrat a été concentré et dissous dans de I'eau.

3. La solution obtenue a été extraite successivement avec du CHCI3, de I'EtOAc et du n-
butanol.

4. Les phases organiques obtenues ont ét¢ concentrées pour obtenir les extraits de
chloroforme (3,4 g), d'EtOAc (775 mg) et de n-butanol (40 g). Ce travail a été réalisé au
niveau de 1’Unité de Recherche Valorisation des Ressources Naturelles, Molécules
Bioactives et Analyses Physicochimiques et Biologiques (VARENBIOMOL), Faculté des
Science Exactes, Université des Fréres Mentouri. La (Figure 5.1) récapitule les différentes

étapes d’extraction réalisées [122].

2. Animaux et protocole d’expérimentation

Les animaux utilisés dans cette expérimentation sont des rats femelles de souche Wistar
Albinos (180-230 g) issus d’un élevage local au niveau de 1’animalerie de la faculté des
sciences de la nature et de la vie. Chaque cage regroupe 5 rats. Ils ont un acces libre a I’eau

et la nourriture de type standard.

2.1. Induction de la cardiotoxicté par le cyclophosphamide

L’induction de la cardiotoxicté chez les rats a été effectuée en administrant une dose de
500 mg/kg de cyclophosphamide injectée par voie intra-péritonéale (ip), Les rats sont
répartis en 4 groupes :

» Groupe 1 (groupe témoin): 5 rats regoivent par gavage de 1’NaCl 0.9%
quotidiennement durant 10 jours.

» Groupe 2 (groupe toxique) : 5 rats recoivent par gavage de I’NaCl 0.9%
quotidiennement durant 10 jours. puis une injection intra péritonéale de cyclophosphamide

(500 mg/kg) en 11e jour.
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» Groupe 3 (extrait ) :5 rats, recoivent quotidiennement pendant 10 j de 1’ extrait
n-BuOH de B. lancifolium (BEL) par gavage a une dose de (200 mg/kg) B.
lancifolium (200 mg/Kg) par gavage, puis une injection intra péritonéale de
cyclophosphamide (500 mg/kg) le 11e jour.

» Groupe 4 (Vit E) : 5 rats, recoivent quotidiennement pendant 10 j la vitamine

» E (VitE) par gavage a une dose de (100 mg/kg ) , puis une injection
intrapéritonéale de cyclophosphamide a la dose de 500 mg/kg le 11e jour.

Le 12éme jour, les rats ont été privés de la nourriture pendant 18 heures. Le sang a été
prélevé au niveau du sinus rétro-orbital de I’ceil (région cartilagineuse richement
vascularisée) a I’aide d’un capillaire a hématocrite contenant des substances
anticoagulantes. Apres prélévement, le sang total est recueilli dans des tubes EDTA (5 mL)
et centrifugés a 4000 tours/min pendant 15 min. Le plasma a été récupéré dans des tubes
Eppendorf est conservé a —20 °C pour les dosages biochimiques.

Apres la dissection, le sang prélevé fut centrifugé a 4000 tours/min pendant 15 minutes.

2.2. Dosages des marqueurs de la cardiotoxicité

Le dosage de ces différents biomarqueurs de la fonction cardiaque(ASAT, ALAT,
LDH, CPK et CK_MB et Troponine) a été réalisé par colorimétrie en utilisant des Kits
SPINREACT sur un automate multiparamétrique dans un laboratoire de Biologie et

d’analyses médicales.

2.3. Préparation de la fraction cytosolique

Apres la dissection, les cceurs récupérés sont rincés avec de I’eau physiologique. Des
fragments (0.5 g) des cceurs sont homogénéisés dans 5 mL de solution tampon KCl (1.15%)
puis destinés apres centrifugation (10000 tours/min pendant 45 minutes) au dosage des

marqueurs du stress oxydatifs .

