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Impact de I’extrait phénolique de Centaurea sp. sur la toxicité rénale induite par le

cyclophosphamide : modele expérimental chez le rat.

Résumé

Le cyclophosphamide (CP) est un agent antinéoplasique largement utilisé, dont I'efficacité
clinique est démontrée dans le traitement de divers types de cancers. Cette étude vise a déterminer
l'effet protecteur de lavitamine E ou de I’extrait de la plante contre les effets néphrotoxiques induits

par le CP.

Ce travail de recherche a porté sur I’investigation de I’effet protecteur de I’extrait n-
butanolique de Centaureasp. (200 mg/kg, par gavage pendant 6 jours) contre la toxicité rénale
induite par le cyclophosphamide (200 mg/kg, le 4°™ jour par voie intrapéritonéale) chez des rats
males de souche Wistar Albinos. La créatinine, I’urée, cholestérol, triglycérides et LDH ont été
estimés. Une étude histopathologique a été déterminée.

Les résultats de I'étude ont révélé des effets toxiques, caractérisés par une augmentation des
taux de créatinine et d'urée sériques, indiquant une néphrotoxicité. En outre, des changements
significatifs de I'activité enzymatique LDH et de la concentration de cholestérol et de triglycérides
ont été observés.Ce dysfonctionnement a été accompagné par des altérations et des changements

de Darchitecture rénale.

Le prétraitement par 1’extrait de butanolique ou la vitamine E a significativement atténué les
altérations biochimiques induites, suggérant un effet nephroprotecteur potentiel. Ces observations
ont été confirmées par 1’analyse histologique, qui a montré que, contrairement au groupe traité
uniquement par le cyclophosphamide, les groupes co-traités ont conservé une architecture rénale

relativement préservée.

Les résultats montrent également que la vitamine E ou I'extrait de centaurée améliorent le
déséquilibre des paramétres biochimiques, réduisant la sévérité du stress oxydatif et la toxicité

induite par le cyclophosphamide.

Mots clés :Cyclophosphamide, Centaureasp., Nephrotoxicité, Activité antioxydante,

Polyphénols.



Impact of the phenolic extract of Centaurea sp. on cyclophosphamide-induced renal

toxicity: experimental model in rats.

Abstract

Cyclophosphamide (CP) is a widely used antineoplastic agent with demonstrated clinical
efficacy in the treatment of various types of cancer. The aim of this study is to determine the

protective effect of vitamin E or the plant extract against the nephrotoxic effects induced by CP.

This research investigated the protective effect of n-butanol extract of Centaurea sp. (200 mg/kg,
by gavage for 6 days) against renal toxicity induced by cyclophosphamide (200 mg/kg, on day 4%
by intraperitoneal route) in male Wistar Albino rats. Creatinine, urea, cholesterol, triglycerides and

LDH were estimated. A histopathological study was carried out.

The results of the study revealed toxic effects, characterised by an increase in serum
creatinine and urea levels, indicating nephrotoxicity. In addition, significant changes in LDH
enzyme activity and cholesterol and triglyceride concentrations were observed. This dysfunction

was accompanied by alterations and changes in kidney architecture.

Pre-treatment with butanol extract or vitamin E significantly attenuated the biochemical
changes induced, suggesting a potential nephroprotective effect. These observations were
confirmed by histological analysis, which showed that, unlike the group treated with

cyclophosphamide alone, the co-treated groups retained a relatively preserved renal architecture.

The results also show that vitamin E or centaury extract improves the imbalance in biochemical

parameters, reducing the severity of oxidative stress and toxicity induced by cyclophosphamide.

Keywords: Cyclophosphamide, Centaurea sp., Nephrotoxicity, Antioxidant activity,
Polyphenols.



uaidls

Adlide g 5il e 8 Aidie 4 pas Aallad ga gl 5 Gl e aadien ol 50U alias dale 58 (CP) el i 510l
4 < el ol il . Sl Galiivdl o B oppelidl  SEN lil sasd ga il jall 3 e Caagdl s gl il (e
. CP o= daalill

6 24l dll (33 5k (e axS/axke 200) Centaurea sp. < (e (il sw (aliiual Sl AN Gl 138 Il

o 5 3 583 e (ol sl o (Blinall JA13 (kS ke 200) taebins 5 sIundl Lnsnsy 31 510 Fpand) ia (oL
A e damasi Al 53 Cuy el s LDH 5 43300 ¢ saall 5 J g il sS1 5 L) sall 5 iy <Y

andl ) ad Laa el sall g aall 8 iy S <l s b 8 3 < yaa A <l il 2 5m 5 e Asl ) il i

14 (38155 AU () a5 J s sinasl oS0 38 555 LDH i LS b 5 508 &l i il ) eclld Y AilaYly 4y 5K
A Ay A i s sl JIA)

ey e intosall 4 gea) Alal il (e s gale (<0 B el 5f i sall Badlay Apaall dlelaall cadia

S de gandl e o il edal (Al el Jdaill J3A (e laadlall 38 28U &5 S dlead Jaine L3l )
@m&p&#@&@p@\&b@\&h&\ ch;JJ:\AIAM}BJMb&_\;J}s

Loy gandl AilasSl ) i gall (8 QAN Gy 5 sl (aliine 5 E (el Galitiue o Wayl gl & ekl L
el 8 SIS0l Loy Al Apanal) 5 (s 2uSH Alga Y 325 e JIG;

sl sl (38U aliadl) Jaliall 4y K0 dadl <Centaurea Sp. ¢alin 5 SISl -Agalidal) clalsl)



Liste des abréviations

Liste des figures

Sommaire
F Y oo 18 o1 o] o PP 1
Chapitre 1
I O o [od =] TSP PR PP 3
1-1-La CRIMIOTNEIAPIE ...ttt sttt 4
B R IR @3Vl [o] o] aTo L] o] g =10 11 Lo (<R 5
1-2-1-PharmacOCiNBLIQUE ..........couiiuieieitieieie ettt ettt ettt ste et beesa e besbeensesteessenbesanensenes 6
1-2-1-1-ADSOTPTION. ...ttt sttt bbbt b et 6
I 11 i W] 11 [ ) o U 6
I-2-1-3-Metaboliseme de Cyclophosphamide...........ccceviiieiiiiecieiiceeeee e 7
1-2-1-4-ElIMINALIONS .......ceovocveeevceeseeeeeese st sesee s s se st st s et esae s esaesesssssesssesassensesasesnanns 8
I-4-Mecaniseme d’action de Cyclophosphamide............ccveveiiieeeicicceccecee e 9
1-4-1- Effet SUF PADN ....ooiiiiiiieee ettt ettt e ee e e e e e e eetb e e e eenabaeeeentbaeeeenntseeeenntaeeeennsees 9
1-4-1-1 -La formation de I’ion aziridinium.....................ccooeiiiiiiii e 9
1-4-1-2-Alkylattion et effets sur PADN ........ccccooiiiiiiiiiieee ettt 9
I TSN £ TSRS 11
Il - 1-Position et anatomie eXtErNe UES FEINS........cevirirtirieieieeeeste sttt e e eaes 11
Il - 1-1-Localisation et relations anatomMIQUES ........c.cceeveieeeerieseeiece et 11
Il - 1-2-Organisation interne : corteX et MEAUIA ..........c.coveveeiicieieeeecee e 11
............................................................................................................................................................. 12
Il - 1-3- Le néphron : unité fonctionnelle du FeiN.........ccocveiiiiieiceseee e 13
HE =118 GIOMEBIUIE ..ottt et st ste et e s be e b e ste e st e besasentesreennets 14
I -1-5-1.8 SYSEEME TUDUIAITE ...t st st ras 15
A-TUDUIE PrOXIMAIE ... .ceieieieeceeeee ettt ettt et s be e b e sbeeaaesbesanetesbeenaanes 15
D-L2anse de HENIE.............c.coieiiiiiiiieieie sttt saeste et e sre e s e seesaessesseensesresssansens 15
C-TUBDUIE TISTAL ...ttt b e bbbt e e eneeas 15
(o B W o TN ol] | [=Tod (=T | SRS 15
e-Appareil Juxta-gloMETUIRITE ..........cooiriiiiseeee et 16
1 -2-La phySiolOgie FENAIE..........cc.iciieiieeeceeee ettt et s b bbbt seeseens 16
11 -2-1-La transformation du SANQG €N UFINE........ceecviiiecieriecece ettt ae e 16

Iy o) o ot (o] g =T [0 [01od o [ [T TSR OPRER TSR 17



I = Yy { 0] o] o Yo (<1 T =3O 18

T = 2-2-2-VITAIMINE D ...ttt sttt b e s bttt na e ens 18
e TN [0 [0S 1=] 0] RSSO 18
e - W T o V[T RSOSSN 18

11 -3- NéphrotoxiCité des MEAICAMENTS............ccveiieieieceee ettt st 19
11 -3-1-Mécanismes de la néphrotexicité medicCamenteuUSE ...........ccveveeeerireecie e 20
1 -3-1-1- NECrose tUDUIAIIE @IQUE .........cceeviiieeiee ettt sttt e re e neas 20
......................................................................................................................................................... 21

11 -3-1-2- Néphropathie CriStalline ...........ccoeieerieinieee e 22

11 -3-1-3- Néphrite tubulo-interstitielle @igUE (NTIA) ..o 24
11-3-2-Mécanismes cellulaires et moléculaires de la néphrotoxicité induite par le CP ............... 25
Il -3-2-2- Mécanismes biochimiques de la NéphrotoXicCite ............cceceveeeeciiecceiecececeeee, 26

11 -3-2-2-1-Provoque le Stress OXYdatif ..........ccoerirerienieinieerereseeee s 26
4-1-1-2-Réduire I’activité antioXydant................ccccooieiiiiniininiee e 27

11 -3-2-2-1-1-L"insuffisance rénales aigués liée au stress oxydatif............cccccevevervenennnns 29

Il -3-2-2-1-1-1-Dysfonctionnement mitochondrial li€ A I'IRA.........ccoeveiiiieciieeien, 29

11 -3-2-2-1-1-2-Voie inflammatoire et la régulation des facteurs de transcription......33

11 -3-2-2-1-1-3-Activation immunitaire et de signalisation apoptotique....................... 34

IH1- La Famille deS ASTEIACEAE. .........eiveierieiieiieisie sttt sttt s bbb sbe bt n e neereans 38
TH1-1-18 ENTE CONTAUIEA ...ttt sttt ettt sbe et bt st e st sbe et e sbeemee b e seeeneene 38
111 1-1-Les espaces de centaurea (CNAUIEA SP).....cecverveerrerrereesrereeeesessesseseessessesssesseseessessesssesses 39
e e O T o = U0 [ (T 4= 1 [ £ PS 39
111-1-1-2-Centaurea LOPNOIOMAL..........ccioiiiiiieeecee ettt sttt 40
HH1-1-1-3-Centaurea @ffICANA........coverueieirieeiertere ettt ettt e e 41
111-1-1-4-Centaurea parviflora DEST...........ooiiieceiiceeececeeeee e 42

B L =T o =T 0 (== o ] P 42
H11-1-1-6-Centaurea DENAICALA. ........ccueveeeiieieerese et ens 43
T -1-2-1.6S aCtiVItES DIOIOGIGUES.....c..iivieieiecieete ettt ettt st sae et e be e eras 45
T -1-2-1-1.8S FlAVONOTUES. ......eveeiieeeieei ettt st sttt 45
11 -1-2-1-1-Activités biologiques des flavonoides...........ccceveevieiinicciereciceeece e 46

11 -1-2-1-1-1-ActiVité ANTIOXYAANT.......ccoviiiirieieieieeeee et enes 46

11 -1-2-1-1-2- Activité Anti-inflammatoire...........cceveirivienereeeeee e 46
I =T o101 )Y/ o] < T RSSO 46
111 -1-2-2-1-Biodisponibilité des polyphénols...........cccueveiriieriericeceeeeeee e 47

111 -1-2-2-2Activités biologiques des polyphénols.............cccoeeevivieicvicviciceee e, 47

T -1-2-2-2-1-ACtiVité ANLIOXYAANT......c.oiieiicieeieeeeeectee ettt be st re 47



111 -1-2-2-2-2-Activité Antimicrobien etANtIDACIErIENNE........eeviveeeeeieeeee e 48

Chapitre 2
Y o= =T Y=o <] v | S 49
2. EXperimentation @nimal...........ccciiii oottt a et re e enne s 49
2.1. Animaux et conditions d’hébergements ...............cccccooiiriiiiiiiiiiiieie e 49
2.2. Induction de la toxicité et traiteMent des FatS .........cceveirirenireneree e 50

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

par le cyclophosphamide (200 MQ/KG) -...coverermirierinieieeiee ettt 50
2.2.2. Dissection des rats, prélévement du sang et des Organes ..........eceveereerieerienesenesieneeeseeeneas 51
2.2.3. Méthodes de dosage des parametres DIOChIMIQUES ........ccvcueeciereeeerieceeeseeee e 52
2.2.3.1. Dosage de I’urée PlasMatiQUE ..........ccceerererierienieieceieeeste e see et sae st e e enene 52
2.2.3.2. Dosage de la créatinine plasmatiQUE ............ccecuerueeeeiieeeriiiieee et 52
2.2.3.3. Evaluation de activité enzymatique de LDH .......................cccccooevueviiivinviniincieaeennens 53
2.2.3.4. Dosage du cholestérol plasmatiQUe.........ccceeveeuerieirieinieirieirieeseeee e 53
2.2.3.5. Dosage des triglycérides plasmatiqQUES..........c.cceeueeeeriieeeiieiiee et 53

2.2.4. Examens d'anatomie-patNolOgiQUES. ..........cvecuieeeiiiiieeiecteceee ettt 54

3. EVAlUALION STALISTIGUE .......eueieeieeiiciieiisiest ettt bbbttt nn e nen e nne s 56

Chapitre 3
- RESUITALS ...t bbb bbbt b et bbbt b et 57

I-1-Effets de I’extrait de plant, de cyclophosphamide et de la vitamine E sur la fonction rénale..57

1-1-1- L’effet sur les taux de la créatinine et de I’Urée ...................coeeeveeioicieiniininiiiinieeeiieeniee e, 57
1-2-L’effet sur les taux des triglycérides et le choleStérol.....................uuvvuvvieiniiniinciiniiiniienieneenenns 58
1-3-L’effet sur les taux LDH...................coooooiiiiiiiiiiiiiieiiee ettt ettt ettt st s sbe e b sneas 60
I-2-Etude HiStOPatNOIOGIGUE .........eeeiieeeieeceeeteeete ettt ettt ae et steeaa et e s reenne s 60

1= DISCUSSION ...tttk kbbb h b H bbbt e e st e bbbttt b et 62
HHT-CONCIUSION BT PEISPECLIVE ...ttt bbbttt bbbt ebe s 67

1V-RéfErences DibIOgrapnigUES .........co.oiiieieicice ettt eneanas 68



Liste des abréviations

4-OHCy 4-hydroxycyclophosphamide

ADH Alcool Déshydrogénase

ALDH1A1 Enzyme Aldéhyde Déshydrogénase 1Al
ALDH3Al Enzyme Aldéhyde Déshydrogénase 3Al
ALDH5A1 Enzyme Aldéhyde Déshydrogénase 5A1
Aldo Aldophosphamide

CP Cyclophosphamide

CYP P450 Cytochromes P450

CYP2A6 Cytochromes P450 2A6

CYP2C18 Cytochromes P450 2C18

CYP2C19 Cytochromes P450 2C19

CYP2C9 Cytochromes P450 2C9

CYP3A4 Cytochromes P450 3A4

CYP3A5 Cytochromes P450 3A5

GSH Glutathion

GSTP Glutathion S-transférase Pi

L3 Troisiéme vertebre lombaire

NCI National Cancer Institute

PM Moutarde phosphoramide

T12 Douziéme vertebre thoracique

kD Kilodalton

EPO L'érythropoiétine

NIA Néphrite interstitielle aigué

OAT Transporteurs d'anions organiques

OCT Transporteurs de cations organiques
MRP4 Multidrug Resistance-associated Protein 4
MRP2 Multidrug Resistance-associated Protein 2
NTIA Néphrite tubulo-interstitielle aigué

ROS Espéces Réactives de I’Oxygene

NO Nitric oxide NO

02 Dioxygen O2

RNS Especes réactives de l'azote

02— Anion superoxyde

H202 Peroxyde d'hydrogene

HO- Radical hydroxyle

ONOO- Peroxynitrite

RO- Radical alcoxyle

ROO- Radical peroxyl

CAT Chloramphénicol acétyltransférase




SOD Superoxyde dismutase
GSH-Px Glutathion peroxydase
GPA Glutathionyl propionaldéhyde
ATP Adenosine Triphosphate
NOX NADPH Oxidase
NADPH Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
NO2- Radical dioxyde d'azote
NO- Radical oxyde nitrique
mtROS Especes réactives de I'oxygene mitochondrial
IRC Insuffisance Rénale Chronique
JNK la kinase N-terminale c-Jun
TNF-a Facteur de Nécrose Tumorale alpha (Tumor Necrosis Factor)
TNF-a Facteur de Nécrose Tumorale alpha (Tumor Necrosis Factor) type A
Nrf2 facteur nucléaire lié a I'érythroide 2
facteur nucléaire kappa-chaine lumineuse-enhancer des cellules B
NF-kB activées
IL-1P Interleukine-13
I'IL-6 Interleukines-6
COX-2 Cyclo-oxygénase 2
iINOS- Synthase inductible de I'oxyde nitrique
Bax protéine pro-apoptotique (protéine associée a I'apoptose)
Bcl-2 protéine anti-apoptotique (protéine associée a l'apoptose)
caspases 3 Protéase cystéine-aspartique 3
caspases 9 Protéase cystéine-acide aspartique 9
LDH Lactate déshydrogénas

