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Introduction



Introduction

La chimiothérapie est actuellement indiquée pour la majorité des patients atteints de cancer. Les
principaux probléemes limitants son utilisation est la toxicité sur les tissus sains et la mortalité
chez les cancéreux (De Rossi et al., 2009). L’atteinte rénale secondaire a un traitement
anticancéreux est un effet secondaire grave de ces thérapeutiques. En effet, le rein étant un
organe impliqué dans 1’¢élimination des médicaments, toute défaillance de celui-ci peut contre-

indiquer I’utilisation temporaire ou définitive d’une chimiothérapie chez un patient donné ou

nécessite la mise en place de mesures spécifiques.

Le Docétaxel (DTX) est un taxane qui a suscité un intérét considérable en raison de son
mécanisme d’action par le blocage du cycle cellulaire a la phase G2-M, et de son activité
anticancéreuse contre les cancers du poumon, des ovaires, de la leucémie et du mélanome malin
(Parent et al.,2013). L'épirubicine (EPI), un antibiotique anthracycline, est utilisé avec succes
pour le traitement de divers néoplasmes malins, y compris le cancer du sein, le cancer de
poumon et d'autres tumeurs solides en agissant sur I’ADN par I’inhibition de la topo-isomérase Il
(Viens et al., 2001 ; Wu et al., 2017).

Le stress oxydatif induit par le docétaxel favorise une large gamme de pathologies rénales, allant
de l'insuffisance rénale aigué, néphropathie obstructive, hyperlipidémie et Iésions glomérulaires
jusqu'a I’insuffisance rénale chronique (Fukasawa et al., 2014). L’épirubicine induit des 1ésions
tubulaires rénales aigué et des lésions glomérulaires graves (Edit et al., 2007). Compte tenu de
son efficacité, 1’association (EPI-DTX) semblait irremplacable pour le traitement du cancer de
seins et des poumons. Néanmoins, cette combinaison provoque de nombreux effets secondaires
et potentialise leur toxicité rénale, d’ou I’intérét de chercher de nouvelles substances qui peuvent

réduire cette toxicité.

La propolis est une substance résineuse, visqueuse et gommeuse recueillie par les abeilles
ouvrieres a partir des bourgeons et des exsudats des plantes. Ses activités thérapeutiques sont

liées directement a sa richesse en polyphénols (José et Sforcin., 2016).

Cette étude vise a évaluer la toxicité rénale de 1’association (Docétaxel - Epirubicine) et a établir
les mécanismes de 1’effet cytoprotecteur de la propolis contre cette toxicité ; et ce a travers
I’évaluation des parametres de stress, des parameétres sériques et la visualisation des changements

tissulaires des coupes histologiques.
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Synthése Bibliographique

Chapitre 1. L'épirubicine

Les anthracyclines (ANT) constituent une classe desmedicamentsanticancéreuxantibiotiques qui
ont été isolés a partir de Streptomyces au début des années 1960.Les ANT classiques, la
daunorubicine (DAUN) et la doxorubicine (DOX) ont été les premiers employés dans le
traitement du cancer et sont encore frequemment utilisées a la fois en monothérapies ou dans les

régimes de chimiothérapie(Karch et al., 2016; Kamil et al.,2017).

La recherche d'une "meilleure anthracycline” a donné lieu a environ 2000 analogues. Peu
danalogues ont atteint le stade du développement clinique et approbation, parmi eux,
I'épirubicine (EPI) et Idarubicin (IDA)(Minotti et al.,2004).

1.Présentation de la molécule

L'épirubicine (EPI), un antibiotique anthracycline, est utilisé avec succés pour le traitement de
divers néoplasmes malins, y compris le cancer du sein, le cancer de poumon et d'autres tumeurs
solides(Wu et al., 2017).L’épirubicine (EPI) est un dérivé semi-synthétique de la DOX obtenu
par une épimérisation axiale-équatoriale du groupe hydroxyle en C-4 de la daunosamine(Fig.1).
Ce changement de position a peu d'effet sur le mode d'action et le spectre d'activité du EPI par
rapport au DOX (Minotti et al., 2004).

Les anthracyclines possédent la structure poly-aromatique des tétracyclines, avec un aminosucre,
la daunosamine, qui est attachée par une liaison glycosidique. Les agents cytotoxiques de cette
classe ont tous une structure quinone et hydroquinone, qui leur permet de fonctionner comme

accepteur et donneur d’¢électrons(Khasraw et al., 2012).

Epirubicin Doxorubicin

Figure 1. L épirubicine est un 4°-épimeére de la doxorubicine(Khasraw et al., 2012).

.