3. Les marqueurs du stress oxydant
3.1. Dosage de malondialdéhyde (MDA)

Le taux du MDA est évalué selon la méthode d’Ohkawa et ses collaborateurs [127] La

réaction de dosage repose sur la formation en milieu acide et chaud (100 °C) entre le MDA
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et deux molécules de thiobarbiturique acide (TBA) donnant un pigment de couleur rose
ayant une absorbance maximale a A=532 nm selon cette réaction. les résultats sont exprimés
en nmol/mg proteine) .

3.2. Dosage du glutathion réduit (GSH)

Le dosage du glutathion est réalisé en adaptant la méthode d’Ellman [128] Le principe
consiste a scinder la molécule d’acide 5,5 dithiodis-2-nitrobenzoique (DTNB) par le GSH
et la libération de I’acide thionitrobenzoique (TNB). Ce dernier, a pH (8-9) présente une
absorbance maximale a 412 nm. Les concentrations exprimées en nmol/mg de protéine

3.3. Dosage de I’activité enzymatique de la superoxyde dismutase

(SOD)

L’activité enzymatique de la SOD cytosolique a été déterminée selon la méthode de
Flohe etal [129], Le principe repose sur la capacité de I’inhibition de I’autooxydation du
pyrogallol par la SOD. L’activité de I’enzyme est exprimée en U/mg de protéine du tissu
cardiaque. Une unité de I’activité¢ de la SOD est définie comme 1’enzyme qui causerait

I’inhibition de 50% de I’autooxydation du pyrogallol.

3.4. Dosage de ’activité enzymatique de la catalase (CAT)

Le dosage de la catalase est effectué selon la méthode de Chance and Maehly [130]

La décomposition du peroxyde d'hydrogene est déterminée par la diminution de
'absorbance a 240 nm (e¢=39.4mM-1 cm-1). Le mélange réactionnel contient 2,9 ml de
0,1 M tampon phosphate pH 7,0 et 0,1 ml de 20 mM du peroxyde d'hydrogene. Les
résultats sont exprimés en U/mg de protéine cardiaque (U: pmol de H202 consommé par

minute par mg de protéines.)

3.5. Dosage de ’activité enzymatique de glutathion-S-transférase (GST)

Les GST sont des enzymes de métabolisation de la phase II, Elles catalysent la
conjugaison du GSH a des xénobiotiques ¢€lectrophiles ou devenus électrophiles apres
métabolisation afin de les rendre plus hydrosolubles et ainsi, les détoxiquer ou les €liminer.
La mesure de ’activité glutathion S-transférase (GST) est déterminée selon la méthode

de Habig et a/ [131]. Elle est basée sur la réaction de conjugaison entre la GST et un substrat,
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le CDNB (1-chloro 2, 4 dinitrobenzene) en présence d’un cofacteur le glutathion (GSH). La
lecture de l'absorbance est faite a une longueur d’onde égale a 340 nm. Les résultats sont

exprimés en U/mg de protéine cardiaque (U: umol de conjugu¢ CDNB formé/min).

4. Etude Histologique

Les coupes histologiques ont été réalisées dans le service d'Anatomie Pathologique a
I'EPH HAFFID BOUDJAMAA (ELBIR), wilaya de Constantine, suivant la technique
décrite par Houlot « Des échantillons de cceurs prélevés dans chaque groupe ont été placés
dans une solution de formol a 10 % en vue d'une étude anatomopathologique. Apres fixation
dans de la paraffine, ces échantillons ont ét¢ découpés en fines tranches a l'aide d'un
microtome, puis colorés avec de 'hématoxyline-€osine pour une observation au microscope

optique réalisée au niveau de notre laboratoire Biologie et Environnement (LBE).