EXT

Extrait




Liste des figures

Figure 1:Structures chimiques du cyclophosphamide.............cccooiiiiiiiiiiciee e 5
Figure 2: Les voies complexes d'activation et d'inactivation du cyclophosphamide................... 7
Figure 3: Formation de I'ion aziridinium a partir de la moutarde azotée et son activité
AIKYIANTE SUF TADN. ... bbbt b ettt 10
Figure 4: Coupe sagittale dU FBIN ..o 12
Figure 5:Anatomie microscopique du néphron montrant la relation entre les structures
VaSCUIAITES B TUDUIAITES ... bbbt 13
Figure 6: Structure et fonction du glomeérule et diagramme schématique du glomérule sur

010 [ TP UPR TP 14
Figure 7: La structure et la fonction du néphron et le schéma du néphron sur puce............... 17
Figure 8: L’effet rénal sur d'autres SYSIEME ...................ccocouiviiiiiiiiiiiiieie et 19
Figure 9: Mécanismes des Iésions tubulaires aigués induites par les médicaments ................. 21
Figure 10: Les mécanismes sous-jacents a la Iésion des cellules tubulaires liée aux cristaux et
A 1a NECTOINTIAMMALION ..o ettt 23
Figure 11: Pathogenese de 1a DI-FAIN. .......coo i 25
Figure 12: Mécanisme du cyclophosphamide dans la synthése des radicaux libres dans les
cellules rénales conduisant & un stress OXydatif.............cooeiiiiiiiiieis e, 27
Figure 13: Néphrotoxicité induite par la cyclophosphamide par le biais du stress oxydatif, des
CYtOKINES INTIAMMEALIOITES ..ot 29
Figure 14: Génération d'espéces réactives de I'oxygene (ERO) dans la cellule........................ 30
Figure 15: mtROS et OS dans I"'IRC.........ooo i 32
Figure 16 : Mécanismes impliqués dans la pathogenese de I'inflammation rénale.................. 34
Figure 17: Activation de la voie apoptotique dans la néphrotoxicité du cyclophosphamide. ...36
Figure 18: Stress oxydatif et inflammation dans 1€S reins..........ccocvveiiiiicinineeseenes 37
Figure 19: Plante CentauUrEa CYANUS ..........ciireiieieieieie ettt sie e s bbb 40
Figure 20: Plante Centaurea affiCaNA ...........c.cooiiiiiiieriiiesie e 41
Figure 21: Plante Centaurea NIQIa.........cccvcvueiieieiieieesieeie st sreeee st te e ste e ae e e sreesae e sraeneans 43
Figure 22: C. benedicta (a) plante entiere et (b) examen plus détaillé des feuilles................... 44
FIQUIe 23: LS 10tS 8 FALS.....c.ciieiecicciece ettt ettt e e e ens 50
Figure 24: Un rat recoit I’extrait de la plante par gavage .......................c.ccocooceovnceneoscnieneinnns. 51
Figure 25: Un rat recoit sa dose de cyclophosphamide par voie intrapéritonéale..................... 51
Figure 26:Echantillons d*organes en solution phySiologiqUe.............ccoveeeveeeereeeeeeeeeeseeeeeae. 52
Figure 27: Un rat sur la planche de diSSECtION ............cccviiiiieiiiiccecce e 52
Figure 28: Préparation de lames pour I’étude anatomique...........................cccocvrvvicinennins. 56
Figure 29: Effet de la cyclophosphamide et I’extrait sur la concentration de la créatinine .....57
Figure 30: Effet de la cyclophosphamide et I’extrait sur la concentration de l’urée................. 58
Figure 31: Effet de la cyclophosphamide et I’extrait sur la concentration du cholesterol ....... 58
Figure 32: Effet de la cyclophosphamide et I’extrait sur la concentration des triglycérides. ...59
Figure 33: Effet de la cyclophosphamide et ’extrait sur le taux d’LDH chez les différents

(6 L0 o= TP PPRPTRP 60
Figure 34: Histologie des reins des rats tEBMOINS.........cccooiieriiineniseee e 61
Figure 35: Histologie des reins des rats traités avec I'extrait de la plante Centaurea sp........... 61


file:///C:/Users/Pc/Downloads/Remerciements%20(1).docx%23_Toc201006025
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Remerciements%20(1).docx%23_Toc201006026
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Remerciements%20(1).docx%23_Toc201006027
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Remerciements%20(1).docx%23_Toc201006027
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Remerciements%20(1).docx%23_Toc201006028
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Remerciements%20(1).docx%23_Toc201006029
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Remerciements%20(1).docx%23_Toc201006029
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Remerciements%20(1).docx%23_Toc201006030
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Remerciements%20(1).docx%23_Toc201006030
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Remerciements%20(1).docx%23_Toc201006031
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Remerciements%20(1).docx%23_Toc201006032
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Remerciements%20(1).docx%23_Toc201006033
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Remerciements%20(1).docx%23_Toc201006034
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Remerciements%20(1).docx%23_Toc201006034
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Remerciements%20(1).docx%23_Toc201006035
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Remerciements%20(1).docx%23_Toc201006036
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Remerciements%20(1).docx%23_Toc201006036
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Remerciements%20(1).docx%23_Toc201006037
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Remerciements%20(1).docx%23_Toc201006037
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Remerciements%20(1).docx%23_Toc201006038
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Remerciements%20(1).docx%23_Toc201006039
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Remerciements%20(1).docx%23_Toc201006040
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Remerciements%20(1).docx%23_Toc201006041
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Remerciements%20(1).docx%23_Toc201006042
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Remerciements%20(1).docx%23_Toc201006043
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Remerciements%20(1).docx%23_Toc201006044
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Remerciements%20(1).docx%23_Toc201006045
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Remerciements%20(1).docx%23_Toc201006046
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Remerciements%20(1).docx%23_Toc201006047
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Remerciements%20(1).docx%23_Toc201006048
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Remerciements%20(1).docx%23_Toc201006049
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Remerciements%20(1).docx%23_Toc201006050
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Remerciements%20(1).docx%23_Toc201006051
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Remerciements%20(1).docx%23_Toc201006052
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Remerciements%20(1).docx%23_Toc201006053
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Remerciements%20(1).docx%23_Toc201006054
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Remerciements%20(1).docx%23_Toc201006055
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Remerciements%20(1).docx%23_Toc201006056
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Remerciements%20(1).docx%23_Toc201006057
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Remerciements%20(1).docx%23_Toc201006057
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Remerciements%20(1).docx%23_Toc201006058
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Remerciements%20(1).docx%23_Toc201006059
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Figure 37: Histologie des reins des rats traités par CP et I'extrait butanolique........................

Figure 38: Histologie du foie des rats traités par CP et la vitamine E
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Introduction



Le cancer est la deuxiéme cause de mort dans le monde, aprés les maladies du ceeur. 11 se
caractérise par une multiplication de cellules qui ne meurent pas. Cela provoque une masse de
cellules anormales ou une tumeur (Pérez-Herrero & Ferndndez-Medarde, 2015).Le cancer se
développe lorsque des cellules normales d'une partie du corps se développent de maniere
incontrolée. Les cellules cancéreuses continuent de croitre et de se diviser au lieu de mourir et de
former de nouvelles cellules. Certains cancers se répandent dans le corps par le sang ou la lymphe .
Il existe différents types de cancer (Sudhakar, 2009), Pour les cancers locaux et non métastatiques,
on utilise surtout la chirurgie et la radiothérapie. Pour les cancers métastatiques, ce sont les
médicaments anticancéreux (chimio, hormonothérapie et thérapies biologiques) qui sont utilisés.
La chimiothérapie empéche les cellules cancéreuses de se diviser, mais elle affecte aussi les
cellules normales qui se divisent rapidement, comme les cheveux, la moelle osseuse et les cellules
de lintestin. Cela provoque les effets secondaires de la chimiothérapie (Pérez-Herrero &
Fernandez-Medarde, 2015).

Une classification des agents chimio thérapeutiques peut étre établie en deux catégories
distinctes, en fonction de leur origine. Ces substances peuvent étre d'origine végétale, ou d'origine
synthétique. En fonction de leur mécanisme d'action, ces agents peuvent étre classés en différentes
catégories, notamment les agents alkylants, 1’anti métabolites, les inhibiteurs du topo isomérase,
les inhibiteurs du fuseau mitotique, et autres (Bukowski et al., 2020).Les médicaments
anticancéreux sont associés a des effets indésirables graves, les organes les plus fréeguemment
touchés étant le foie, les reins, le myocarde et la vessie. L'un des agents chimiothérapeutiques les
plus couramment utilisés est le cyclophosphamide (CP) (Refaie et al., 2020).

Le cyclophosphamide est une moutarde azotée synthétique. Elle a été créée pour traiter les
tumeurs malignes. Il est utilisé seul ou avec d'autres traitements pour soigner les lymphomes et les
tumeurs solides, et dans les protocoles de conditionnement. On l'utilise aussi pour traiter le
syndrome néphrotique, la polyarthrite rhumatoide, le lupus érythémateux disséminé, la vascularite
systémique et d'autres maladies rhumatologiques et auto-immunes (DeChiara et al., 2023).Malgré
son grand intérét médical, le CP présente des toxicités graves, notamment une cardiotoxicité, une
hépatotoxicité, une néphrotoxicité et une toxicité pulmonaire (Refaie et al., 2020).La
néphrotoxicité dose-dépendante est lI'un des principaux effets secondaires qui peuvent entrainer
une fibrose et une apoptosis des cellules rénales, et donc une insuffisance rénale (Wanas et al.,

2021).Le stress oxydatif et I'apoptose jouent un réle central dans ces toxicités (Refaie et al., 2020).



La prise en charge de la néphrotoxicité représente un défi majeur pour la communauté
scientifique contemporaine. Il est a déplorer que les médicaments ne procurent qu'un soulagement
limité en cas d'affections rénales. Cette dynamique a conduit a des investigations approfondies
visant a identifier des alternatives sdres, peu codteuses et disponibles a partir de ressources
naturelles. Cette propriété est attribuable a la présence de divers composes bioactifs dans les
plantes médicinales, qui ont été identifiees comme une source significative de substances
pharmacologiquement actives (Mansoury, 2020).Les plantes médicinales sont une ressource
inestimable pour la découverte de nouvelles substances chimiques aux effets thérapeutiques

prometteurs (Kalantar et al., 2016).

L'Algérie a une situation géographique et un climat divers. Cela fait qu'elle a une vegétation
riche et variée. 1l y a plus de 3 000 espéces de plantes, dont 15 % ne se trouvent gu'ici. Plusieurs
plantes de la famille des Astéracées sont cultivées pour leur valeur nutritionnelle. On a découvert
que les fleurs et les feuilles de cette famille avaient des propriétés antibactériennes, antifongiques,
antivirales, anti-inflammatoires et antiproliférantes. Les plantes de la famille des Astéracées ont
de nombreuses activités pharmacologiques. Cela s'explique par la diversité de leurs métabolites
secondaires. C'est pourquoi de nombreuses espéces de cette famille sont utilisées en médecine
traditionnelle. 11 y a plus de 500 espéces de centaurées, 45 poussent naturellement en Algérie, dont
sept dans le Sahara, désert. Plusieurs especes de centaurée sont utilisées en médecine traditionnelle
pour soigner divers maux et maladies. Les polyphénols sont de plus en plus populaires, car ils sont
bons pour la santé. Les plantes contiennent souvent des composés phénoliques. Ces composés ont
plusieurs activités biologiques : ils sont contre le diabete, le cancer, les microbes, les allergies, les

mutations et I'inflammation (Hechaichi et al., 2023).

Des études épidémiologiques ont mis en évidence un lien entre la consommation d'aliments
phénoliques et une protection accrue contre diverses pathologies. Ces composés phénoliques sont
dotés de propriétés antioxydantes et chimioprotectrices in vivo extrémement performantes. Dans
le secteur des plantes, les composés phénoliques sont identifiés comme les agents anticancérigénes

les plus prometteurs (Rehman et al., 2012).

Notre étude vise a évaluer ’efficacité de 1’extrait phénolique de Centaureasp. dans la

prévention de la néphrotoxicité induite par le cyclophosphamide.
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I-Le Cancer

Le cancer est la deuxiéme cause de mortalité dans le monde, apres les maladies
cardiovasculaires. Il constitue un probléme majeur de santé publique a I’échelle planétaire. Le
terme ‘cancer’ provient du mot grec Korkino, utilisé par Hippocrate (460-370 av. J.-C.) pour
désigner des tumeurs a I’aspect de crabe, en raison de leur forme et de leur propagation (Sudhakar,

2009).

La plupart des définitions du cancer sont en adéquation avec la définition actuelle du NCI :«
Selon le National Cancer Institute (NCI), le cancer est une maladie dans laquelle certaines cellules
du corps se multiplient de facon incontr6lée et peuvent envahir d'autres tissus. ». Le cancer a
d'abord éte identifié comme une masse de tissu en croissance, ou tumeur.Les chercheurs ont étudié
les caracteristiques des cellules tumorales, notamment leur croissance rapide, leur morphologie
anormale et leur capacité a envahir les tissus.Certaines tumeurs ont la capacité de se propager a
distance par le sang ou les voies lymphatiques, un phénomene appelé métastase (Brown et al.,
2023).

Le cancer est une pathologie multifactorielle. Divers facteurs, incluant I'alimentation, le mode
de vie, la présence d'agents viraux, les caractéristiques génétiques, I'exposition a certains agents
chimiques et les facteurs professionnels, peuvent contribuer a la genése ou a la progression d'une
tumeur (Clapp et al., 2008).

Le développement du cancer est caractérisé par la prolifération incontrdlée de cellules
normales au sein d'un organisme. Il existe différents types de cancers ; tous les types de cellules
cancéreuses continuent de croitre, de se diviser et de se rediviser au lieu de mourir et de former de
nouvelles cellules anormales. Il a été observé que certaines cellules cancéreuses présentent une
tendance a la migration vers d'autres zones du corps par le biais de la circulation sanguine ou des
vaisseaux lymphatiques, un processus connu sous le nom de métastase, ou elles initiaient leur
prolifération. Le développement d’un cancer résulte généralement de mutations de ’ADN
cellulaire. Bien que 1’organisme dispose de mécanismes de réparation, ceux-Ci sont souvent
défaillants dans les cellules cancéreuses. Dans la plupart des cas, I'organisme possede la capacité
d'auto régénération de I'ADN endommagé. Cependant, dans les cellules cancéreuses, cette capacité

s'avére inopérante, conduisant a une incapacité a réparer I'ADN endommagé (Sudhakar, 2009).



Le traitement du cancer repose sur quatre approches principales : la chirurgie, la radiothérapie
(traitements locaux), la chimiothérapie, et les thérapies ciblées ou agents biologiques (Anjos &
Zago, 2006).

I-1-La chimiothérapie

La chimiothérapie est un pilier du traitement du cancer, que ce soit en monothérapie ou en
association avec d'autres traitements. Les effets physiques indésirables associés a la
chimiothérapie sont les suivants : nausées, vomissements, anorexie, constipation, diarrhée, fatigue,

mucosité, névrite et dépression de la moelle osseuse (Anjos & Zago, 2006).

Les médicaments cytotoxiques sont des classes de traitements utilisés pour traiter le cancer
en empéchant la division ou la prolifération des cellules. L'une des substances anticancéreuses les
plus performantes jamais développées est le Cyclophosphamide (CP). Le CP a été synthétisé et a
fait I'objet des premiers essais cliniques pour le traitement du cancer en 1958, et la FDA I'a
approuvé en tant que huitieme médicament anticancéreux cytotoxique. La PC est un analogue de
I'oxazaphosphorine de la moutarde azotée. Le concept de la synthese de la CP s'articulait autour
de la conversion enzymatique du pro médicament non toxique en la forme active de moutarde
phosphoramide (PM) (Dabbish et al., s. d.).

Le CP appartient a la sous-classe des médicaments anticancéreux de la moutarde azotée,
désignés sous le terme d'agents alkylants. Le succes clinique de la méchloréthamine a conduit a la
synthése de nombreux analogues de la moutarde azotée. Parmi ceux-ci, la CP s'est révélée étre le

médicament le plus bénéfique contre le plus grand nombre de cancers humains.

A I'époque du développement de la CP, le seul médicament chimio thérapeutique disponible
était la moutarde azotée. La CP est un produit qui présente des caractéristiques similaires a
I'oxazaphosphorine de la moutarde azotée. Le concept de la synthese de la CP s'articulait autour
de la conversion enzymatique du promédicament non toxique en la forme active de moutarde
phosphoramide (PM) (Dabbish et al., s. d.)



I-2-Le Cyclophosphamide :
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Figure 1 : Structures chimiques du cyclophosphamide (Zhang et al., 2006)

La cyclophosphamide (CP appartient a la sous-classe des médicaments anticancéreux de la
moutarde azotée, désignés sous le terme d'agents alkylants. Le succés clinique de la
méchloréthamine a conduit a la synthése de nombreux analogues de la moutarde azotée. Parmi
ceux-ci, la CP s'est révélée étre le médicament le plus bénéfique contre le plus grand nombre de

cancers humains (Ludeman, 1999).

Synthétisé pour la premiére fois il y a plus de 60 ans, le CP (N,N-bis(2chloroéthyl)-2-oxo-
1,3,2A5-0xazaphosphinan-2-amine) est un agent chimio thérapeutique essentiel pour le
traitement d'un certain nombre de cancers (Helsby et al., 2019).

Le CP est un agent alkylant oxazaphosphorique de la classe des moutardes azotées (Ayza et al.,

2022) cytotoxique qui a été largement utilisé comme agent antinéoplasique pour le traitement de
plusieurs tumeurs telles que les sarcomes et les carcinomes du poumon et de la glande mammaire
(Alkan et al., 2012). Il a de puissants effets cytotoxiques et immunosuppresseurs. Ce produit
pharmaceutique est un traitement de référence pour les tumeurs malignes et les maladies auto-
immunes, telles que le lupus, la sclérose systémique et plusieurs types de vascularites (Ayza et al.,
2022). Cependant, ce médicament présente des risques potentiels pour la santé, notamment des
effets génotoxiques et des lésions rénales et hépatiques, ce qui restreint son utilisation
thérapeutique. Les effets cytotoxiques de ce produit sont attribuables a ses métabolites réactifs.
Ces metabolites alkylent 'ADN et forment une variété d'adduits a I'ADN. Ces adduits altérent
suffisamment la structure ou la fonction de 'ADN (Alkan et al., 2012).