Synthése Bibliographique

2. Donnés pharmacocinétiques

L’épirubicine est utilisées par voie veineuse, il est caractérise par un volume de distribution élevée
(1000 L /m?), des demi-vies pour les phases d'¢limination initiale (alpha), intermédiaire (béta) et
terminale (gamma) d'environ 3 minutes, 1 heure et 30 heures, respectivement, plus courtes que
celles de la doxorubicine. Sa clairance plasmatique totale est d'environ 50 L/h / m*(Robert,1993).
Comme les autres anthracyclines, I’épirubicine est principalement métabolisée par le foie
donnant naissance a deux métabolites : le 13- dihydro-épirubicinola un trés faible degré de
cytotoxicité et aglicones d’épirubicine (Innocenti et al.,2001) (Fig.2). L’enzyme responsable du
métabolisme de 1’épirubicine en 13-dihydroepirubicine (épirubicinol) est 1’aldoketoreductase
(Robert,1993).

La principale voie de détoxification de I’épirubicine est la formation du glucuronide
d’épirubicine (4-O-B-D-glucuronyl-4-épi-doxorubicine), Parmi les métabolites d'épirubicine,
I'épirubicineglucuronide qui est le principal métabolite du médicament présent dans le plasma et
les urines (Weenen et al.,1984 ; Innocenti et al., 2001). La glucuronidation est représenté un
mécanisme de protection pour I’élimination des xénobiotiques lipophiles du 1’organisme.
L’épirubicineglucuronide est inactif, soluble dans l'eau et ¢éliminé dans la bile et 1’urine

(Camaggi et al., 1986).

T -deocxydorxorubicincd

Fodeoxydoxorubicimorne (Fd-SAomned

[

EFPIRUBICIMN

= pirubicin—glucuronide epirubicinol (EOL Y

epirubicinol- glucur onide

Figure 2. Principales voies métaboliques de I'épirubicine (Esposito et al., 1999).

3. Mécanisme d’action

La compréhension de 1’action anticancéreuse des anthracyclines a considérablement progressé
avec les développements de la biologie et de la pharmacologie cellulaire. Plusieurs mécanismes

sont impliqués (Minotti et al., 2004):

- Le transport nucléaire : I’anthracyclines pénetre la cellule par le récepteur pore MDR
(multi drugresistance), puis est transportée au noyau sur un protéasome.

- L’intercalation : en s’intercalant dans [’acide désoxyribonucléique (ADN), les
anthracyclines inhibent la transcription et donc la synthese protéique. Leur structure multi
cyclique planaire, nécessaire a cette action, Leur permet de s’interposer entre deux paires de

bases adjacentes.

-
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-Stabilisation de la topo-isomérase Il : la formation de complexes entre anthracycline-ADN-

topo-isomérase 11 empéche 1I’enzyme de réassembler les brins d’ADN dissociés.

- Radicauxlibres : la production de radicaux libres aprés fixation sur I’ADN entraine de
nouvelles lésions de I’ADN, localement, mais aussi a distance (membranes, mitochondries).

- L’apoptose : I’action pro-apoptotique des anthracyclines est en partie initiée par les radicaux
libres, qui activent la protéine p53 et sa fixation sur I’ADN. La p53 y active la transcription
du gene Bax (médiateur pro-apoptotique), et inhibe celle du gene Bcl-XL (médiateur anti-
apoptotique). Bax induit la libération du cytochrome c par la mitochondrie, par ouverture du
pore mitochondrial, tandis que Bcl-XL a I’effet inverse. Cette libération du cytochrome ¢
entraine la formation de 1’apoptosome, complexe effecteur comprenant 1’apoptosisactivating
factor-1 (Apaf-1), le cytochrome c et la pro-caspase-9.La p53 intéragit aussi

avectopoisomérase Il, dont elle inhibe la fonction ligase(Minotti et al.,2004).
5. Formation d’espéces activées de I’oxygene lors du métabolisme des anthracyclines

La capacité des ANT a induire la formation de ROS pourrait étre prédite a partir de leur structure
chimique(Simunek et al., 2009), ces ROS crée par deuxvoie différant; une voie non
enzymatique qui utilise du fer et un mécanisme enzymatique utilisant la chaine respiratoire
mitochondriale. (Richardetal., 2007).

5.1. Voie enzymatique

Dans la voie enzymatique, I’anthracyclines interagit avec la chaine respiratoire mitochondriale et
d’autres enzymes contenant le cytochrome(Geisberg et al., 2010).Les anthracyclines peuvent
subir d’autres étapes de biotransformation qui consistent en des réactions de réduction
impliquant le transfert d’un ou de deux électrons et conduisant a la formation de radical semi-
quinone ou d’hydroquinone respectivement. Ces réductions sont catalysées par différentes
réductases telles que la NADPH cytochrome P450 réductase, la cytochrome b5 réductase, la
xanthine oxydase ou la xanthine dehydrogénase. En présence d’oxygéne ou de peroxyde
d’hydrogeéne, le radical semiquinone est oxydeé et perd cet électron pour produire des ERO telles
que D’anion superoxyde, le peroxyde d’hydrogéne, le radical hydroxyle, et I’oxygene

singulet(Fig. 3)(Vibet,2008).