5. Analyses statistiques

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type. Les comparaisons multiples sont
faites par le test ANOVA a un facteur suivi du test HSD de Tukey. Les différences sont

considérées statistiquement significatives au seuil de 0,05
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III. Résultats

1. Les masses des extraits obtenues

Tableau 1: Les masses d’extraits obtenues //32]

Matériel végétal Extrait La masse
Feuilles et Fleurs (900 g) 40 ¢g

. n-butanol
Tiges (300 g) 10g

2. Evaluation de Pactivité antioxydante et cardioprotectrice de I’extrait
(BEB)
2.1. Effet de I’extrait BEB sur les marqueurs de la cardiotoxicité (ALAT,
I'ASAT, CK-MB, LDH)
Les résultats obtenus ont révélé une augmentation significative (p<0,01) de Il'activité
enzymatique de 'ALAT, de 'ASAT, de la CK-MB et de la LDH chez les rats traités avec le
CPA (500 mg/kg) par rapport aux rats témoins (Figure 32, 33). L'administration de I'extrait
BEB a atténué l'effet du CPA et a normalis¢ les valeurs de I'ALT (83.47 %), de I'AST (84.53
%), de la CK-MB (85.40 %) et de la LDH (84.82 %) par rapport au groupe traité avec le CPA
seul. Des observations similaires ont été observés chez le groupe traité avec la vitamine E
(79.92 %, 82.17 %, 68.68 %, 75.71 %) respectivement (Figure 31, 32). En conséquence, nos
analyses biochimiques ont démontré que la cardiotoxicité induite par le CPA a été prévenue

par de I'extrait BEB et la vitamine E.
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Figure 1 . Effet du BEB (200 mg/Kg) sur les activités de I'ALT, de I'AST et de la LDH .Les
valeurs sont exprimées en terme de moyenne + écart type (n=5); *:Comparaison des groupes
vis-a-vis des témoins; (*p<0.05);(**p<0.01); ¥: Comparaison des groupes vis-a-vis du CPA;
(¥p<0.05); (¥p<0.01); £:Comparaison des groupes vis-a-vis du groupe BEB; (£p<0.05);

(££p<0.01); Les valeurs en pourcentage indiquent la protection .
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Figure 2. Effet du BEB (200 mg/Kg) sur I’activité¢ de CK-MB . Les valeurs sont exprimées
en terme de moyenne =+ écart type (n=5) ;

*: Comparaison des groupes vis-a-vis des témoins; (*p<0.05);(**p<0.01); ¥: Comparaison
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des groupes vis-a-vis du CYP; (¥p<0.05); (¥F¥p<0.01); £:Comparaison des groupes vis-a-vis
du groupe BEB; (£p<0.05); (££p<0.01); Les valeurs en pourcentage indiquent la protection

. 2.2. Effet de ’extrait BEB sur le taux de la Troponine

La figure 33 illustre I'impact de 'extrait BEB sur les variations de la troponine chez les rats
traités par le CPA. La troponine a augmenté d’une maniére trés significative (p<0.01) chez
les rats traités par le CPA par rapport au groupe témoin. En revanche, les rats prétraités par
I’extrait BEB ont manifesté une diminution significative (85.71 %) de la troponine en

comparaison au groupe traité par le CPA uniquement.

Troponin (ng/mL)

@ Control
£ 3
0,16 | CPA
ECPA+ Vit E
CPA + BEB
0,08
0

Figure 3. Effet du BEB (200 mg/Kg) sur le taux de la troponine cardiaque des rats traité par
le CPA. Les valeurs sont exprimées en terme de moyenne =+ écart type (n=5) ; *: Comparaison
des groupes vis-a-vis des témoins; (*p<0.05);(**p<0.01); ¥: Comparaison des groupes vis-a-
vis du CPA; (¥p<0.05); (F¥p<0.01); £:Comparaison des groupes vis-a-vis du groupe BEB;
(£p<0.05); (££p<0.01); Les valeurs en pourcentage indiquent la protection.
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2. 3. Effet de ’extrait BEB sur le statut oxydatif cardiaque
2. 3. 1.Effet de ’extrait BEB sur le taux de ’MDA et du GSH