I-2-1-Pharmacocinétique
I-2-1-1-Absorption

Le CP se caractérise par sa solubilité dans I'eau, la solution saline ou I'alcool sous forme de
monohydrate. Cette propriété confére a I'administration par voie orale une facilité d'exécution
(Zhang et al., 2006). Il peut étre administré quotidiennement & des doses de 100 a 200 mg par voie
orale. Lorsque de plus fortes doses sont requises, des injections intraveineuses multiples de 600 a
100 mg/m2 peuvent étre administrées, a des intervalles de quelques semaines. Pour une méme
dose, peu importe la route d'absorption, la concentration plasmatique maximale ne différe pas
significativement et serait atteinte environ quatre heures apres I'administration (Desmeules, 2006).
Par ailleurs, il convient de préciser que le CP présente une biodisponibilité orale qui se situe entre
85 et 100 % (Zhang et al., 2006).

1-2-1-2-Distrubution

Le transport du CP et de ses métabolites a travers les membranes cellulaires : le CP présente
un fort hydrophile et une faible capacité de diffusion a travers la bicouche lipidique des cellules.
Par ailleurs, la moutarde phosphoramide, métabolite cytotoxique du cyclophosphamide, présente
une charge négative avec un pKa de 4,5 a 4,8 au pH physiologique. Cette instabilité a pour
conséquence de limiter la capacité de la molécule a traverser la membrane cellulaire (Zhang et al.,
2006). Il a éteé constaté que 20 % du CP et 67 % de ses métabolites sont liés a des protéines. Par
ailleurs, le temps d'action du CP est relativement court, avec une demi-vie s'étendant de 5 a 8

heures (Desmeules, 2006).



I-2-1-3-Metaboliseme de Cyclophosphamide
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Figure 2 : Les voies complexes d'activation et d'inactivation du cyclophosphamide. Ces
voies impliquent des enzymes telles que le cytochrome P450 (CYP) et I'aldéhyde
déshydrogénase (ALDH). Seuls les principaux produits métaboliques sont représentés,
les voies d'inactivation étant indiquées en gris. La principale voie de biotransformation
du cyclophosphamide est la 4-hydroxylation6, tandis que la N-déchloroéthylation
catalysée par le CYP3A4 est une voie mineure qui contribue en moyenne a 19 % de la

clairance métabolique (Helsby et al., 2019)

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

les métabolites les plus abondants, est présenté dans la figure 2 (De Jonge et al., 2002) .

o Métabolites actifs :

Le foie est le principal site d'activation du CP. Environ 70 a 80 % de la dose administrée sont
activés par les oxydases microsomales hépatiques a fonction mixte (systéme enzymatique du
cytochrome P450 ; CP) pour former du 4-hydroxycyclophosphamide. Il a été démontré que

plusieurs isoenzymes CP sont impliqués dans la bioactivation du CP



Chez I'homme, notamment les CYP2A6, 2B6, 3A4, 3A5, 2C9, 2C18 et 2C19. Le CYP2B6
présente lI'activité 4-hydroxylase la plus élevée (De Jonge et al., 2002), correspondant a plus de 80
% de la dose totale de CP. La plupart des métabolites terminaux du CP sont des substances
cytotoxiques, telles que le 4-hydroxycyclophosphamide, qui est dégradé en phosphoramide
mustard (PM) et en acroléine, responsable de l'urotoxicité (cystite hémorragique) (El-Serafi &
Steele, 2024)

Le 4-hydroxycyclophosphamide se diffuse facilement dans les cellules et se transforme en
aldophosphamide (Aldo) par ouverture de cycle. Il est trés instable et se déecompose spontanément
en moutarde phosphoramide par B-élimination de I'acroléine. La libération des PM et de I'acroléine
de I'Aldo par B-élimination est soumise a la catalyse générale des bases et peut également étre
catalysee par les 3'-5' exonucléases intracellulaires. Cette conversion peut étre en partie catalysée
par l'albumine ou d'autres protéines ( Jain et al., 2004).

o Meétabolites inactifs :

L'une des principales voies de désactivation du cyclophosphamide (CP) résulte de
I'oxydation de I'aldophosphamide en carboxyphosphamide (la moutarde
Ocarboxyéthylcyclophosphoramide), qui devient inactif par I'action de I'enzyme aldéhyde
déshydrogénase (ALDH1AL), et dans un bien moindre mesure par les ALDH3A1 et ALDH5A1.
Le 4-hydroxycyclophosphamide est également oxydé par l'alcool déshydrogénase (ADH) pour
former le 4-ketocyclophosphamide .L'acroléine est détoxifiée par conjugaison avec le glutathion
(GSH) (De Jonge et al. 2002).

Le GSH reagit avec le métabolite actif, le 4-OHCy, ainsi qu'avec son métabolite toxique,
I'acroléine.L'acroléine est ensuite métabolisée et détoxifiée par la GSTP via la conjugaison avec le
GSH (Zhang et al., 2006).

I-2-1-4-Eliminations

La présence du CP et de ses métabolites dans les urines. L’élimination urinaire du CP et de
ses meétabolites est presque compléte 24 heures aprés le début du traitement. Moins de 20 % de la
dose administrée est éliminée sous forme inchangée dans les urines. Selon les derniéres analyses,
le taux d'élimination du CP par les reins se situe entre 30 et 60 % de la dose totale. Cette elimination
se fait sous forme de CP ou de métabolites. une tres petite fraction de la dose deCP est éliminée

par les feces et l'air expiré (De Jonge et al., 2002).



I-4-Mecaniseme d’action de Cyclophosphamide
1-4-1- Effet sur PADN

Le CP est un pro médicament qui, pour devenir actif, doit subir une activation enzymatique
et chimique (Emadi et al., 2009) pour produire un métabolite. Le métabolite est un compose de
moutarde azotée connu sous le nom de moutarde phosphoramide. Il est considéré comme le
métabolite thérapeutiquement actif, car il possede une importante activité d'alkylation de I'ADN.

En glissant entre les deux brins de I'ADN, il I'endommage (Ibrahim et al., 2024)

Dans la plupart des cas, il s'agit de la molécule (MP) qui se lierait de fagon covalente a I'acide
désoxyribonucléique (ADN) afin d'exercer I'action cytotoxique recherchée. 1l s'agit d'une molécule

au potentiel bis-alkylant qui réagit par un processus divisé en plusieurs étapes (Desmeules, 2006) .

MP caractérisée par la présence de deux groupements chloroéthyles au sein de leur structure et
adoptent ainsi un mécanisme réactionnel passant par la formation d’un intermédiaire de type

aziridinium (Caron, s. d.).
I-4-1-1 -La formation de I’ion aziridinium

L'efficacité de la moutarde azotée repose sur la réactivité des deux groupes chloroéthyle
attachés a l'atome d'azote central, un élément clé de sa formule. Dans des conditions
physiologiques, la moutarde azotée subit des cyclisations intramoléculaires par élimination du

chlorure pour former un cation aziridinium (éthyleneminium) cyclique (Emadi et al., 2009)
I-4-1-2-Alkylattion et effets sur ’ADN

Ce cation, dont la stabilité est faible, est facilement attaqué sur I'un des atomes de carbone de
I'anneau aziridine a trois membres par plusieurs nucléophiles, tels que les résidus de guanine de
I'ADN (Emadi et al., 2009).le processus nécessite une attaque intermoléculaire par un nucléophile
sur I'ion aziridium intermédiaire; cela méne a I'ouverture du cycle et a I'alkylation du nucléophile
(Desmeules, 2006).Cette réaction permet de libérer I'azote de l'agent alkylant et de le rendre
disponible pour réagir avec la deuxieme chaine latérale chloroéthyle Cela forme une deuxiéme
liaison covalente avec un autre nucléophile et interfére avec la réplication de 'ADN Cela permet
de former des liaisons transversales intrastrand et interstrand de I'ADN ( figure 3 ) (Emadi et al.,
2009).La formation de ponts interbrins sur I'ADN s'effectue en général lorsque les deux

nucléophiles sont sur la position N7 de résidus de désoxyguanosine sur des brins complémentaires.
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De telles adduits peuvent entrainer des cassures du brin d’ADN. L'acroléine, qui est produite

en guantité équimolaire a la MP, peut également former des adduits avec I'ADN (Desmeules,

2006).
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Figure 3 : Formation de I'ion aziridinium a partir de la moutarde azotée et son
activité alkylante sur I'"ADN.

Dans I'ypérite, I'atome d'azote déplace le chlorure pour donner naissance a un
cation intermédiaire a trois chainons, appelé aziridinium. Cet ion réagit facilement
avec les nucléophiles. La position N-7 de la guanine dans I'ADN est fortement
nucléophile et peut étre facilement alkylée par le cation aziridinium. La deuxiéme
transformation chimique de la moutarde azotée fournit un autre ion aziridinium
qui, en réagissant avec un autre nucléophile de I'ADN, forme une liaison
transversale de I'ADN (Emadi et al., 2009)
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Il - Les reins

Le rein est un organe d'une grande diversité cellulaire, se classant parmi les plus complexes

du corps humain en termes de complexité spatiale, juste apres le cerveau (Hansen et al, s. d.).
Il - 1-Position et anatomie externe des reins

Les reins sont des organes rétropéritonéaux, pairs, dotés d'un bord latéral convexe et d'un
bord médial concave. lls présentent des dimensions de 10 a 12 cm de long, 3 45 cm de large et un
poids d'environ 150 g. Au niveau du hile rénal, la veine est en avant, ’artére au centre, le bassinet

a larriére. (Cortes, 2025).
Il - 1-1-Localisation et relations anatomiques

Les reins sont des organes pairs, en forme de haricot, situés a coté de la colonne vertébrale
dans la cavité rétro-péritonéale (Kinter & Short, 1993a).lIs s'étendent de la douziéme vertébre
thoracique (T12) a la troisiéme vertébre lombaire (L3). Le positionnement du rein droit par rapport
au rein gauche est déterminé par la présence du foie. En effet, le rein droit est situé en position
inférieure par rapport au rein gauche. Chaque rein est recouvert d'une capsule fibreuse. Cette
derniére est ensuite entourée par la graisse périnéphrique, puis par lefascia rénal, qui renferme

également la glande surrénale (O’Callaghan, 2016).
Il - 1-2-Organisation interne : cortex et médulla

En coupe, le cortex externe pale et la médulla interne foncée sont aisément discernables.
Lamédulla se compose de 8 a 12 masses coniques, appelées pyramides. La base de la pyramide se
situe a la jonction cortico-médullaire et le sommet s'étend vers le bassin rénal, formant une papille.
Chaque papille est composée de 10 a 25 petites ouvertures, qui correspondent aux extrémités
distales des canaux collecteurs. Dans le rein adulte, le cortex, d'une épaisseur d'environ 1 cm,
recouvre la base des pyramides rénales et s'étend entre les pyramides individuelles pour former les

colonnes de Bertini (Bagga et al., 2016)

Le cortex rénal représente la zone externe du rein, tandis que la médulla rénale correspond
a la zone interne, constituée des pyramides rénales. Le cortex contient tous les glomérules, et la
médulla contient les boucles de Henle, le vasa recta et les portions finales des canaux collecteurs
(Figure 4) (O’Callaghan, 2016).
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Interlobular
artery

Medulla

Figure 5: Coupe sagittale du rein (Bagga et al. 2016)
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Il - 1-3- Le néphron : unité fonctionnelle du rein
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Figure 5 : Anatomie microscopique du néphron montrant la relation entre les structures

vasculaires et tubulaires. Notez que la disposition anatomique de |'appareil

juxtaglomérulaire n'est pas illustrée ici (Lee et Mather, 2022)

Les reins sont constituésEnviron un million de néphrons chez 1’adulte. Chaque néphron est

en contact avec le flux sanguin rénal a son extrémité proximale (le glomérule) et fusionne a son

extrémité distale avec d'autres néphrons avant de se terminer a I'extrémité de la papille rénale dans

le bassinet du rein (Kinter & Short, 1993b).Le néphron est défini comme l'unité structurelle et

fonctionnelle essentielle du rein. Sur le plan structurel, chaque néphron est composé d'un

corpuscule renal comprenant le glomerule, qui contient un réseau de capillaires et la capsule de

Bowman, et d'une unité tubulaire comprenant le tubule proximal, I'anse de Henlé, le tubule

distal, le tubule collecteur et éventuellement le canal collecteur (Figure 5) (Zhuo et Li, 2013).
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Il -1-4-Le glomérule

Le néphron se compose d'une unité de filtration, le glomérule, qui est relié a un long tubule
segmenté en une partie proximale responsable de la récupération des nutriments importants, une
section intermédiaire, importante pour la régulation de I'osmolarité, et le segment final,
responsable de I'ajustement fin et de I'équilibre électrolytique. Le réseau intime de cellules
épithéliales, de cellules endothéliales, de cellules interstitielles et de cellules immunitaires est
essentiel pour atteindre une fonction optimale et maintenir le milieu intérieur. En plus des
différences régionales proximales et distales, il existe des différences spatiales cortico-médullaires
(Balzer et al., 2022).

La barriére de filtration glomérulaire est constituée de cellules endothéliales fenétrées
(Figure 6), d'une membrane basale élaborée et d'une couche complexe formée par les processus de
pied de cellules épithéliales hautement différenciées appelées podocytes. La barriere de filtration
est un dispositif de pointe qui permet de controler sélectivement la circulation des molécules d'eau,
des petits solutés et des protéines de faible poids moléculaire. Elle est congcue pour bloquer
efficacement la filtration des protéines plasmatiques d'une masse supérieure a 60-70 kD,
notamment celles chargées negativement (Eckardt et al., 2013).

Blood
’ ! Efferent arteriole

S et iPlasma oncoti
|ntracaps.ular\gCapillary blood shiiils ¢ '
|_Pressuré | |- pressure i

| [ R e
o

Initial urine

T A S L B A e AN T 1L LR P Tt e

Figure 6 : Structure et fonction du glomérule et diagramme schématique du
glomérule sur puce (Huang et al., 2024)
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Il -1-5-Le systéeme tubulaire
a-Tubule proximale

La partie du néphron appelée Tubule proximale a le diamétre le plus large. Elle est faite de
grandes cellules qui ont un gros noyau rond et qui sont situées a la base (Smith, 1951). Ces cellules
ont une bordure en brosse de microvillosités. Elles ont aussi de nombreuses mitochondries longues
et fines bordant le pdle basal de la cellule. Et de nombreuses vésicules impliquées dans le transport
Trans cellulaire de 60 a 80 % de l'ultrafiltrat. Les capillaires péri tubulaires entourent laTubule
proximale. Ce réseau de petits vaisseaux transporte le sang vers les reins et récupére I'eau, les ions
et d'autres substances du sang, comme les acides aminés et le glucose (Madrazo-lbarra & Vaitla,
2023).

b-L’anse de Henlé

Les branches fines de I'anse de Henlé, qui comprennent le segment intermédiaire, assurent
la liaison entre le tubule proximal et le tubule distal, et se situent exclusivement dans la médullaire
rénale. Le segment mince descendant est constitué d'au moins deux ou trois sous-segments
morphologiquement et fonctionnellement distincts. 1l participe au transport Trans épithélial du
NaCl, de l'urée et de I'eau (Pannabecker, 2012).

c-Tubule distal

LeTubule distal englobe la partie du néphron localisée entre la macula densa et le tubule
collecteur cortical Les cellules du Tubule distal se caractérisent par leur grande taille et leur forte
concentration en mitochondries, ce qui les distingue des autres cellules du néphron. Elles
présentent une amplification basolatérale étendue qui renferme de multiples mitochondries
(Madrazo-lbarra & Vaitla, 2023).

d-Tube collecteur

A partir de la base de la pyramide, a la jonction cortico-médullaire, des rayons médullaires
longitudinaux, constitués des canaux collecteurs et des segments droits des tubules proximaux et
distaux, s'étendent dans le cortex. L'uretére, élément essentiel du systeme urinaire, trouve son
origine dans la partie inférieure du bassin, a la jonction pelvi-urétérale, et s'‘étend jusqu'a son

ouverture dans le fond de la vessie (Bagga et al. 2016).
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e-Appareil juxta-glomérulaire

La premiére partie du tubule distal, dans son ascension de la moelle vers le cortex, se trouve
a proximité du glomérule du méme néphron. L'appareil juxta glomérulaire est composé des
artérioles afférentes et efférentes, de la macula densa et des cellules lacis situées dans I'espace
triangulaire entre ces structures. Il joue un réle clé dans la regulation de la pression artérielle
systémique, I'noméostasie électrolytique et les mécanismes de rétroaction tubuloglomérulaire
(Bagga et al. 2016).

Il -2-La physiologie rénale

Le rein est un organe clé du systéme urinaire. Il joue un réle essentiel dans I'élimination
des métabolites. lls contribuent également a maintenir I'équilibre hydrique et électrolytique. (Meng
et al. 2025). Il remplit une fonction essentielle dans le maintien de I'homéostasie, assurant la
régulation de I'environnement interne et la préservation des conditions physiologiques nécessaires
au fonctionnement optimal de prés de 100 billions de cellules dans I'organisme (Younes-Ibrahim
2021).

Le rein a deux fonctions : La transformation du sang en urine et la fonction endocrinienne.
Il -2-1-La transformation du sang en urine

Les processus physiologiques du rein se déclinent en trois fonctions principales : la
filtration, la réabsorption et la sécrétion :

Il - 2-1-1-La filtration glomérulaire : Les glomérules assurent la fonction de filtrage du sang qui
a été acheminé vers les reins par les artéres rénales. Le glomérule joue un réle de filtre, permettant
aux plus grosses molécules, telles que les protéines et les cellules sanguines, de demeurer dans la
circulation sanguine, tandis que les plus petites molécules, a I'instar de I'eau, des électrolytes et des
déchets, sont perméées et pénetrent dans la capsule de Bowman pour constituer le premier filtrat
(ALMALKI et ALSHAMMARYI, s. d.).