L'impact du CPA sur la peroxydation des lipides est présenté dans la Figure 34. La
peroxydation lipidique se traduit par une augmentation significative du MDA (p<0.01) par
rapport au groupe témoin. Le traitement des rats par le CPA a également provoqué une
déplétion (p<0.01) du taux de GSH cardiaque. En revanche, le prétraitement avec I'extrait
BEB et la vitamine E a réduit l'oxydation des lipides membranaires des cardiocytes
(87.90,59.43 %) respectivement et a restauré le taux du GSH (88.96, 67.61 %) respectivement
(Figure 35).
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F E CPA +VitE

& CPA + BEB

*%

67.61 %

W
S B
oaen

B
GSH (nmol/mg protein) MDA (nmol/mg protein)

Figure 4. Effet du BEB (200 mg/Kg) sur le taux de ’'MDA et GSH cardiaque des rats traités
par le CPA. Les valeurs sont exprimées en terme de moyenne + écart type (n=5) ; *:
Comparaison des groupes vis-a-vis des témoins ; (*p<0.05); (**p<0.01); ¥: Comparaison des
groupes vis-a-vis du CYP; (¥p<0.05); (¥F¥p<0.01); £:Comparaison des groupes vis-a-vis du
groupe BEB; (£p<0.05); (££p<0.01); Les valeurs en pourcentage indiquent la protection .

2. 3. 2.Effet de ’extrait BEB sur Pactivité de la GST, SOD et la CAT

L’activité enzymatique de la GST, la CAT et la SOD au niveau du cceur des rats recevant
le CPA (500 mg/kg) a significativement diminuée (P<0.01) par rapport aux témoins recevant
uniquement la solution physiologique. L’extrait BEB (200 mg/kg) a préservé I’activité de la
GST (87.81 %), de 1a SOD (74.09 %) et celle de la CAT (86.80 %). La vitamine E a permis
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¢galement de préserver I’activité de la GST (55.61), la SOD (68.60 %), ainsi que celle de la
CAT (69.70 %) (Figure 35).

15

= Control
7 CPA
BCPA + VitE

10 = CPA + BEB

GST (UL/mg protein SOD (UL/mg protein CAT (UL/mg protein
gp

Figure 5. Effet du BEB (200 mg/Kg) sur les activités du GST, SOD et CAT cardiaque des
rats traité par le cyclophosphamide. Les valeurs sont exprimées en terme de moyenne + écart
type (n=5) ; *: Comparaison des groupes vis-a-vis des témoins ; (*p<0.05); (**p<0.01); ¥
Comparaison des groupes vis-a-vis du CPA; (¥p<0.05); (¥p<0.01); £:Comparaison des
groupes vis-a-vis du groupe BEB; (£p<0.05); (££p<0.01); Les valeurs en pourcentage

indiquent la protection

.2.4. Examen histopathologique du tissu cardiaque

La figure (36) montre que les photomicrographies du profil histopathologique du cceur des
rats traités par le CPA ont manifesté des altérations séveres dans I’histoarchitecture. Des
1ésions myocardiques se présentent sous forme d’une grande vacuolisation myocardique, une
fragmentation, une atrophie des fibres myocardiques perturbées séparés les unes des autres,
accompagnés d’une infiltration des cellules inflammatoires et une hémorragie focale. Par
contre, les 1ésions du cceur de rats traités avec I’extrait BEB (200 mg/kg) et la vitamine E (100
mg/kg) étaient moins séveres, les cellules myocardiques montrent une structure myofibrillaire

normale, les fibres myocardiques sont bien disposées de maniere réguliére et associés a une
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diminution du degré de myonécrose et une moindre infiltration de cellules inflammatoires(

Figure 36)

: ¢

/ /\ -
// ‘ A

Figure 6.Micrographe de l'examen histopathologique du cceur des rats traites avec le CPA
et extait BEB; (H&E.200 x ;400)
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A : Chez le groupe témoin aucun signe de pathologie cardiaque n'a été observé dans

l'architecture cardio-myofibrillaire du cceur .

B : le traitement par le CPA a montré Les I€sions myocardiques se présentent sous forme
d’une grande vacuolisation myocardique, une fragmentation, une atrophie des fibres
myocardiques perturbées séparés les unes des autres, accompagnés d’une infiltrations des

cellules inflammatoires et une hémorragie focale.

C ;D : Les Groupes traités par CPA + BEB et CPA + ViT-E montrent une amélioration des
caractéristiques histopathologiques des cellules myocardiques une structure myofibrillaire
normale, les fibres myocardiques bien disposées de maniere réguliére associés a une

diminution du degré de myonécrose et une moindre infiltration de cellules inflammatoires .
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IV.Discussion

L'agent antinéoplasique CPA est I'un des médicaments les plus efficaces, avec une large
gamme d'efficacité thérapeutique. Il a été utilisé comme médicament immunosuppresseur
pour le traitement des troubles auto-immuns et immuno-médiés, ainsi que pour divers
traitements contre le cancer. Cependant, en raison de ses multiples toxicités, son utilisation
clinique est désormais limitée, en partie en raison de l'induction de la cardiotoxicité par le
stress oxydatif dans divers tissus, résultant d'un exces de génération de radicaux oxygénés
réactifs (ROS) et des métabolites alkylants tels que la phosphoramide moutarde et I'acroléine.
Ce dernier, en se liant de maniere covalente aux lipides et aux protéines, entraine la formation
des radicaux libres qui interférent avec le systéme de défense antioxydant du tissu cardiaque.
Cette cascade réactive conduit a des Iésions cellulaires, notamment par I’oxydation des
macromolécules cellulaires et I’épuisement des défenses antioxydantes [133]. Des études
épidémiologiques ont montré que les antioxydants et des composés polyphénoliques
similaires peuvent prévenir efficacement la cardiotoxicité [87, 90] Dans ce contexte s'inscrit
notre travail qui a été consacré a I'é¢tude de I'effet antioxydant et cardioprotecteur de L’ extrait
n-BuOH Bupleurum lancifolium (BEB) vis-a-vis de la cardiotoxicité induite par le CPA.

L'une des nombreuses actions du CPA est I’atteinte direct a I'endothélium myocardique,
conduisant a la mort des cellules myocardiques. Des enzymes comme la CK-MB, la LDH,
I'ALT, I'AST normalement piégées a l'intérieur des cellules myocardiques, sont libérées dans
le flux sanguin en raison des dommages causés a l'endothélium [134].

Ce qui explique, dans notre étude, 1’augmentation significative de l'activité des enzymes
cardiaques dans le sang (ALAT, ASAT, LDH, CK-MB) ainsi que I’indicateur ¢Tn par rapport
au groupe de controle. Ces résultats sont en accord avec les résultats de Elsayed et a/ ; Gelen
etal [102,135] . A mesure que les filaments myocardiaques épais et fins glissent les uns sur
les autres, la cellule devient plus courte et plus grosse dans un mécanisme connu sous le nom
de cyclisme en pont croisé. La myosine, dans le filament épais, peut alors se lier a 1'actine,
tirant les filaments épais le long des filaments fins. Quand le la concentration de calcium dans
la cellule diminue, la troponine et la tropomyosine recouvrent a nouveau les sites de liaison
sur l'actine, provoquant la relaxation de la cellule [135]. Il est bien établi qu'il existe une
corrélation entre la cardiotoxicité induite par le CPA et le stress oxydatif, ce dernier étant
reconnu comme un €élément clé dans le développement des effets secondaires cardiaques
séveres. Le mécanisme sous-jacent implique principalement le stress oxydatif. Le métabolite

acroléine du CPA génére des radicaux libres, tandis que les taux élevés des ROS induisent
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des lésions cellulaires en oxydant les macromolécules cellulaires et en épuisant les défenses
antioxydantes en concomitance caractérisée par une augmentation de la peroxydation
lipidique et une diminution des défenses antioxydantes, telles que le GSH, le SOD et la CAT
[25, 136] .Nos résultats ont révélé une augmentation significative du MDA, le paramétre le
plus important dans la détection du stress oxydatif, et une diminution des activités des
enzymes antioxydantes GST, de SOD, de CAT et des taux du GSH chez les rats ayant subi
un traitement avec le CPA. Les mémes résultats ont été obtenus par Hassane in et al [137] .