Il - 2-1-2-Réabsorption tubulaire : le filtrat est réinséré dans la circulation sanguine lors de son
passage a travers les tubules rénaux. Cette procedure est essentielle pour I'organisme. Car elle
permet l'absorption de composants essentiels tels que le glucose, les acides aminés et les
électrolytes. Ce processus, qui s'effectue principalement dans le tubule proximal et I'anse de Henlé,

vise a optimiser I'élimination des fluides et des substances indésirables dans l'urine, tout en
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préservant l'intégrité des nutriments et des ions critiques. Enfin, pour la préservation de
I'noméostasie électrolytique et de I'équilibre acido-basique (ALMALKI et ALSHAMMARI, s. d.).

Il - 2-1-3-La sécrétion tubulaire :les tubules rénaux jouent un réle actif dans la sécrétion de
substances chimiques spécifiques, notamment des ions potassium et hydrogéne, au sein du
filtrat.Ces fonctions assurent la régulation du pH, de la pression artérielle et de 1’équilibre hydrique
(Figure 7) (ALMALKI et ALSHAMMARI, s. d.).

Blood
without waste

Bowman's

Nephron 11“'_ capsule

L— Renal tubule

Kidney

Figure 7 : La structure et la fonction du néphron et le schéma du néphron sur
puce (Huang et al., 2024)

Il - 2-2-Fonction endocrine
Le rein remplit de multiples fonctions endocrines. Il sécrete diverses hormones et facteurs
humoraux, dont I'érythropoiétine (EPO) et la 1,25-dihydroxy vitamine D3. Le rein joue un role clé
dans la production d'« hormones locales » ou autocrines (Figure 8). Par ailleurs, le rein est I'organe
cible principal de diverses hormones telles que I'aldostérone, I'angiotensine et les peptides

urétiques (Sahay et al., 2012).
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Il - 2-2-1-Erythropoiétine

L'érythropoiétine est une protéine produite dans les reins qui joue un réle essentiel dans la

production de globules rouges dans la moelle osseuse (O’Callaghan, 2016).
Il - 2-2-2-Vitamine D

La forme active de vitamine D,1,25 (OH) 2-vitamine D3, qui est le métabolite le plus
biologiquement actif, est synthétisée dans les mitochondries des tubules rénaux proximaux. Un
autre métabolite, les 24,25 (OH) 2 vitamines D3, est également formé dans les reins, A l'instar des
autres familles d'hormones, le rein joue un double rdle de producteur et de cible de la vitamine D.
La 1,25(OH) 2vitamine D3 a pour effet de diminuer la calciurie et la phosphaturie en augmentant

la réabsorption des électrolytes au niveau des tubules proximaux (Sahay et al., 2012).
Il - 2-2-3- Aldostérone

Cette hormone stéroide, produite par le cortex adrénal, joue un réle clé dans la régulation du

sodium, favorisant sa réabsorption dans les canaux collecteurs (O’Callaghan, 2016).
Il - 2-2-4-La rénine

La rénine est une protéine sécrétée par I'appareil juxtaglomérulaire, qui joue un role clé dans
la synthese de I'angiotensine Il. L'angiotensine Il agit directement sur les tubules proximaux et,
par l'intermédiaire de l'aldostérone, sur les tubules distaux pour favoriser la rétention du sodium.

Elle est également un puissant vasoconstricteur (O’Callaghan, 2016)
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Figure 8 : L’effet rénal sur d'autres systémes (O’Callaghan, 2016)

Il -3- Néphrotoxicité des médicaments

Le rein est composé de néphrons, de vaisseaux, de nerfs et de tissu interstitiel. Les
néphrons, qui comprennent les glomérules, les tubules rénaux, sont les principales unités
structurelles et fonctionnelles du rein. Ils assurent la filtration, la réabsorption et la sécrétion,
contribuant ainsi a I'homéostasie de l'organisme (Meng et al., 2025).La néphrotoxicité, ou
I'altération de la fonction rénale induite par des médicaments anticancéreux, se caractérise par une
perte de la capacité des reins a filtrer, a éliminer des métabolites nocifs et a les excréter. La toxicité
rénale induite par les médicaments est un phénomene qui peut affecter différents types de cellules
dans les reins, notamment les cellules glomérulaires, tubulaires, interstitielles ou vasculaires. Il a
été démontré que la chimiothérapie conventionnelle et les agents ciblés peuvent induire diverses
complications rénales, parmi lesquelles on peut citer la protéinurie, le déséquilibre électrolytique,
la glomérulopathie, I'nypertension, la néphrite interstitielle et les Iésions tubulo-interstitielles (C.
Chen et al., 2022).Les résultats de plusieurs grandes études épidémiologiques récentes indiquent
que les médicaments néphrotoxiques sont des facteurs contributifs dans 19 a 25 % des cas

d'insuffisance rénale aigué sévéere chez les patients gravement malades (Pannu & Nadim, 2008).
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L'insuffisance rénales aigués, la taxinomie de cette pathologie se décline en trois grandes
catégories, en fonction de I'étiologie :les étiologies pré rénales (fonctionnelles), les étiologies intra

rénales (intrinseques), les étiologies post rénales (extrinseques) (Molitoris, 2022).
Il -3-1-Mécanismes de la néphrotexicité médicamenteuse

Les médicaments présentant une toxicité directe sur les reins peuvent causer des lésions
rénales par divers mécanismes. Les médicaments excrétés par les reins peuvent avoir des effets
toxiques directs sur les tubules rénaux, entrainant des Iésions et la mort des cellules dans le cas
d'une nécrose tubulaire aigué, ou provoquant une inflammation de I'interstitium rénal dans le cadre
d'une néphrite interstitielle aigué (NIA). Parmi les autres types de Iésions tubulaires
néphrotoxiques, on peut citer la néphrose osmotique induite par des solutions hypertoniques et
I'obstruction tubulaire due a la précipitation des médicaments (par exemple, la néphropathie
cristalline). Les médicaments peuvent également avoir un impact néfaste sur les reins en agissant
sur le flux sanguin intra rénal, ce qui peut augmenter le risque d'ischémie et de Iésions rénales en

cas de diminution du flux sanguin rénal (Pannu & Nadim, 2008).
Il -3-1-1- Nécrose tubulaire aigué

L'introduction de médicaments ou de métabolites dans I'espace luminal des tubules
proximaux post-filtratif expose la surface apicale des cellules tubulaires a diverses néphrotoxines.
Plusieurs médicaments sont absorbés par le rein via le systeme basolatéral. L'administration de
médicaments potentiellement néphrotoxiques par les capillaires péri tubulaires, suivie de
I'absorption dans les cellules tubulaires proximales, s'effectue par I'intermédiaire d'une famille de
transporteurs actifs. Ce processus constitue la premiére étape de I'excrétion rénale. 1l existed'un
éventail de transporteurs basolatéraux, dont deux transporteurs de médicaments d'importance
majeure : les transporteurs d'anions organiques (OAT) pour les médicaments chargés négativement
et les transporteurs de cations organiques (OCT) pour les médicaments chargés positivement
(figure 9) (Perazella, 2019).

Par la suite, le médicament est sécrété dans la lumiére tubulaire par des protéines de
résistance multi drogue (MRP2 et MRP4), qui sont des transporteurs de la membrane apicale
(Perazella & Rosner, 2022).

Lorsquel'efflux hors des cellules est atténue (mutations de perte de fonction dans les
transporteurs d'efflux ou concurrence d'autres substances endogenes), ce qui favorise une

augmentation des concentrations intracellulaires des médicaments. Les niveaux élevés de
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médicament favorisent le dysfonctionnement mitochondrial (Perazella, 2019).ces médicaments ont
pour effet de réduire la concentration en ADN mitochondrial. Cette réduction entraine des
changements structurels au niveau des mitochondries,(Perazella et Rosner 2022), et, en fin de

compte, les Iésions aigués des cellules tubulaires dues a I'apoptose et a la nécrose (Perazella, 2019).
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Figure 9 : Mécanismes des lésions tubulaires aigués induites par les médicaments.Les aminoglycosides
polycationiques filtrés (verts) sont attirés vers les membranes phospholipidiques anioniques ou ils interagissent avec
les récepteurs mégaline-cubiline a la surface apicale. Les aminoglycosides sont endocytés et pénétrent dans la cellule

ou ils sont transférés vers les lysosomes. Les lésions lysosomales avec formation de corps myéloides et les Iésions

mitochondriales entrainent I'apoptose et/ou la nécrose des cellules tubulaires. Le cisplatine (rouge) est acheminé
vers la membrane basolatérale, transporté dans la cellule via hOCT2, puis excrété par divers transporteurs apicaux,
dont hMATEL, dans I'espace urinaire. L'accumulation intracellulaire de cisplatine due a une augmentation de
I'absorption basolatérale ou a un efflux déficient par les transporteurs hAMATEL dans I'urine entraine une Iésion
tubulaire via la production d'un certain nombre de substances (TNF-a, TGF-b et ROS) qui favorisent la toxicité
mitochondriale. Le ténofovir (bleu) est acheminé vers la membrane basolatérale, transporté dans la cellule via
hOAT1, puis excrété par divers transporteurs apicaux, notamment MRP2 et -4, dans I'espace urinaire. Lorsque le
transport par MRP est inhibé ou dysfonctionnel, une accumulation intracellulaire du médicament et une Iésion
tubulaire se développent en raison de la toxicité mitochondriale et de la réduction de la synthése de I'ADN
mitochondrial. AG, aminoglycosides ; Cis, cisplatine ; h(MATEL, transporteur protéique humain multidrogue et
toxine ; hOAT1, transporteur anionique organique humain ; hOCT2, transporteur cationique organique humain-2 ;
K1, potassium ; MC, mégaline-cubiline ; MRP, transporteur protéique multidrogue ; Nal, sodium ; NaDC,
transporteur dicarboxylate de sodium ; Pgp, transporteur de la glycoprotéine P ; ROS, espéces réactives de I'oxygene

; TF, ténofovir.(Perazella et Rosner, 2022)
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Il -3-1-2- Néphropathie cristalline

Les lésions rénales peuvent aussi étre causées par la formation de cristaux et de petites
concrétions dans les tubes du rein. Ces cristaux se forment lorsque des composes chimiques se
déposent et deviennent insolubles.Cela dépend de la quantité de médicaments ou de leurs
métabolites (les produits créés quand un médicament est décomposé dans le corps) dans I'urine,
ainsi que de son acidité. Ce phénomene se produit surtout dans les tubules distaux et provoque des

changements dans la partie du rein qui s'appelle I'interstitium rénal (Dobrek, 2023).

Divers médicaments et leurs métabolites excrétés par les reins sont insolubles dans I'urine,
ce qui provoque une « néphropathie cristalline »(Figure 10). La diminution du débit urinaire, un
dosage excessif de médicaments et des vitesses de perfusion rapides peuvent augmenter
I'insolubilité des médicaments/métabolites dans la lumiére tubulaire. Par exemple, une déplétion
volumique efficace induit une hypo perfusion rénale et une néphrotoxicité accrue. Cette derniere
est favorisée par le surdosage de médicaments et I'augmentation de la précipitation des cristaux de
médicaments/métabolites dans les lumiéres tubulaires distales. Ces phénoménes se produisent
dans un contexte de débit urinaire lent des médicaments insolubles. Par ailleurs, il a été constaté
que les troubles métaboliques, qui modifient le pH urinaire en fonction du pKa du médicament,
augmentent également le risque de dépot de cristaux intra tubulaires avec certains médicaments.
Un pH urinaire inférieur a 5,5 favorise I'accumulation de cristaux intra tubulaires, tandis qu'un pH
supérieur a 6,0 peut augmenter la précipitation de ces mémes cristaux dans les lumiéres tubulaires,
affectant ainsi la biodisponibilité des médicaments. Le processus de précipitation des cristaux dans
les lumieres tubulaires distales entraine une obstruction du flux tubulaire et le développement d'une

réponse inflammatoire interstitielle environnante, conduisant a une lésion rénale (Perazella, 2019).

22



Chapitre | : Synthése bibliographique

Tubular Hribe Tubular
Cell Cell
s —
Nucleus
ucleu -— \ Nucleus
Cleaves
/ mmf’m F——Cp-8 <
RIPK1 b
P Phagolysosome
P RIPK3 | | RIPK3 rupture
P P
Urinary MU kL & RIPK-MLKL
Crystals Necrosome
5
Interstitial Intra-renal Inflammation “
Crys\als - Recruitment of leukocytes
- Inflammatory cytokines
N - Vascular permeability
- Vasodilatation
‘2~‘Q e, - Activation of complement
Vo
Dendritic an 4
Cell and MLKL CGpe ROS
Macrophage ,,
4 o Necroplosus Necroptosis
g INF-} KS
&’ IL 15 - / I IB
TNF .
L L DAMPs DAMPs
Chemokines DAMPs induce Toll-like receptor-dependent
and Cytokines . 5 9
inflammation and cell necrosis

Figure 10 : Les mécanismes sous-jacents a la lésion des cellules tubulaires liée aux cristaux et a la
nécroinflammation. Les cristaux qui se précipitent dans la lumiére tubulaire (A)favorisent la nécroptose des
cellules tubulaires en activant plusieurs voies. (B) L'absorption des cristaux dans les lysosomes et les
phagolysosomes est associée a la libération de ctp-B lorsque les lysosomes sont déstabilisés. (C) La ctp-B clive
et dégrade le régulateur négatif de la nécroptoseRIPK1, ce qui déclenche la formation du complexe
nécrosome RIPK3-MLKL, responsable de la nécroptose des cellules tubulaires. (D) L'inflammation est
provoquée par les DAMP libérés par les cellules tubulaires nécrosées. (E) Les cellules dendritiques
phagocytent les cristaux présents dans l'interstitium et (F) déclenchent un processus similaire de dégradation
lysosomale avec libération de cat-B et formation de ROS, ce qui active I'inflammasome NLRP3 et la sécrétion
d'IL-1b par les cellules dendritiques. (G) Cela conduit & une inflammation dépendante de I'lIL-1R dans le
rein. La voie TNF-R active également le NF-kB, activant davantage I' inflammasome. (H) Les cytokines pro-
inflammatoires, telles que le TNF, déclenchent la nécrose des cellules tubulaires en activant le TNF-R, ce qui
conduit & une libération supplémentaire de DAMP. Dans I'ensemble, ces voies favorisent une boucle
d'autoamplification de la nécroinflammation induite par les cristaux. ctp-B, cathepsine-B ; DAMPs, motifs
moléculaires associés aux dommages ; IL-1R, récepteur de I'interleukine-1 ; IL-1b, interleukine-1b ; ROS,
espéces réactives de I'oxygéne ; TNF, facteur de nécrose tumorale ; TNF-R, récepteur du facteur de nécrose

tumorale (Perazella et Herlitz, 2021)
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Il -3-1-3- Néphrite tubulo-interstitielle aigué (NTIA)

La NTIA d'origine médicamenteuse se développe genéralement dans les dix jours suivant
la prise du médicament. La réponse inflammatoire se caractérise par l'existence de trois phases

distinctes :

Dans la premiére phase: le médicament ou son métabolite agit comme une hapténe ou un
pro haptene. Il s'agit d'une petite molécule qui stimule la production de molécules d'anticorps.
Cependant, cette stimulation n'a lieu que lorsqu'elle est conjuguée a une molécule plus grande,
appelée molécule porteuse (Figure 11). Les hapténes ou pro hapténes, quant a eux, interagissent
avec les protéines rénales, conduisant a la formation de néoantigénes. Dans le contexte des reins,
il est important de noter que trois types de cellules peuvent jouer un rdle spécifique dans la
présentation des antigenes : les cellules dendritiques, les cellules épithéliales tubulaires et les
macrophages interstitiels (Kwiatkowska et al., 2021).

Dans la deuxiéme phase : I'antigene est présenté aux cellules T. Dans le cadre de cette
phase, les médicaments qui altérent la régulation du systéme immunitaire, jouent un réle crucial
(Kwiatkowska et al., 2021).

Cette phase est suivie par la phase effectrice, qui correspond a l'infiltration interstitielle par les
lymphocytes T, les macrophages, les éosinophiles et les mastocytes. Ces cellules induisent une

infiltration inflammatoire au sein de I'interstitium (Kwiatkowska et al., 2021).
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Figure 11 : Pathogenése de la DI-AIN.

La pathogenése de la DI-AIN repose sur différents mécanismes. Hapténes : les médicaments
peuvent avoir la capacité de former des complexes protéiques appelés « haptenes » qui
provoquent des lésions rénales aprés leur reconnaissance par les CD et une toxicité
subséquente médiée par les lymphocytes T. Concept P-i : Certains médicaments présentant des
caractéristiques structurelles particulieres peuvent stimuler les cellules T en se liant de
maniére non covalente au complexe peptidique majeur d'histocompatibilité. Cette méthode
présente certaines similitudes avec les stimulations par superantigenes. Lésions directes : les
médicaments peuvent provoquer des lésions tubulaires directes. Anticorps : méme si les
lésions des lymphocytes T cytotoxigques cytotoxiques est le plus souvent impliquée dans la
pathogenése de la NIA, il existe quelques cas liés a des lésions médiées par des anticorps
(Sanchez-Alamo et al., 2023)

11-3-2-Mécanismes cellulaires et moléculaires de la néphrotoxicité induite par le CP

Il -3-2-1- Rodle du rein dans le métabolisme et I'élimination des agents

antinéoplasiques

L'effet cytotoxique de la PC est attribuable a sa capacité a inhiber la division cellulaire en

endommageant I'ADN des cellules cancéreuses en proliferation. Cependant, il est important de
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noter que I'impact sur I'ADN des tissus sains, notamment ceux présentant un taux élevé d'acides

gras oméga-3 et d'acides gras polyinsaturés, peut étre significatif (D. N. Tripathi & Jena, 2009).
Il -3-2-2- Mécanismes biochimiques de la néphrotoxicité

L'ROS peut provoquer une mort cellulaire apoptotique en activant des voies apoptotiques
dépendantes et indépendantes de la mitochondrie. L'exposition au CP peut provoquer une nécrose
tubulaire des cellules épithéliales rénales, une fibrose tubulaire, une congestion glomérulaire, la
libération de facteurs inflammatoires et la médiation d'une réponse inflammatoire qui, en fin de

compte, provoque un dysfonctionnement rénal (ljaz et al. 2022).
Il -3-2-2-1-Provoque le stress oxydatif

Des études antérieures ont établi que le stress oxydatif constitue l'un des principaux
mécanismes de la néphrotoxicité induite par le CP.Le CP est un médicament alkylant cytotoxique
qui requiert l'activation par le cytochrome P450 en métabolites actifs (EI- Shabrawy et al.,
2020).Lors de l'activation, le CP génere des métabolites alkylants actifs tels que le 4-
hydroxycyclophosphamide, I'acroléine et la moutarde d'aldophosphamide (Ayza et al., 2022a).Ces
derniers inhibent la division cellulaire en induisant des liaisons croisees dans I'ADN (El-
Shabrawy et al., 2020). Ces métabolites provoquent la génération d'espéces réactives de I'oxygene
(ROS) comprenant des anions superoxydes, des radicaux hydroxyles et du peroxyde (Ayza et al.,
2022a).