A T'heure actuelle, les plantes aux propriétés cardioprotectrices suscitent un intérét croissant
en tant que source abondante d'antioxydants. Des études portant sur ces plantes ont mis en
évidence leurs capacités antioxydantes, offrant ainsi I'espoir de prévenir les effets indésirables
de le cyclophosphamide. Des études épidémiologiques ont montré que les antioxydants et des
composés polyphénoliques similaires peuvent prévenir efficacement la cardiomyopathie [91,
108].

Le traitement avec la vitamine E, en tant qu'antioxydant [138] a montré des résultats presque
identiques a l'utilisation de I’extrait BEB a des doses de 200 mg/kg, présentant une diminution
des niveaux d'activité enzymatique (LDH, AST et ALT, CK-MB) a des niveaux presque
physiologiques, donnant ainsi des effets protecteurs, réparateurs ou stabilisateurs de la
membrane contre la cardiotoxicité induite par le CPA. L’analyse hitopathlogique révele que
I’extrait BEB semble protéger l'intégrité structurale des membranes cellulaires cardiaques,
conduisant finalement & une diminution significative et a une régularisation de tous les
indicateurs de la cardiotoxicité, la LDH, la CK-MB et le ¢Tn I, atténuant l'infiltration
inflammatoire des tissus cardiaques, préservant l'activité des enzymes antioxydantes telles la
SOD, la CAT et la GST et augmentant les taux GSH. Des études antérieures ont montré que
I’extrait BEB renferme des composés qui ont exercé un effet cardioprotecteur antiperoxydant
vis-vis les suites néfastes des radicaux libres. Ces effets pourraient étre attribués aux
propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires des phytoconstituants de cette plante [123,
124]. Parmi ces phytoconstituants, on cite flavonole rutine, qui exerce ses effets protecteurs
en neutralisant les ROS, en réduisant la peroxydation lipidique et 1'oxydation des protéines,
renfor¢ant ainsi la défense antioxydante intracellulaire en inhibant I'apoptose cellulaire via la
modulation de la voie de signalisation TGF-£1-p38 MAPK, et en régulant les kinases MAP
impliquées dans le systéme cardiovasculaire. En plus de la rutine, d’autres travaux ont signalé
que le flavonole isorhamnétine a montré protection contre les stress en influencant diverses
voies de signalisation intracellulaire. L'isorhamnétine semble interférer avec la voie

FAS/FASL, potentiellement en inhibant I'apoptose, tandis qu'elle active la protéine SIRTI,
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régulant ainsi le vieillissement et la réponse au stress. Il semble également qu’elle active les
voies PI3K/AKT, NO/GC/cGMP/COXs, et JAK2/STAT, ayant des effets hypotensifs. Au
niveau cellulaire et moléculaire, 1'isorhamnétine inhibe l'apoptose en activant Bcl-2 et en

inhibant Bax dans les mitochondries, réduisant ainssi le stress oxydatif [139].

Cet avantage multifactoriel des deux flavonoles ; la rutine et I'isorhamnétine et d’autres
molécules non encore dévoilés, offrent a 1’extrait BEB un potentiel prometteur dans la

protection du cceur contre les effets néfastes du CPA .
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Conclusion et perspectives

L’objectif principal de ce travail était la vérification des effets de I’extrait n-BuOH de la plante
Bupleurum lancifolium (BEB) vis-a-vis la cardiotoxicité induite par le cyclophosphamide
(CPA). Cette cardiotoxicté s'est manifestée par une élévation significative des biomarqueurs
enzymatiques (CK-MB, LDH), des transaminases (ALAT, ASAT), ainsi que de la troponine.
De plus, une altération au niveau du statut oxydatif cardiaque s’est révélée par I’augmentation
significative de la peroxydation lipidique ainsi qu'une diminution significative du taux de GSH.
On note également une diminution significative de I'activité des enzymes : SOD, catalase et la

GST. Ces résultats ont été confirmés par des 1ésions observées au niveau histologique.