La toxicité de la CP s'explique par l'interaction cumulative de deux mécanismes : d'une
part, l'affaiblissement des niveaux de nucléophiles, tels que le GSH, par l'interaction avec
I'acroléine, et d'autre part, la production de peroxynitrite par la réaction entre I'O2- et I'oxyde
nitrique (Gunes et al., 2017).

Le CP interfere avec les réactions métaboliques normales impliquant le fer, un métal de
transition redox-actif. Cela conduit a la génération de ROS (figure 12). Il a été constaté que la PC,
I'O2- et leur sous-produit H202 peuvent déclencher la libération du fer de la ferritine, une protéine

de stockage du fer a forte valeur ajoutée (Y. Chen et al., 2007).

Les espéces réactives de I'oxygene (ROS) et les especes réactives de lI'azote (RNS) sont
géneérées in vivo a partir du dioxygene (O2) et de I'oxyde nitrique (NO), respectivement. lls
engendrent également des dérivés (c'est-a-dire certains ROS et RNS) qui peuvent étre nocifs,
notamment le radical superoxyde (O2:—), le peroxyde d'hydrogéne (H202), le radical hydroxyle
(HO"), les radicaux alcoxyle/peroxyle (RO-/ROQO") et le peroxynitrite (ONOO-). Il apparait que
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02— est principalement produit par la réduction incompléte de 1'02. En ce qui concerne la
génération de NO, elle s'effectue a partir de la L-arginine via une réaction catalysée par I'oxyde

nitrique synthase (Y. Chen et al., 2007).
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Figure 12 : Mécanisme du cyclophosphamide dans la synthése des radicaux libres

dans les cellules rénales conduisant a un stress oxydatif (Akyol et al., 2016)

Ces éléments ont pour conséquence directe d'engendrer un stress oxydatif et de limiter
I'activité des enzymes antioxydants au sein de divers tissus. (Alkan et al., 2012). Le
phosphoramide, en raison de sa capacité a se lier a 'ADN pour former un adduit qui rompt la
liaison croisée des bases puriques de I'ADN. Cette interaction inhibe la synthése des protéines et
entraine la destruction des cellules en division. En revanche(Elwakeel & Abdel Rahman, 2021),
I’acroléine, quant a elle, altere le systéme de défense antioxydant des tissus. Cette derniére a été
identifiée comme un agent stimulant la libération de radicaux libres d'oxygéne réactifs nocifs. En
outre, elle interagit avec les acides amines des protéines, induisant des modifications structurelles

et fonctionnelles des enzymes (EI- Shabrawy et al., 2020).
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Des études récentes ont mis en evidence le réle crucial des especes reactives de I'oxygéne
dans la néphrotoxicité induite par le CP(Gunes et al., 2017). Les recherches montrent une
augmentation du stress oxydatif, avec une élévation des especes réactives de I'oxygene (ROS) et
une diminution des marqueurs des niveaux d'antioxydants, tels que le glutathion (GSH), la
superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT)(Figure 13), ainsi qu'une augmentation du niveau
de malondialdéhyde (MDA) (Mohsin et al., 2024).

Le traitement par CP a engendré des augmentations de la MDA rénale, associées a une
réduction du GSH (thiols libres). Le GSH est un produit qui présente des propriétés antioxydants
non enzymatiques. Il agit directement avec les ROS par interaction du groupe -SH. Il peut
également intervenir dans la réaction enzymatique de détoxification des ROS, en tant que cofacteur
ou coenzyme. L'épuisement de la teneur en GSH peut étre attribué a la conjugaison directe du CP
et de ses métabolites avec des groupes -SH libres ou liés aux protéines et a des diminutions
significatives de l'activité de la GSH-Px et de la CAT (Rehman et al., 2012).

La glutamine est un atout majeur pour le métabolisme du GSH. Selon une étude de
Welbourne, lorsque le rein est soumis a un stress oxydant, la glutamine limite la vitesse de synthése
du GSH. Le GSH, un antioxydant puissant et ubiquitaire, joue également un réle important dans

le métabolisme de nombreux médicaments et substances endogénes (Abraham & Isaac, 2011).

IL intervient sur les radicaux superoxydes, les radicaux peroxydes et I'oxygéne singulet,

conduisant a la production de GSH oxydé et d'autres disulfures (Gunes et al., 2017).

L'acroléine, une fois diffusé a I'intérieur de la cellule, stimule la production d'espéces réactives de
I'oxygene (ROS) et d'oxyde nitrique (NO). Ces processus biochimiques induisent la formation de
peroxynitrite, qui altére les lipides, les protéines et I'ADN cellulaire. Il réagit directement avec le
GSH et forme un adduit, le glutathionylpropionaldéhyde (GPA), qui induit la formation de
radicaux d'oxygéne. Les enzymes xanthine oxydase et aldéhyde déshydrogénase interagissent avec
le GPA et produisent des radicaux O2° et HO® (D. N. Tripathi & Jena, 2009).

28



Chapitre | : Synthése bibliographique

[ Cyclophoshamide ]

I
| Urea T
I
; i
: 1
. 1 "
I ’ Serum 4—— Kidney toxiCity —————p [Inﬂammatory markers]
i L markers : *
! : i IL-1B .
' 1 TNFa
i ; Anti oxidants , Caspased !
I : | MDA} ¥ ;
: Creatinine | I GSH,

CAT
v - ’ x SOD l

Figure 13 : Néphrotoxicité induite par la cyclophosphamide par le biais du stress

oxydatif, des cytokines inflammatoires (Alshahrani et al., 2022)

Il -3-2-2-1-1-L"insuffisance rénales aigués liée au stress oxydatif
Il -3-2-2-1-1-1-Dysfonctionnement mitochondrial lié a I'lRA

Les cellules tubulaires proximales et distales, qui résident dans le cortex, sont riches en
mitochondries et produisent de I'ATP principalement a partir de la B-oxydation des acides gras
dans la matrice mitochondriale. En plus d'étre la centrale électrique de ces cellules, les
mitochondries sont également au centre de la production d'espéeces réactives de I'oxygene (ROS)
(Y. Chen et al., 2007).

Les mitochondries sont I'une des sources d'O2¢— dans les cellules vivantes. Dans le
processus qui permet a la cellule de produire de I'énergie, les complexes | et I11 sont les premiéres
étapes de la création d'un composé qui libére de 1'oxygene. L'O2+— est formé quand des électrons
sont transférés vers I'oxygene moléculaire. Cette réaction est catalysée par la famille NOX des
NADPH oxydases, qui sont liées a la membrane. L'enzyme xanthine oxydase produit des ROS.
Elle convertit la xanthine et I'nypoxanthine en acide urique et donne un électron a I'oxygene pour

produire de 1'02e-. Une fois crée€, '0O2+— aide a la formation d'autres ROS dans la cellule (voir la
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figure 1). La SOD convertit 'O2e— en H202, qui peut générer des OHe hautement réactifs en
interagissant avec des ions de meétaux de transition (tels que Fe et Cu). En plus des ROS, les
cellules produisent aussi des RNS. Les principaux RNS sont les radicaux d'oxyde nitrique (*NO),
le peroxynitrite (ONOO-) et le dioxyde d'azote (*NO2). Le radical NO est produit par trois sortes
d'enzymes (Figure 14) (Kaushal et al., 2019).

NADPH
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DNA Damage, Lipid Peroxidation/Oxidation,
Nitration/Oxidation of Proteins and Mitochondrial Dysfunction

Figure 14 : Génération d'espéces réactives de I'oxygéne (ERO) dans la cellule. Les ERO sont
générées par des réactions redox enzymatiques et non enzymatiques au cours du métabolisme
cellulaire dans des conditions normales et pathologiques. Les mitochondries, la membrane plasmique,
les peroxysomes et le cytosol générent d'abord l'anion superoxyde (02+—), qui devient le radical libre
précurseur de la génération d'autres molécules ERO. La superoxyde dismutase cytosolique CuZN
(SOD) et la MnSOD mitochondriale, qui sont exprimées dans les reins, dismutent O2+— en H202, qui
produit des radicaux hydroxyles hautement réactifs (OH®) par interaction avec des ions métalliques
de transition réduits (tels que Fe et Cu) dans une réaction de Fenton. En plus des ROS, les cellules
générent également des espéces réactives de I'azote (RNS). Les principales RNS comprennent I'oxyde
nitrique (*NO), le peroxynitrite (ONOO-) et le dioxyde d'azote (*NO?2). L'oxyde nitrique (*NO) est
produit par trois isoformes de I'oxyde nitrique synthase (NOS), qui sont toutes exprimées dans les
reins. Les ROS produites causent des dommages oxydatifs, notamment des dommages a I'ADN,
I'oxydation des lipides et des protéines, la nitration des protéines et le dysfonctionnement
mitochondrial (Kaushal et al., 2019)
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Ces dernieres sont inoffensives a de faibles concentrations, mais deviennent toxiques pour
les mitochondries et la cellule a des concentrations élevées. Le segment proximal du tubule, qui
est le site de sécrétion et de réabsorption d'environ 80 % du filtrat glomérulaire, est celui qui en
contient le plus (Gai et al., 2020).

Le rein a besoin de beaucoup d'énergie pour contrdler la composition des fluides du corps.
La réabsorption dépend de I'ATP. La plupart de I'ATP vient des mitochondries. Si les
mitochondries ne fonctionnent pas bien, cela aura un impact sur les reins. La surproduction de
mtROS est liée a un probléeme dans les mitochondries, qui survient avant I'apparition de lésions
rénales. Le probleme des mitochondries fait que les reins sont abimés, et que I'IRC s'aggrave. Cela
arrive parce que les mitochondries fabriqguent moins d’ADN, que les membranes sont abimées et
que la production d'énergie est réduite. Ces changements dans la fonction mitochondriale sont dus
aux mtROS. Le radical hydroxyle peut endommager les grosses molécules au sein des
mitochondries, y compris 'ADN. Si 'ADN mitochondrial est abimé et ne peut pas étre réparé, cela
peut causer des problemes au niveau des complexes 1 et I1l. Cela fait que I'organisme utilise plus
d'oxygene pour produire de I'énergie.Les espéces réactives de I'oxygéne dans les mitochondries
peuvent changer la perméabilité de la membrane interne, ce qui permet aux petites molécules de
passer a travers. En plus, quand il y a plus de dommages oxydatifs dans les mitochondries, des
protéines peuvent sortir dans le cytoplasme, comme le cytochrome c¢. Quand il y a une altération
mitochondriale, il y a beaucoup plus de mtROS. Cela amplifie le stress oxydatif dans les maladies
rénales chroniques. Cela provoque un cercle vicieux : il y a trop de mtROS et de dérégulation

mitochondriale. Cela déclenche I'apoptose cellulaire (Figure 15) (Tirichen et al., 2021).
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Figure 15: mtROS et OS dans I'lRC. L'augmentation des mtROS peut entrainer des dommages
aux protéines, a I'ADN et a la membrane mitochondriale, en plus d'une altération de la capacité de
production d'ATP et de I'oxydation des lipides, conduisant finalement a un dysfonctionnement
mitochondrial. Les dommages mitochondriaux peuvent augmenter la tendance des mitochondries a
libérer du cytochrome ¢ dans le cytosol et ainsi activer le mécanisme d'apoptose de la cellule. La
surproduction d'anions superoxydes peut entrainer un stress oxydatif, qui a son tour active le NF-
KBet renforce la réponse inflammatoire, entrainant la progression de I'IRC. L'interaction entre
Keapl et Nrf2 est modifiée par le stress oxydatif, qui libére I'activité de Nrf2 de larépression exercée
par Keapl. Dans le noyau, Nrf2 se dimérise avec d'autres facteurs de transcription et favorise
I'activation transcriptionnelle des enzymes antioxydantes et détoxifiantes, atténuant ainsi la
production de cytokines pro-inflammatoires. cyt ¢, cytochrome ¢ ; NF-«xB, facteur nucléaire kappa B ;
Keapl, protéine associée a ECH de type Kelchl ; Nrf2, facteur nucléaire de type 2 dérivé de
I'érythroide 2 ; mtROS, espéces réactives de I'oxygene mitochondrial ; OS, stress oxydatif ; CKD,

maladie rénale chronique(Tirichen et al., 2021)
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Il -3-2-2-1-1-2-Voie inflammatoire et la régulation des facteurs de transcription

Dans le contexte, la voie de la kinase N-terminale c-Jun (JNK) est activée. Cette activation
conduit & la phosphorylation de c-Jun, qui initie la transcription de génes régissant la réponse
inflammatoire, notamment le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a). L'activation de la voie
JNK/c-Jun cellulaires, est associée a la fibrose rénale, résultant d'une stimulation conjointe de

I'inflammation et de I'apoptose (Ayza et al., 2022b).

En outre, des altérations du niveau d'expression du facteur nucléaire lié a I'érythroide 2
(Nrf2) et de la protéine associée. Par ailleurs, une augmentation de I'expression du facteur nucléaire
kappa-chaine lumineuse-enhancer des cellules B activées (NF-xB) (Figure 16) (Mohsin et al.,
2024).

NF-xB est un facteur de transcription qui régule les réponses immunitaires et diverses
maladies inflammatoires dans de nombreux tissus. La voie NF-kB joue un rdle crucial dans
I'activation des cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a, I'IL-1B, la COX-2, I'lL-6 et
I'INOS. Dans les tissus induits par le CP, NF-«xB est activé en raison du stress oxydatif et augmente
les lésions tissulaires en générant des cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-1B, le TNF-a et
I'IL-6 Par ailleurs, les enzymes iINOS et COX-2 sont deux agents inflammatoires majeurs qui
régulent le processus inflammatoire en produisant respectivement de I'oxyde nitrique et de la
prostaglandine E2. La surexpression de I'oxyde nitrique a pour conséquence de rendre la cellule
sensible aux espéces réactives de I'oxygéne. Ce phénomeéne est di a la réduction du niveau
intracellulaire de GSH (Temel et al., 2020).
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Figure 16 : Mécanismes impliqués dans la pathogenése de I'inflammation rénale.

L'accumulation de ROS induit une inflammation par I'activation de I'inflammasome NLRP3.Le
NLRP3 implique un complexe multiprotéique connu sous le nom d‘inflammasome, qui déclenche la
voie de signalisation NF-xB. La protéine HM GBI est un composé déclenchant une inflammation
tardive qui active lavoie de signalisation NF-xB en se liant aux récepteurs Toll-like. La voie NF-xB
favorise davantageune tempéte inflammatoire en libérant des cytokines inflammatoires (TNF-e, IL-
1p, IL-6, 1L-18), ce quientraine finalement des lésions rénales. High-mobility group box 1 ; HMGB1,
D (+) galactosamine ; DGal,ostéopontine ; OPN, streptozotocine ; STZ, espéces réactives de I'oxygene
; ROS, IL-6 ; interleukine-6, IL-1f ;interleukine 1f, TNFa ; facteur de nécrose tumorale-a (Akter et
al., 2022)

Il -3-2-2-1-1-3-Activation immunitaire et de signalisation apoptotique

Des études récentes ont mis en évidence le réle crucial de I'apoptose dans la néphrotoxicité
induite par le CP. Le CP provoque un déséquilibre au niveau des protéines associées a I'apoptose,
comme la protéine pro-apoptotique Bax et la protéine anti-apoptotique Bcl-2. Dans le cadre du

processus d’apoptose, le point de départ de la voie fondamentale est marqué par la libération du
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cytochrome c par les mitochondries. Cette étape est régulée par la protéine pro-apoptotique Bax et
la protéine anti-apoptotique Bcl-2, qui jouent un rdle clé dans la gestion de cette procédure. Des
études antérieures ont démontré que la production excessive de Bax conduisait a I'apoptose
cellulaire (Temel et al., 2020).

Les dommages pro-inflammatoires augmentent la production de cytokines dans les tissus
rénaux, un évenement immunologique bien accepté dans le cadre de la néphrotoxicité. Les
principaux médiateurs majeurs identifiés sont I'lL-1p, I'IL-6 et le TNF-a. En plus des ROS et des
médiateurs pro-inflammatoires, la CP induit la mort cellulaire apoptotique dans les tubules rénaux
par l'activation de voies dépendant des caspases, notamment(P. Tripathi & Alshahrani, 2021).

L'apoptose, processus physiologique essentiel au maintien de I'noméostasie tissulaire, joue
un réle déterminant dans I'élimination des cellules endommagées ou infectées. Les caspases,
enzymes sensibles a I'état d'oxydoréduction cellulaire, sont des acteurs clés de cette processivité
cellulaire. La protéine codée par le géne PC augmente I'expression de la casse-3. Le stress oxydatif

induit par la PC entraine I'apoptose dans les tissus rénaux (Ozcan Metin et al., 2023).

Le CP a pour conséquence directe un déséquilibre des protéines associées a l'apoptose,
telles que la protéine pro apoptotique Bax et la protéine anti-apoptotique Bcl-2. Dans le cadre du
processus apoptosis (Temel et al., 2020),L'ensemble du processus est classé en voies intrinséques
et extrinseques. Une classe de protéines appartenant a lafamille Bcl-2 régule I'ensemble des
facteurs impliqués dans cette voie. Cette famille de protéines est classée en protéines pro
apoptotiques (Bax) et anti-apoptotiques (Bcl-2). Bax déclenche la libération du cytochrome ¢ dans
le cytosol via la perméabilité inter membranaire mitochondriale, tandis que Bcl2 inhibe la
libération du cytochrome C. Ainsi, Bcl-2 joue un réle essentiel dans le processus d'apoptose en
régulant I’induction et la prévention de la libération du cytochrome C. La réduction de Bcl-2 et
l'augmentation de Bax altérent négativementla perméabilité inter membranaire mitochondriale,
entrainant une augmentation de la libération de cytochrome C dans le cytosol (Figure 17). Cette
augmentation du cytochrome C dans le cytosol active finalement I'expression de la caspase-3. La
caspase-3 est une protéase a cysteine hautement activée de la famille des caspases, qui joue un réle
essentiel dans les deux voies apoptotiques, y compris les voies extrinséques ou intrinséque (ljaz et
al., 2022).
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Les Iésions rénales induites par la CP comprennent I'apoptose et la nécrose des cellules
épithéliales tubulaires, I'inflammation, la fibrose et la diminution de l'activité des enzymes
lysosomales. Ces effets sont dus a ses métabolites principaux, la moutarde phosphoramide et
I'acroléine, qui induisent une production accrue de radicaux libres, Notamment le facteur de

nécrose tumorale alpha (TNF-a) et les interleukines (IL), telles que(IL-1p et IL-6). Ces

métabolites, cette causent aussi

endoplasmique, ainsi qu'une rupture de la membrane cellulaire, conduisant a lI'apoptose (Ozcan

Metin et al., 2023).
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Figure 17 : Activation de la voie apoptotique dans la néphrotoxicité du cyclophosphamide.

: Tumor necrosis factor
receptor type 1-associated DEATH domain protein, DISC : The death-inducing signalling
complex, BID : The BH3 interacting-domain death agonist, BAX : Bcl-2-associated X protein,
BCL-2 : B-cell lymphoma 2, Apaf-1 : Apoptotic protease activating factor-1(Ibrahim et al.,
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2024)
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Figure 18 : Stress oxydatif et inflammation dans les reins. Le stress oxydatif dans les reins est
induit par des espéces réactives de I'oxygene (ERO) provenant de sources mitochondriales,
cytoplasmiques et extracellulaires. Sous I'effet du stress ERO, la voie NF-«B est activée,
induisant une réponse pro-inflammatoire avec sécrétion de cytokines (IL-1p, IL-6, IL-8 et IL-
12). Les cytokines entrainent une infiltration leucocytaire, provoquant une poussée
supplémentaire de stress oxydatif. Les ROS augmentent également le rapport Bax/Bcl2 dans la
membrane mitochondriale, ce qui active la caspase-3 et entraine I'apoptose. De plus,
I'expression accrue du TNF-« par la voie NF-«B induit I'apoptose en formant un complexe de
signalisation induisant la mort qui conduit au clivage de la caspase-3. Une augmentation du
niveau de ROS active la voie TGF-g, ce qui entraine une accumulation de la matrice
extracellulaire, provoquant une fibrose rénale, évoluant vers des Iésions du tissu rénal et des
Iésions rénales aigués/chroniques.
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I11- La famille des Asteraceae

Les astéracées, ou plus communément appelées « la famille des tournesols » ou « la famille
des marguerites », constituent l'une des trois familles d'angiospermes les plus diversifiées.
Ensemble, ces trois familles représentent plus de 25 % de la totalité des espéces d'angiospermes
existantes a I'neure actuelle. Cette famille, dont on évalue le nombre d'espéces entre 25 000 et
35 000, correspond a 10 % du total des espéces de plantes a fleurs. Les membres de la famille des
Astéracées, plus communément appelés « tournesols », sont présents sur tous les continents, y
compris I'Antarctique. 1ls occupent une grande diversité d'habitats a travers le monde, avec une
concentration significative d'espéces dans les déserts, les prairies, les steppes, les régions
montagneuses et les zones au climat de type (Mandel et al., 2019).

Avec un portefeuille de 1 600 genres et plus de 23 000 espéces a I'échelle mondiale, le secteur
des Astéracées se positionne comme I'une des familles les plus diversifiées du regne végétal. Dans
la région du Maghreb, cette famille de plantes se compose de 512 genres et 1 898 taxons, dont
environ la moitié est représentée par le Maroc et I'Algérie. Selon les derniers rapports, cette famille
en Algérie se compose de 136 genres et 557 taxons, dont 53 sont endémiques. Les astéracées sont
en téte avec plus de 117 taxons, démontrant une forte présence et une diversité significative dans

cette catégorie (Gordo et al., 2021).
I11-1-Le genre Centaurea

Les plantes du genre Centaurea (Asteraceae) offrent un potentiel intéressant en raison de la
diversité de leurs composés chimiques et de leur activité biologique. Le genre Centaurea compte
plus de 700 espéces, dont 45 sont présentes en Algérie (Medjroubi et al., 2003). Ces plantes sont
généralement herbacées, annuelles, bisannuelles ou vivaces, avec des tiges érigées souvent
ramifiées. Les feuilles sont alternes et varient en forme, allant de linéaires a pennatilobées. Les
capitules, solitaires ou groupés, sont composeés de fleurons tubulés, avec des bractées involucrales
présentant souvent des appendices caractéristiques tels que des franges ou des epines, utiles pour

I'identification des espéces (Hellwig, 2004).

De nombreuses espéces de Centaurea sont utilisées pour le traitement de diverses pathologies,
notamment la toux, le renforcement du foie, l'ulcére gastroduodénal, ainsi que la malaria. Les

propriétés médicinales de cette plante sont multiples et couvrent un large éventail d'affections,
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allant des cas de rhume et de maux d'estomac aux douleurs abdominales, en passant par les
infections herpétiques autour des levres, la toux et les affections ophtalmiques. En outre, elle est
également employée dans le cadre de traitements antirhumatismaux, astringents,
hypoglycémiques, hypotensifs, digestifs, toniques, expectorants, stomachiques, entre autres. Les
propriétés pharmacologiques du produit comprennent des effets antipyrétiques, anti diarrhéiques,
stomachiques, antipyrétiques et anti-diarrhéiques, ainsi qu'antipelliculaires. En outre, il est efficace
dans le traitement des hémorroides et des abceés. De plus, le produit agit comme un diurétique, un
anti-inflammatoire, un antimicrobien, un antibactérien, un cholérétique, un cytotoxique, un agent

immunologique et un antidiabétique (Baatouche et al., 2019).
111 1-1-Les espaces de centaurea (cntaurea sp)

I11-1-1-1- Centaurea Cyanus

Le groupe Cyanus a été mentionné pour la premiere fois par Miller en 1754, qui I'a classé
dans la catégorie genre, Cyanus Mill. Comme I'ont souligné plusieurs auteurs, De Candolle (1838)
a été le premier a considérer cette plante comme une section au sein du genre Centaurea. Il est
communément admis, dans le cadre de la taxinomie des plantes, qu'a I'neure actuelle, il est
considéré comme un sous-genre ou comme un groupe informel au sein du genre Centaurea (Borsi¢
etal., 2011).

Le groupe se distingue par des caractéristiques morphologiques bien définies, notamment la
couleur des fleurons, qui a été la premiere a étre observée. Les antheres sont de couleur bleue ou
bleu violacé (Figure 19), avec quelques exceptions rares de taxons a fleurs creme ou rose pale.
Cette caractéristique est des plus inhabituelles pour la sous-tribu des Centaureinae. A savoir la
présence d'une barbe marquée sur les bords de I'aréole d'insertion. Cependant, il convient de noter
que la structure des phyllaires constitue un élément d'identification majeur et unique. Des études
en botanique démontrent que les spécimens en question sont pourvus d'appendices pectinés-ciliés
dépourvus d'épines. Ces appendices s'étendent presque jusqu'a la base du phyllaire (Borsic et al.,
2011).
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Figure 19: Plante Centaurea cyanus (Pinke et al., 2022)

Les autres caractéristiques de espéce incluent la présence de deux types de pollen et
d'appendices pectinés-ciliés, non armés et décurrents des phyllaires. L’espéce en question, objet
de cette étude, regroupe environ quarante espéces. Celles-ci sont également concentrées dans la
région méditerranéenne, s'étendant jusqu'en Asie centrale et au Caucase (Hilpold et al., 2014) .
Outre ses caractéristiques morphologiques, le groupe Cyanus se distingue par la présence de deux
types de pollen. 1l a été établi que deux des huit types de pollen de Centaurea s.l. se classent dans
deux sous-groupes distincts de Cyanus. Une classification taxinomique établit que les plantes
annuelles forment un sous-groupe avec le type de pollen Cyanus, tandis que les plantes vivaces
forment l'autre sous-groupe avec le type de pollen Montana (SiRiN et al., 2019).

I11-1-1-2-Centaurea Lopholoma

Cette espéce, qui comprend environ 100 especes, est présente dans I'ensemble de la région
méditerranéenne. L'analyse de la distribution géographique de I'espece Centaurea scabiosa L. Les
capitules de Lopholoma se caractérisent par leur taille supérieure a celle des autres espéces, et les

appendices des bractées se terminent fréqguemment par une longue épine. Par ailleurs, il convient
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de noter que le sujet se distingue par un type de pollen singulier, désigné sous le taxon Centaurea

scabiosa, qui confere a ce groupe une identité morphologique distincte (Hilpold et al., 2014).

Dans le cadre de notre étude, nous avons identifié la présence de nombreux constituants
bioactifs dans les plantes étudiées. Ces composés comprennent des terpenes, des composés
phénoliques, des coumarines et des lignanes (Zengin et al., 2016). Nos analyses ont révélé que les
groupes les plus importants de composés actifs trouvés dans les espéces de Centaurea sont les
polyphénols, y compris les flavonoides et les lignanes, ainsi que les lactones sesquiterpeniques
(Salachna et al., 2021).

111-1-1-3-Centaurea africana

La plante Centaurea africana fait I'objet de cultures depuis plus de 350 ans. Cependant, il est
rare de le trouver sur le marché, que ce soit sous forme de graines ou de plants. Les capitules de
C. africana sont considérés comme hétérogeénes, avec une forme discoide, et non rayonnante, et
comportent quelques fleurs marginales de longueur égale, certainement peu voyantes, des lobes
de corolle et contenant généralement des staminodes (Figure 20). Une utilisation potentielle d'un
flavonoide extrait des parties fleuries de la plante, l'algérianine, pour lutter contre la leucémie
myéloide humaine. Cette découverte pourrait représenter une avancée significative dans notre

combat contre cette maladie (Hind, 2019).

Figure 20 : Plante Centaurea africana (Hind, 2019)
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I11-1-1-4-Centaurea parviflora Desf

C. parviflora, appartenant a la famille des Asteraceae, est une plante médicinale algérienne
utilisée en médecine traditionnelle pour traiter différentes pathologies liées a I'nyperglycémie et
aux troubles inflammatoires, ainsi que dans I'alimentation. Contient des composés phénoliques et
posséde une activité antioxydant et antimicrobienne. Il présente également un profil
photochimique intéressant pour les extraits de C. parviflora. C'est une plante de 40 a 60 cm de
haut qui pousse en buissons denses et complexes. L'appendice des bractées n'a pas de partie
blanchétre ou a une partie peu marquée avec 8 a 12 lignes latérales. Les feuilles les plus hautes ne
poussent pas sur la tige. La plante est différente des autres centaurées parce que son capitule (5
mm de large, 15 mm de long) pousse seul. Les appendices ont une épine médiane fortement
recouverte. Les fleurs sont pourpres avec des akenes noirs, ventrus et pubescents avec quatre stries
marquées. Le C. parviflora est originaire d'Algérie et de Tunisie, deux pays ou il est parfaitement
adapté a son environnement. En Algérie, cette espéce vegétale est peu commune, mais présente
dans différents environnements biogéographiques, de I'ouest a I'est du pays et des zones cotieres

aux hauts plateaux (Hechaichi et al., 2023).

Au cours de I'histoire, Centaurea parviflora a été utilisée dans le cadre de la médecine
traditionnelle en raison de ses propriétés thérapeutiques supposées. Il est plusieurs composants
botaniques pertinents pour le traitement des maladies gastriques, des infections et des
inflammations. Le potentiel thérapeutique de Centaurea parviflora est attribué a sa composition
photochimigque complete. Se distingue par sa richesse en composés bioactifs, incluant des lactones
sesquiterpéniques, des flavonoides, des acides phénoliques et des huiles essentielles. Les composés
en question possédent des propriétés génétiques a large spectre, incluant des propriétés

anticancéreuses, antimicrobiennes et antibactériennes, qui sont largement reconnues (Mittal, s. d.).
I11-1-1-5-Centaurea nigra

La centaurée noire (Centaurea nigra), également appelée « petite centaurée » ou «
boutons d'Espagne », est une plante vivace ligneuse érigée, appartenant a la famille des
Astéracees. Elle mesure entre 20 et 100 cm de haut et est originaire du Royaume-Uni et d'autres

pays d'Europe occidentale (Kumarasamy et al., 2003).
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Figure 21: Plante Centaurea nigra (Basbag et al., 2014)

111-1-1-6-Centaurea bendicata

C.benedicta (Le chardon béni) est une plante herbacée annuelle appartenant a la famille
des Asteraceae (Figure 22). Elle est originaire de la région méditerranéenne et de I'Asie
occidentale. Les parties végétales de la Centaurea benedicta, a savoir les sommités, les feuilles et
les tiges, sont utilisées pour une large gamme d'usages thérapeutiques. Actuellement, C.benedicta
est couramment préparée et consommeée sous forme d'infusion pour stimuler lI'appétit et traiter la
dyspepsie. Le chardon béni est un produit naturel aux multiples bienfaits thérapeutiques. Ses
propriétés diurétiques, galactagogues, antioxydants et cicatrisantes font de lui un allié précieux
pour le traitement de diverses pathologies. On utilisait les tiges, les feuilles et les fleurs pour
préparer des boissons améres. On les buvait pour traiter les plaies de la peste et pour soulager les
symptdmes du paludisme (Tiwana et al., 2021).
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Figure 22: C. benedicta (a) plante entiére et (b) examen plus détaillé des
feuilles (Tiwana et al., 2021a)

L'infusion de C. benedictus est un tonique général, elle aide a mieux respirer et a digérer.
On utilise traditionnellement C. benedictus pour soigner les problemes d'estomac. Il stimule la
production de suc gastrique et de salive, réduit les ballonnements et les indigestions, améliore
I'appétit et favorise la production et la sécrétion de bile par le foie. Les produits & base de C.
benedictus sont utilisés depuis longtemps pour la perte temporaire d'appétit et pour soulager les
problémes d'estomac et les petits troubles du systeme digestif. Il aide a augmenter la production
de lait chez les femmes et soulage les douleurs des régles (Zigtal et al., 2024). Des études ont
montré ce qu'il fait ont des propriétés antibiotiques, anti-inflammatoires et anticancéreuses
(Tiwana et al., 2021).

Des études ont demontré que les extraits et les huiles essentielles obtenus a partir de
certaines espéces de Centaurea présentent des propriétés anticancéreuses, antidiabétiques, anti-
inflammatoires, analgésiques,hépato protectrices, antioxydants et antimicrobiennes. (Salachna et
al., 2021).

Il a été constaté la présence de nombreux constituants bioactifs dans les plantes étudiées,
ces composés comprennent des terpénes, des composés phénoliques, des coumarines et des
lignanes (Zengin et al., 2016). les groupes les plus importants de composés actifs trouvés dans les

espéces de Centaurea sont les polyphénols (Salachna et al., 2021).Dans le cadre de notre activité,
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nous nous concentrons sur les composés phénoliques, un large groupe de métabolites secondaires
présents dans les plantes. inclut des phénols simples, des acides phénoliques, des flavonoides, des

coumarines et des tanins, entre autres (Azzouzi et al., 2016).
111 -1-2-Les activités biologiques

L'activité biologique des extraits et des huiles essentielles de différents types de
Centaurea sp. a été analysée et se révéle posséder des propriétés anti tumorales, antidiabétiques,
anti-inflammatoires, analgésiques, antidépressives, antispasmodiques, antirhumatismales,

antioxydants, antimicrobiennes et enzymatiques (Sharonova et al., 2021).

La composition chimique des plantes de Centaurea sp. Présente des variations notables en
fonction de I'espece et de son aire de répartition. Parmi les composants biologiquement actifs les
plus caractéristiques, nous pouvons citer les lactones sesquiterpéniques, les flavonoides, les
lignanes, les alcaloides, les composés phénoliques, les stéroides et les terpénes (Sharonova et al.,
2021). Ces especes sont largement utilisées comme expectorant, antidiabétique, antipyrétique et
anti diarrhéique. Les espéces de Centaurea se distinguent par leurs multiples activités biologiques,
notamment leurs propriétés antimicrobiennes, antifongiques, anti-inflammatoires, antiulcéreuses,
antioxydants, antispasmodiques, anti protozoaires, cytotoxiques et anticancéreuses (Boga et al.,
2016).

111 -1-2-1-Les flavonoides

Les flavonoides sont font partie d'une famille de métabolites secondaires végétaux a structure
polyphénolique, abondamment présents dans les fruits, les légumes et certaines boissons. lls
présentent des bénéfices biochimiques et antioxydants notables, associés a diverses pathologies
telles que le cancer, la maladie d'Alzheimer, l'athérosclérose, etc. Les flavonoides offrent un
éventail d'effets bénéfiques pour la santé et sont un composant essentiel dans diverses applications
nutraceutiques, pharmaceutiques, médicinales et cosmétiques. Ces effets sont attribuables a leurs
propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires, antimutagénes et anti cancérigénes, ainsi qu'a leur
capacité a moduler les fonctions enzymatiques cellulaires clés. Ils sont également reconnus pour
leur efficacité en tant qu'inhibiteurs de plusieurs enzymes, ce qui en fait des acteurs clés dans le

secteur pharmaceutique (Panche et al., 2016).