Le prétraitement avec l'extrait de n-BuOH (200 mg/kg, dix jours) de B. lancifolium (BEB)
a empéché d’une maniére significative les effets nocifs du CPA en préservant la fonction
cardiaque ; en limitant la libération des transaminases, les LDH, les CK-MB et en ajustant la
troponine. Le prétraitement avec l'extrait BEB a également neutralisé le stress oxydant induit
par le CAP et a modulé la nécrose cardiocytaire a un degré comparable a celui de la vitamine
E. Cette protection semble étre principalement attribuable a la présence des polyphénols et des

contenus dans cet extrait.

Pour nos perspectives, on envisage de poursuivre nos investigations a 1’échelle moléculaire

afin d’identifier la ou les molécules responsables de 1’effet cardioprotecteur.
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Abstract

Cyclophosphamide (CPA), an anticarcinogenic agent widely used in chemotherapy, causes
fatal cardiomyopathy with acute cardiotoxicity. The aim of this study was to investigate the
cardio-protective action of n-BuOH extract of Bupleurum lancifolium against
cyclophosphamide-induced cardiotoxicity. The model of cardiotoxicity was established by
administration of single dose of CPA (500 mg/kg). Results showed that cyclophosphamide-
induced cardiotoxicity which manifested as an increase in biomarker enzymes (CKMB, LDH,
ALT, AST, and troponin), enhancement of the MDA levels, a decrease of the GSH level and
the activities of SOD, GSH, CAT, and GST in heart tissue. Histopathological study confirmed
the presence of necrosis, degenerated cells of the deformed heart muscle and cardiac myobrille.
Interestingly, pretaitment with n-BuOH extract (200 mg/kg, ten days) of B. lancifolium
significantly prevented these deleterious effects of cyclophosphamide. The cardioprotective
effect could be attributed to the antioxidant activity of linked to the constituents of B.
lancifolium extract. However, this requires further in-depth understanding.

Keywords: Cyclophosphamide, Cardioprotective, Cardiac biomarkers, Bupleurum lancifolium,

Oxidative Stress.



RESUME

Le cyclophosphamide (CPA), un agent anticancérigéne largement utilisé en chimiothérapie,
provoque une cardiomyopathie mortelle avec cardiotoxicité aigu€. L’ objectif de cette étude était
I’étude l'action cardio-protectrice de l'extrait n-BuOH de Bupleurum lancifolium vis-a-vis la
cardiotoxicité induite par le cyclophosphamide. Ce modéle de cardiotoxicité a été réalisé via
'administration d'une dose unique de CPA (500 mg/kg). Les résultats obtenus ont montré que
la cardiotoxicité induite par le cyclophosphamide se manifestent par une augmentation des
biomarqueurs cardiaques (CKMB, LDH, ALT, AST et troponine), une augmentation des taux
du MDA, une diminution du taux du GSH et la réduction des activités de SOD, GSH, CAT et
GST dans le tissu cardiaque. L'étude histopathologique a confirmé la présence d’une nécrose,
de cellules dégénérées du muscle cardiaque déformé et de la myobrille cardiaque. Le
prétraitement avec l'extrait de n-BuOH (200 mg/kg, dix jours) de B. lancifolium a empéché
d’une maniere significative les effets nocifs du cyclophosphamide. L’effet cardioprotecteur
pourrait étre attribué a I’activité antioxydante liée aux constituant de 1’extrait B. lancifolium.
Toutefois, cela nécessite une compréhension plus approfondie.

Mots clés : Cyclophosphamide, Cardioprotecteur, Biomarqueurs cardiaques, Bupleurum

lancifolium, Stress oxidatif.
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