Les flavones et les flavonols sont des composeés flavonoidigues courants. On y trouve notamment

la quercétine, le kaempférol, la myricétine et I'apigénine.Les flavanones (naringénine) et les
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flavanols (catéchine) sont des flavonoides moins courants, car ils se trouvent dans des endroits ou

peu de plantes poussent (Ghedira, 2005).
111 -1-2-1-1-Activités biologiques des flavonoides
11 -1-2-1-1-1-Activité Antioxydant

Les flavonoides sont des composes qui possedent la capacité d'inactiver et de stabiliser les
radicaux libres grace a leur groupement hydroxyle (C3-OH) hautement réactif. En outre, ils sont
dotés d'une forte capacité de chelation des ions métalliques (largués a partir de leurs protéines de
fixation ou de transport), ce qui peut renforcer les effets délétéres de ces derniers par la production
de radicaux hydroxyles (OH-). En tant qu'antioxydants, les flavonoides sont capables d'inhiber la
carcinogenese, et inhibe l'angiogenése et la prolifération cellulaire, tout en affectant le potentiel
invasif et métastatique des cellules tumorales. 1l sagit d'un inhibiteur enzymatique de I'aldose
réductase, de la phospholipase A2 et des enzymes de I'inflammation, telles que la cyclooxygénase
et la lipoxygénase donc il est une I'activité anti-inflammatoire (Ghedira, 2005).

111 -1-2-1-1-2- Activité Anti-inflammatoire

Des études récentes ont révelé que les flavonoides, composés naturels présents dans
certains aliments et plantes, possédent des propriétés anti-inflammatoires. 1ls peuvent inhiber les
enzymes ou les facteurs de transcription impliqués dans I'inflammation, ce qui pourrait ouvrir de
nouvelles voies de recherche pour le développement de traitements anti-inflammatoires. Les
flavonoides préviennent efficacement I'apparition et le développement de maladies
inflammatoires. Les lactones sesquiterpéniques sont des métabolites secondaires a la structure a
15 atomes de carbone. Les composés presentent des propriétés anti-inflammatoires remarquables,
attribuables a leur capacité a réduire ou a prévenir les lésions inflammatoires des tissus et a inhiber

les principales molécules pro-inflammatoires en les ciblant avec précision (Yildirim et al., 2024).
111-1-2-2-Les polyphénols

Les polyphénols sont des composés naturellement synthétisés par le métabolisme
secondaire des plantes. Leurs effets biologiques sont principalement attribués a leur capacité a
séquestrer ou a inhiber les especes réactives de I'oxygéne et de I'azote, a transfeérer des electrons
aux radicaux libres, ainsi qu'a activer les enzymes antioxydants, a améliorer le stress oxydatif,(De
Araujo et al., 2021)qui présentent des propriétés antioxydants .En outre, l'activité antioxydant des
extraits de plantes est généralement en corrélation avec la teneur en polyphénols (Salachna et al.,

2021). Ces effets prometteurs démontrent un potentiel intéressant dans la prévention de diverses
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pathologies telles que le diabéte, I'obésité, le cancer, les maladies cardiovasculaires, I'ostéoporose,
les maladies neurodégeénératives, entre autres. En plus de leurs propriétés biologiques, les
composés phénoliques présentent un fort potentiel pour étre utilisés dans des applications
commerciales liées aux colorants alimentaires, aux emballages bioactifs, aux produits
cosmetiques, a la production de peintures, etc. il apparait que les polyphénols sont classés dans
une catégorie spécifique de composés chimiques, caractérisés par la présence d'un ou plusieurs
cycles aromatiques, et par la présence de deux ou plusieurs groupes hydroxylées (De Aradjo et al.,
2021).

111 -1-2-2-1-Biodisponibilité des polyphénols

Certains polyphénols possédent une bio activité et sont absorbés par I'intestin, que ce soit sous
leur forme native ou modifiée. Les formes absorbées sont ensuite métabolisées, et les produits
finaux peuvent étre détectés dans le plasma a I'échelle nanomolaire. Il a été démontré que les
formes plasmatiques des polyphénols conservent une capacité antioxydant significative avant leur
excrétion. Cependant, ces composeés subissent rapidement une transformation en dérivés méthylés,
glucuronidés ou sulfatés. Les bactéries coliques, ou bacilles de I'intestin, jouent un role essentiel
dans le métabolisme et I'absorption des polyphénols au niveau intestinal. 1l a été observé que les
dérivés obtenus ne présentent pas nécessairement une activité biologique équivalente a celle des

polyphénols de départ (Rahman et al., 2006).
111 -1-2-2-2Activités biologiques des polyphénols
111 -1-2-2-2-1-Activité Antioxydant

Les polyphénols, considérés comme I'un des principaux composés photochimiques, se
distinguent par leurs propriétés antioxydants et leurs multiples applications industrielles (Azzouzi
et al., 2016). Ces propriétés résultent de la présence du groupe -OH (hydroxyle) qui permet de
piéger les radicaux libres. En plus de cette activité antioxydant, les composés polyph Ils possédent
également des propriétés antiprolifératives, anti-inflammatoires et antiallergiques. En outre,
I'activité antioxydant des extraits de plantes est généralement en corrélation avec la teneur en
polyphénols (Salachna et al., 2021). Le potentiel antioxydant de ces substances est attribuable a
leurs propriétés d'oxydoréduction. Les extraits bruts de plantes riches en phénols représentent un
axe de développement stratégique pour l'industrie alimentaire, car ils permettent de ralentir les
dommages oxydatifs des lipides et d'améliorer la qualité et la valeur nutritionnelle de ces derniers
(Albayrak et al., 2017).

47



Les polyphénols offrent une sécurité et une efficacité biologique supérieures aux antioxydants
synthétiques. Ils interviennent également dans la modulation des enzymes impliquées dans les
processus de vieillissement de la peau et de protection contre les rayons du soleil. Les polyphénols,
et plus particulierement les flavonoides, les acides phénoliques et les tanins, possedent la capacité
d'inhiber I'a-glucosidase et I'a-amylase, des enzymes essentielles au processus de digestion des
glucides. Cette inhibition entraine une diminution du taux de sucre dans le sang. Les plantes sont

donc des sources d'agents hypoglycémiants (Yirtict et al., 2022).
11 -1-2-2-2-2-Activité Antimicrobien etAntibactérienne

Les composés phénoliques ont fait I'objet d'études qui ont démontré leur efficacité
antibactérienne. lls sont en mesure de neutraliser les bactéries résistantes aux antibiotiques
traditionnels, en agissant de concert avec ces derniers et en affaiblissant les bactéries pathogeénes.
Ils préviennent le développement de la résistance aux antibiotiques, notamment chez les bactéries.
De plus, ils inhibent la synthése des mycotoxines, neutralisent les systémes enzymatiques
fongiques impliqués dans la production d'énergie et synthétisent des composants structurels
(Yrrtict et al., 2022). L'extrait de méthanol a fait la preuve de son efficacité antibactérienne a
I'encontre d'une large variété de pathogenes, dont des représentants des genres Bacillus,
Staphylococcus, Pseudomonas, Salmonella, Streptococcus, Acétobacter, Entérobactérie,
Enterococcus et E. coli (Mekky et al., 2024).
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1. Matériel vegétal

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

doctorante Keltoum Boudraa.

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

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

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

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

constante et un cycle nycthéméral de 12 heures de lumiére alternant avec 12 heures d’obscurité.
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2.2.

Chapitre Il : Protocoles expérimentaux

Figure 23 : Les lots de rats

Induction de la toxicité et traitement des rats

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

aigué induite par le cyclophosphamide (200 mg/kg)

Pour évaluer I’effet protecteur de 1’extrait butanolique sur les rats durant 06 jours. Les

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

>

Groupe témoin (T) : les animaux ont regu par voie orale de 1’eau distillée (véhicule)
pendant six jours. Une injection intrapéritonéale (i.p.) de solution saline (NaCl 0,9 %) a
été administrée le quatrieme jour.

Groupe extrait (EXT): les animaux ont été traités par voie orale avec une dose
quotidienne de 200 mg/kg de I’extrait butanolic de Centaurea sp. pendant six jours.
Groupe cyclophosphamide (CP) : les rats ont recu une injection unique intrapéritonéale
de cyclophosphamide a la dose de 200 mg/kg le quatrieme jour.

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

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

quatriéme jour.
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Chapitre Il : Protocoles expérimentaux

La dose de I’extrait butanolique de la plante Centaurea sp. a été choisie sur la base des
observations in vivo et des recherches menées dans notre laboratoire sur I'effet de différents
extraits de plantes sur la toxicité hépatiques et rénales induite par des xénobiotiques (Amrani et
al., 2019;Zehani et al., 2022; Mecheri et al., 2024), tandis que la dose de toxine a été choisie

sur la base d'études antérieures (Hasan et al., 2020;Ayza et al., 2022).

Figure 24 : Un rat recoit extrait de Figure 26: Un rat recoit sa dose de
la plante par gavage cyclophosphamide par voie
intrapéritonéale

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

A la fin de la période de traitement, les animaux ont été mis & jeun pendant la nuit. Le
lendemain, ils ont été anesthésiés a I’aide de chloroforme. Le sang a été prélevé au niveau de la
veine porte a I’aide de seringues stériles, puis recueilli dans des tubes appropriés. Les
échantillons ont ensuite été centrifugés a 3000 tours par minute pendant 10 minutes afin de
séparer le plasma, lequel a été conservé a -20 °C jusqu’a son utilisation pour 1’analyse des
parameétres biochimiques. Les dosages ont porté notamment sur 1’uree, créatinine,acide
urique,cholestérol total, HDL,LDL triglycérides.Une portion des reins a été fixée dans une

solution de formol a 10 % en vue de la réalisation d’un examen histopathologique.
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-. J : 1
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Figure 26 : Echantillons d'organes en Figure 27 : Un rat sur la planche de
solution physiologique dissection

2.2.3. Méthodes de dosage des parametres biochimiques
2.2.3.1. Dosage de I’'urée plasmatique

L’uréase hydrolyse 1’urée en ammoniaque (NH**) et dioxyde de carbone (CO,). L’ion
ammonium réagit ensuite avec le salicylate et ’hypochlorite dans une réaction catalysée par le
Nitroprusside pour donner un composé appelé indophenol de couleur vert. Cette coloration

permet de déterminer la présence de 1’urée dans les échantillons.

Urée +H,0 —_Ure __  (NH4"), + CO;

Nitroprussiate

NH4* + salicylate + NaClO Indophénol

2.2.3.2. Dosage de la créatinine plasmatique

C’est la formation d’un complexe créatinine-picrate par la réaction de la créatinine de
I’échantillon avec le picrate dans un milieu basique, I’augmentation de I’absorbance a 500 nm

est proportionnelle a la concentration de la créatinine dans 1’échantillon.

Milieu alcalin
Créatinine + acide picrique + NaOH » complexe créatinine —acide picrique
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2.2.3.3. Evaluation de lactivité enzymatique de LDH

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

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

Pyruvate + NADHH"—____, [Lactate + NAD"

2.2.3.4. Dosage du cholestérol plasmatique

Le dosage de cholestérol plasmatique est une méthode colorimétrique utilisée pour
évaluer les niveaux de cholestérol dans le sang. Le principe de la méthode est basé sur la
transformation des esters de cholestérol en cholestérol libre, I’oxydation de ce produit donne la
naissance de peroxyde d’hydrogéne H20- qui réagit avec le phénol et 4-Aminophenazone sous
I’action de la peroxydase pour donner un complexe « Quinone imine » de couleur rose
mesurable parspectrophotométrie a 500 nm. L’intensité de la couleur formée est proportionnelle

a la concentration du cholestérol dans le plasma sanguin.

Cholestérol estérase

Cholestérol ester + H20 » Cholestérol + Acides gras
, Cholestérol oxydas ,
Cholestérol + Oz O »  4-Cholesténone + Hz0;
) Peroxydas Lo
2H20; + phénol+ 4-Aminophénazone O »  Quinonimine + 4H,0

2.2.3.5. Dosage des triglycérides plasmatiques

L’incubation des triglycérides contenus dans 1’échantillon avec la lipoprotéinlipase (LPL)
libére le glycérol et les acides gras. Le glycérol est converti en glycérol-3-phosphate (G3P) et
adénosine diphosphate (ADP) par la glycérol kinase et I’ATP. Le glycérol-3-phosphase (3GP)
est en suite converti par la glycérol phosphate déshydrogénase (GPO) en dihydroxyacétone
phosphate (DAP) et peroxyde d’hydrogéne (H20.). Dans la réaction finale, le peroxyde

d’hydrogéne réagit avec 4-aminpphénazone (4-AP) et le p-chlorophénol en
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présence de peroxydase (POD) pour donner un composé de couleur rouge. L’intensité de cette

couleur est proportionnelle a la concentration des triglycérides dans 1’échantillon.

Triglycerides LPL > Glycérol + acides gras

Glycérol + ATp—Slwéralkinase 5 G1yc6ro]-3-phospahte + Adénosine-5-diphosphate

Glycérol-3-phospahte + O %Dihydroxyacétone phosphate + H20:

H202 + 4-AP + p-Chlorophénol b, Quinone + H20

2.2.4. Examens d'anatomie-pathologiques

L’¢étude histologique est réalisée dans les laboratoires d’anatomie pathologique de la
Clinique d’Urologie, de Néphrologie et de Transplantation Rénale (Daksi), a Constantine, a
I’aide d’un microscope photonique Leica ICC 50 HD. Elle repose sur une analyse sémiologique
visant a comparer les tissus normaux aux tissus pathologiques, dans le but de détecter
d’éventuelles altérations de 1’architecture des organes apreés ’administration de la plante

Centaurea sp. et I’injection de cyclophosphamide.

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

conserveé dans le fixateur formol (10%).
Les différentes étapes de la préparation des blocs de paraffine sont résumées ci-dessous :

> La fixation consiste a protéger les tissus prélevés de toute hydrolyse due a la libération
des enzymes contenues dans les lysosomes cellulaires. La fixation se fait par une
solution du formol tamponné (10 %) qui favorise la polymeérisation des protéines et,
dans certains cas les lipides présents dans I'organe.

» Les fragments des tissus sont mis en cassettes puis plonger dans un récipient fermé de
formol 10%.
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La déshydratation on passe les tissus dans des bains d'alcool de degré croissant (70°,
80°, 90°, 95°, 99°, puis enfin 100°). L’intérét de la déshydratation est d’éliminer 1’eau.
Juste apres la deshydratation, les cassettes sont mises dans un bain de xylene
(éclaircissant) ce qui permet d'apprécier le degré de pénétration par la transparence
acquise par la piece.

Les tissus sont inclus dans du paraffine fondue qui s’incorpore avec 1’échantillon et
conserve ces tissus permettant ainsi de faire des coupes histologiques fines.

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

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

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

L *hématoxyline, qui colore en bleu violacé les structures basophiles (noyaux).
L’¢éosine, qui colore en rose les structures acidophiles (cytoplasme).

Pour une meilleure visualisation microscopique et une conservation a longue durée

contre la décoloration, une résine synthétique est placée entre une lame portante la coupe
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Figure 29: Préparation de lames pour I’étude anatomique

» histologique et une lamelle. Les lames sont prétes pour la lecture microscopique qui est
effectuée par un microscope photonique Leica et photographiées a 1’aide d’un appareil

photo numérique.
3. Evaluation statistique

Les résultats des différents tests effectués in vivo sont exprimés en moyenne plus ou
moins I'écart type (moyenne £ SD). L'évaluation statistique des résultats est effectuée par
I’analyse de variance unidirectionnelle (ANOVA) suivie du test post-hoc de Tukey’s, en

utilisant le logiciel Graph Pad Prism Version 5.
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I-Résultats
I-1-Effets de I’extrait de plant, de cyclophosphamide et de la vitamine E sur la fonction
rénale

I-1-1- L effet sur les taux de la créatinine et de I’urée

L’effet de cyclophosphamide sur les fonctions rénales avec Vitamine E et avec ou sans
I’extrait de la plante est illustré par la figure 29. Sur cette figure on constate une élévation trés
significative (p< 0.001) du taux la créatinine, cette augmentation est due a 1’altération de la
fonction rénale cause par le cycliphosphamide. Par contre chez les rats traités par CP+1’extrait
200mg/kg, et par la Vitamine E (300mg/kg), I’administration de I’extraits et vit E temporise

(p<0.01) I’effet de CP et normalise la valeur de la créatinine.

Les résultats obtenus dans notre travail ont montré que 1’administration journali¢re de le
cyclophosphamide (200 mg / Kg) a provoqué une augmentation significative (p<0.001) dans la
concentration de 1’urée sérique (Figure30) par rapport au groupe témoin (T). Une diminution
significative (p<0.01) de I’Urée chez les groupes (CP+EXT) et (CP+Vit E) par rapport au
groupe (CP). Concernent le groupe des rats sains, I’administration journaliére de la méme dose

de I’extrait pendant 6 jours n’a pas altéré la concentration sérique de 1’urée.

Creatinine

a***

mg/dl

EXT CP EXT+CP VitE+CP

Figure 29 : Effet de la cyclophosphamide et ’extrait sur la concentration de la créatinine. Les valeurs
sont données en moyenne + Ecart type. ** : P<0.01, *** : P<0.001,
a : Groupes comparés au groupe témoin
b : Groupes comparés au groupe CP

57



Urée

0.8-
a***

0.6- brr e
Eel -
D 0.4 et 1
£

0.2-

0.0

T CP  EXT+CP Vit E+CP

Figure 30 : Effet de la cyclophosphamide et I’extrait sur la concentration de I’urée. Les valeurs sont
données en moyenne * Ecart type. ** : P< 0.01, *** : P< 0.001,

a : Groupes comparés au groupe témoin
b : Groupes comparés au groupe CP

1-2-L’effet sur les taux des triglycérides et le cholestérol

Cholesterol
1.5-
a***
I % %k
b** b
-1T-

T

CP  EXT+CP Vit E+CP

Figure 31 : Effet de la cyclophosphamide et ’extrait sur la concentration du cholesterol.
Les valeurs sont données en moyenne + Ecart type. ** : P< 0.01, *** : P<0.001,

a : Groupes comparés au groupe témoin
b : Groupes comparés au groupe CP
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Figure 32 : Effet de la cyclophosphamide et I’extrait sur la concentration des triglycérides.
Les valeurs sont données en moyenne + Ecart type. ** : P< 0.01, *** : P< (0.001,
a : Groupes comparés au groupe témoin
b : Groupes comparés au groupe CP

La figure (32) montre que les taux sériques de Triglycérides sont significative élevés
(p<0,001) dans le groupe traité par le cyclophosphamide par rapport au groupe témoin, qui
Indique des troubles métaboliques. Cependant, le prétraitement par 1’extrait de la plante ou la
vitamine E a réduit significativement les niveaux de Triglycérides par rapport au groupe traité
le cyclophosphamide (p < 0,01), Ces suggérent que I'extrait de plant et vitamine E et la vitamine
E jouent un réle protecteur dans la régulation des déséquilibres lipidiques induits par la
cyclophosphamide.

Comme le montre la figure (31), I'exposition au cyclophosphamide (200mg/kg, injection
intrapéritonéale) une augmentation significative (p<0,001) du taux de Cholestérol par rapport
au groupe témoin. Qui Indique a nouveau des troubles du métabolisme des lipides.

De plus, Le groupe prétraité avec du I’extrait de la plante (200 mg/kg) et avec la vitamine E
diminution significative (p< 0,01) du taux de Cholestérol, par rapport au groupe exposé au
cyclophosphamide. Ces résultats suggerent que I'extrait végétal et la vitamine E pourraient avoir
une action bénéfique sur les anomalies lipidiques induites par la CP, la vitamine E démontrant

une légere supériorité par rapport a lI'extrait végétal.
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1-3-L’effet sur les taux LDH

Les résultats obtenus dans notre étude montrent une augmentation significative (p< 0.001)
du taux du LDH dans le groupe traité par la Cyclophosphamide (Figure 33), par rapport a celui
enregistré chez les témoins, indiquant des dommages cellulaires causés par le stress oxydatif,
qui provoqués par le cyclophosphamide. Par contre chez les rats traités par 1’extrait+CP (200
mg/kg) et CP+Vit E, nous avons constaté une diminution significative (p < 0.01) du taux de la
LDH par rapport le groupe traité par le CP .Ces résultats suggerent un effet antioxydant

protecteur significatif de I'EXT et de la vitamine E contre les effets toxiques de la PC.

LDH

600+ -

4004 b** p**
=
=2

2004 -1

u L] 1 L]
T EXT CP EXT+CP VitE+CP

Figure 33 : Effet de la cyclophosphamide et ’extrait sur le taux d’LDH chez les différents groupes.
Les valeurs sont données en moyenne * Ecart type. ** : P< 0.01, *** : P< 0.001,
a : Groupes comparés au groupe témoin
b : Groupes comparés au groupe CP

I-2-Etude Histopathologique

Les coupes histologiques des reins des rats du groupe témoin ont révélé une architecture
morphologique normale (figure34). De méme, I'examen microscopique des reins du groupe
traité uniquement avec l'extrait butanolique n’a montré aucune altération morphologique
significative (figure35). En revanche, les reins des rats ayant recu du cyclophosphamide (200
mg/kg) ont présenté des Iésions histopathologiques notables, telles qu’une atrophie
glomérulaire modérée, une nécrose des tubules proximaux, ainsi qu’un infiltrat inflammatoire
lymphocytaire au niveau interstitiel (figure36). Toutefois, chez les rats prétraités avec I'extrait
a la dose de 200 mg/kg avant I'administration du CP, les coupes histologiques ont montré une
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préservation quasi normale des structures tubulaires et glomérulaires (figure37). Les mémes

résultats observés chez les rats traités par la vitamine E et le CP (figure38).

Figure 35 : Histologie des reins des rats traités avec I'extrait de la
plante Centaurea sp. (200 mg / kg) (400x)

Figure 36 : Histologie des reins des rats du groupe toxique ; groupe traité par
cyclophophamide (200 mg/kg) : atrophie glomérulaire modérée ; début de nécrose ;
infiltrat inflammatoire lymphocytaire interstitiel (400x)
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Chapitre 111 : Résultat et Discussion

Figure 37 : Histologie des reins des rats traités par CP (200 mg/kg) et I'extrait
butanolique(200 mg / kg) montré un tableau histologique comparable a celui du
groupe témoin
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Figure 38 : Histologie du foie des rats traités par CP (200 mg/kg) et la vitamine
E(300 mg / kg) montré un tableau histologique comparable a celui du groupe
témoin avec un dommage minimal (400 x)

I1- Discussion

Le cyclophosphamide est un produit pharmaceutique a fort potentiel, avec un large
éventail d'applications médicales (Sadeghi et al., 2017).Le CP est I'un des médicaments
anticancéreux, comme le sarcome, le lymphome, le neuroblastome, le myélome multiple, la
leucémie, le cancer du sein, le cancer de I'ovaire et du poumon (Alshahrani et al., 2022).11 s'agit
d'un agent alkylant bi-fonctionnel de référence qui transfere les résidus d'alkyle dans une liaison
covalente avec I'ADN. Ce produit est largement utilisé dans la chimiothérapie du cancer et
exprime sa genotoxicité lorsqu'il est activé par le métabolisme. Comme vous le savez,
I'utilisation de la PC est limitée par la Iésion ou I'endommagement des tissus normaux. Cela

entraine de nombreux effets secondaires (Sadeghi et al., 2017).
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Les effets secondaires les plus communément observés dans le cadre de ce traitement
sont des complications multiples, notamment une néphrotoxicité (Alshahrani et al., 2022). La
néphrotoxicité induite par les médicaments est un effet secondaire courant des chimiothérapies
anticancéreuses. Les anomalies de perfusion, la production excessive de ROS (Réactive
Oxygeéne Species) et lI'inflammation sont les principaux mécanismes responsables des lésions
rénales induites par les médicaments. Dans le cadre de la production de ROS, la peroxydation
des lipides membranaires, la dénaturation des protéines et les lésions de I'ADN induites par la
PC sont a l'origine de Iésions cellulaires et d'une nécrose. La toxicité de cette substance est
attribuable a ses métabolites toxiques, qui conduisent a une augmentation de la quantité de
radicaux libres et a une perturbation du systéme antioxydant. Des recherches ont été menees
afin d'évaluer l'efficacité des effets protecteurs de certains produits naturels contre la

néphrotoxicité induite par la CP (Uyumlu et al., 2023).

Les plantes sont une source potentielle d'antioxydants qui peuvent étre utilisés pour
produire de nouvelles molécules et prévenir le stress oxydatif dans un cadre thérapeutique.
Certaines plantes médicinales présentent un potentiel exceptionnel en tant qu'antioxydants
naturels et peuvent étre employées comme protecteurs contre les troubles liés au stress oxydatif.
Cependant, face a la demande croissante en antioxydants naturels, la nécessité de découvrir de
puissants piégeurs de radicaux libres issus de plantes s'est imposée comme une priorité

stratégique (Lahneche et al., 2019).
A partir de ces données, on s'est fixé ces objectifs :

> Etude de la néphrotoxicité induite par le cyclophosphamide chez le rat de type Wistar
Albino.

> Etude de l'effet néphroprotecteur et antioxydant de I’extraitphénolique de Centaurea sp
aprés 06 jours de traitement en association avec le cyclophosphamide en mesurant

l'activité de 1’urée, créatinine , cholestérol , triglycérides et LDH dans le sang.

Dans le cadre de notre étude, nous avons constaté que le traitement par le CP a une dose de
200 mg/kg pendant six jours induit une néphrotoxicité. Cette néphrotoxicité se caractérise par
une élévation significative (p < 0,001) de I'activite sérique de l'urée et de la créatinine. Ces deux
marqueurs sont associés a une atteinte rénale.Nous avons constaté que nos résultats sont
coherents avec ceux apportes par (Alabi et al., 2021; EI-Shabrawy et al., 2020)qui explique que

la augmentation significative des marqueurs du test de la fonction rénale, a savoir la créatinine
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plasmatique et le taux durée dans le groupe traité avec le CP seul (Alabi et al.,
2021).L'augmentation de ces marqueurs pourrait ROS induits par la PC et plus encore par son
sous-produit métabolique toxique, l'acroléine (Galal et al., 2020).D'autres ont rapporté
(Olayinka et al., 2015; Bokolo and Adikwu, 2018; Ayza et al., 2020 and Aladaileh et al., 2021)
une hausse significative des taux plasmatiques d'urée et de créatinine suite a l'injection
intrapéritonéale de CP chez des rats, suggérant des lésions importantes au niveau des néphrons
fonctionnels (Elwakeel et Abdel Rahman, 2021).

Les résultats de I'étude ont démontré que l'ingestion d'extrait a une posologie de 200 mg/kg
a engendré une réduction significative de la néphrotoxicité induite par le CP. Cette hypothése
est corroborée par I'élévation du taux de créatinine et d'urée dans le sang. Les résultats de I'étude
ont révélé que l'association de I'EX avec le CP présentait des avantages significatifs en matiére
de protection du rein. Cette observation est soutenue par une diminution notable des niveaux
de créatinine et d'urée par rapport au groupe CP, suggérant une action néphroprotectrice de I'EX
(Alageel et Al-Hariri, 2023).Selon I'étude menée par (Ayman M, 2016) , les reins sont sensibles
aux dommages causés par les ROS, notamment en raison de la présence d'acides gras
polyinsaturés a longue chaine dans la composition de leurs lipides membranaires dans les
cellules rénaux. L'amélioration de I'augmentation de I'azote uréique sanguin, de l'urée et de la
créatinine induite par le traitement au CP par 1'administration d’extrait s'explique probablement
par le maintien de I'intégrité de la membrane cellulaire rénale. Cette capacité de protection du
néphron, proposée par le extrait , se révéle supérieure a celle du groupe intoxiqué par la CP
(Galal et al., 2020).
Par ailleurs, les résultats de I'étude ont mis en évidence que I'administration de vitamine E a une
posologie de 300 mg/kg a conduite a une baisse notable de la néphrotoxicité induite par le
CP.Suite a notre analyse, il apparait que nos résultats sont en adéquation avec ceux
communiqués par (Eskakhri et al., 2013),qui a expliqué que L'association de la vitamine E avec
le CP est un atout majeur pour la protection du rein. La vitamine E, étant liposoluble, joue un
réle de premier plan en tant que captateur de radicaux libres. Elle permet ainsi d'empécher
efficacement la peroxydation des acides gras polyinsaturés et la formation de nitrosamines. La
vitamine E est un antioxydant essentiel dans les systemes biologiques. Elle joue un role clé en
agissant comme un puissant agent de rupture de chaine, en piégeant les radicaux peroxyles.
Ainsi, la vitamine E protege les membranes lipidiques contre I'oxydation, ce qui est crucial pour

maintenir leur intégrité et leur fonctionnalité (Eskakhri et al., 2013). Cette observation est
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soutenue par une diminution significative des niveaux de créatinine et d'urée par rapport au

groupe CP. Ces résultats suggérent une action nephroprotectrice de la vitamine E.

L'administration intrapéritonéale de cyclophosphamide a induit une augmentation
significative des taux de lipides sériques. Les concentrations de cholestérol et de triglycérides
dans le sérum des rongeurs traités par cyclophosphamide augmenter de fagcon notable (P <
0,001) en comparaison avec le groupe témoin Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus
par (Souza et al., 2021).

L'étude a révélé une augmentation significative (p < 0,001) de l'activité sérique de

cholestérol suite a I'administration d'une dose de 200 mg/kg de CP.La CP peut augmenter le
taux de cholestérol. Cela serait d0 a une hausse de sa production et a une baisse de son utilisation
Nos résultats sont pareils que ceux de (Elsayed Azab, 2022) .Le CP, induit un stress oxydatif
par l'intermédiaire de son métabolite toxique, I'acroléine. Ce composé chimique est susceptible
de provoquer une dyslipidémie, c'est-a-dire un déréglement du métabolisme des lipides dans
I'organisme. Ce déréglement peut étre provoqué par plusieurs mécanismes : l'augmentation de
la biosynthese du cholestérol, la diminution de I'hydrolyse des esters de cholestérol et la
réduction de l'efflux de cholestérol. Ces derniers peuvent contribuer a l'accumulation du
cholestérol cellulaire. La transformation du cholestérol en acides biliaires représente le
processus de dégradation du cholestérol le plus significatif en termes de quantité. Cependant,
(McClure et Stupans, 1992) ont précédemment rapporté qu'aprés 06 jours suivant
I'administration d'une dose unique de CP (200 mg/kg de poids corporel), il y avait une
diminution de l'activité du cytochrome P450 chez les rats males. Cette diminution peut, a son
tour, induire une dépression de l'activité du cholestérol 7-hydroxylase, I'enzyme cle dans la
conversion du cholestérol en acides biliaires. ( Libya et Azab, 2020).Ceci explique le taux élevé
de cholestérol et est cohérent avec les résultats obtenus.
Dans le cadre du suivi de I'administration de cyclophosphamide, I'ajout d'EX ou de vitamine E
s'est révélé efficace pour empécher l'augmentation des lipides sériques. Cette observation
confirme le réle déterminant de I'EX dans la réduction du taux de lipides sanguins (Elsayed
Azab et al., 2022).

La CP a egalement provoqué des lésions rénales, comme l'augmentation significative
(P<0,001) du taux de LDH. Les résultats de notre étude montrent que I'élévation du taux de
LDH due a la CP est en accord avec les rapports précédemment publiés par (Caglar et al., 2002).

L'élévation de I'activité de ces enzymes dans le sérum pourrait étre due a la fuite de ces enzymes
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cytosoligues dans le systéme circulatoire, résultant des lésions rénales aprés I'administration de
la CP, Ce qui conduit & I'apparition de lésions rénales attribuables & un dysfonctionnement des
reins et a une perturbation de la biosynthése de ces enzymes. Ces lésions sont associées a une

altération de la perméabilité de la membrane (Rehman et al., 2012).
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I11-Conclusion et perspective

L'étude a été menée dans le cadre d'un projet de recherche visant a identifier un nouvel
agent therapeutique efficace, issu de plantes médicinales, pour contrer les effets indésirables
des médicaments anticancéreux sur les reins. Pour ce faire, une intoxication au

cyclophosphamide a été provoquée chez des animaux selon un modéle préétabli.

L'utilisation du cyclophosphamide (200 mg/kg) entraine une augmentation significative des
taux d'urée, de créatinine, de cholestérol et de triglycérides dans le sérum sanguin, ainsi que du
taux d'enzyme LDH. Dans le cadre de I'étude, I'association de I'extraitbutanoliquede Centaurea
sp (200 mg/kg) et du cyclophosphamide a permis de réduire significativement les effets néfastes
sur les criteres de stress oxydatif et biochimiques. Ces résultats démontrent I'efficacité de
I'extrait dans la protection du rein contre la toxicité induite par le cyclophosphamide. Ces
résultats ont été confirmés par 1'é¢tude histologique. L’extraitbutanoliquede Centaurea sp
présente un effet attribué a la présence de composés phénoliques. Selon plusieurs études, ces

composés présentent une activité anti-inflammatoire et anti-oxydante.

L'ensemble des résultats obtenus constitue une justification scientifique de l'usage
traditionnel de la plante étudiée et confirme encore une fois la pertinence des remédes
traditionnels dans le traitement de nombreuses maladies. Toutefois, nos résultats ne constituent
qu’une ébauche dans le domaine de recherche et nécessite des études ultérieures qui devraient
étre orientées vers 1’établissement des posologies efficaces, I’isolement et la caractérisation des
molécules ainsi que la recherche des mécanismes d’action des extraits de cette plantes dans le

but de corréler les activités pharmacologiques aux constituants chimiques qu’elles renferment.
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Résumé

Le cyclophosphamide (CP) est un agent antinéoplasique largement utilisé, dont I'efficacité
clinique est démontrée dans le traitement de divers types de cancers. Cette étude vise a déterminer
l'effet protecteur de la vitamine E ou de I’extrait de la plante contre les effets néphrotoxiques induits
par le CP.
Ce travail de recherche a porté sur I’investigation de 1’effet protecteur de 1’extrait n-butanolique de
Centaurea sp. (200 mg/kg, par gavage pendant 6 jours) contre la toxicité rénale induite par le
cyclophosphamide (200 mg/kg, le 4°™ jour par voie intrapéritonéale) chez des rats males de souche
Wistar Albinos. La créatinine, I’urée, cholestérol, triglycérides et LDH ont été estimés. Une étude
histopathologique a été déterminée.
Les résultats de I'étude ont révélé des effets toxiques, caractérisés par une augmentation des taux de
créatinine et d'urée sériques, indigquant une néphrotoxicité. En outre, des changements significatifs
de l'activité enzymatique LDH et de la concentration de cholestérol et de triglycérides ont été
observés. Ce dysfonctionnement a été accompagné par des altérations et des changements de
I’architecture rénale.
Le prétraitement par 1’extrait de butanolique ou la vitamine E a significativement atténué les
altérations biochimiques induites, suggérant un effet nephroprotecteur potentiel. Ces observations
ont été confirmées par 1’analyse histologique, qui a montré que, contrairement au groupe traité
uniquement par le cyclophosphamide, les groupes co-traités ont conservé une architecture rénale
relativement préservée.
Les résultats montrent également que la vitamine E ou l'extrait de centaurée améliorent le
déséquilibre des parametres biochimiques, réduisant la sévérité du stress oxydatif et la toxicité
induite par le cyclophosphamide.
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