-
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Figure 3.Différentes voies enzymatiques menant a la formation des radicaux libres a partir de la

doxorubicine(larussi et al., 2001).
5.2. Voie non enzymatique

Le fer (Fe) est un élément crucial indispensable pour toutes les cellules vivantes, ou il est
essentiel pour catalysé la réduction de lI'oxydation et la bioénergétique. Toutefois, a moins qu'il
ne soit séquestré de maniere appropriée, ce métal joue un réle crucial dans la formation de
ROS(Halliwell et al.,2007).11 y en a deux principales voies par lesquelles le Fe peut favoriser la
formation de ROS dans les cellules exposées a I’ANT: le premier mécanisme implique les
réactions de Fenton et Haber-Weiss, tandis que le second implique la formation de complexes

ANT-Fe. Comme montré dans la figure 4.(Simunek et al., 2009)

La capacité de I'ANT aglycone a subir un cycle redox entraine la formation de radicaux libres
superoxyde (O, ). La dismutation de (O, )en peroxyde d'hydrogene (H,O,) Est catalysée par la
superoxydedismutase (SOD), ou elle peut se produire spontanément. H,O, est une molécule
relativement stable de faible toxicité et, dans des conditions physiologiques, des quantités
excessives sont éliminées par la catalase et la glutathion peroxydase. Cependant, H,O, et (O, "
)peuvent générer des radicaux hydroxyles hautement toxiques (OH ¢). Cela se produit pendant la

réaction de Haber-Weiss (éql).

Qui est trés lente & moins catalysée par les métaux de transition, en particulier le Fe(Simunek et
al., 2009). La réaction de Haber-Weiss catalysée par le Fe peut étre divisée en deuxparties : dans
la premiére étape, l'ion ferrique (Fe3 +) est réduit en ions ferreux (Fe*) par (O, ") (équation 2) ;

Dans la deuxiéme étape, la réaction de Fenton (équation 3) se produit entre Fe %* et H,0s.
O+ +H;0, —30,+0OH +0OH<*(eq.l)
O, +Fe* — ,0,+Fe* (eq.2)

H,0,+Fe?* ——>OH +0H -+ +Fe*(eq.3)

-
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Le radical hydroxyle (OH) ainsi formé présente une demi-vie trés courte et une réactivité
extrémement élevée. Cela rend le composé dangereux pour les cellules. Contrairement a (O, “)ou
H,O,, qui peuvent étre facilement détoxifiés par des systemes enzymatiques, OH ¢ ne peut pas
étre €liminé par les enzymes. Au lieu de cela, OH e réagit avec tout composé oxydable dans son
voisinage et donc il peut induire des dommages dans tous les types de macromolécules, y
compris les lipides (peroxydation), les acides nucléiques (mutations) et les protéines(Halliwell et
al ., 2007;Simunek et al ., 2009).

Ausein de lacellule, I’ion ferrique Fe3+ se détache de ses sites de stockage et vient s’associer a
trois molécules d’anthracyclines. Pour former un complexe trés stable : Fe*s- (anthracycline). Ce
complexe peut subir un cycle interne d’oxydoréduction, donnant naissance a un complexe
radicalaire Fe?*— (anthracycline). Ce dernier peut céder son électron supplémentaire a I’oxygeéne
moléculaire et aboutir ainsi a la formation des radicaux d’anion superoxyde (Fig.4).(Minotti et
al.,1999)

o OH u o O
1 O S R | 3 O

o OH sob 5 o OoH
NAD(P)'X FpH)K O — H. O, N K GSSG/FpH,
NAD(P)H+H" Fp o, P GSHI/Fp
o OH
A 4
I S
o oH / V\I\/\\\

DNA damage lipoperoxidation

Figue4. Mécanismes de formation de ROS par les anthracycline impliquant le fer (Simanek et al .,
2009)
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Chapitre I1. Le Docétaxel

Les taxanes est une famille d'agents antinéoplasiques découverte dans les années 1960
(Rowinsky et al. ,1997 ; Roser et al., 2015). Ainsi, cette classe de diterpenes comprend environ
300 composants parmi lesquels figurent le paclitaxel (Taxol®) et le docétaxel(Taxotere®) qui
sont largement prescrits comme agents antinéoplasiques pour de nombreux types de cancer (sein,
poumon, foie, colon, prostate, estomac et cancer ovarien).Le principal mécanisme d'action de la
classe des taxanes est l'inhibition de la fonction des microtubules essentiels pour la division

cellulaire. Les taxanes jouent donc le role de poison du fuseau(Fauzee et al. 2011).
1. Presentation de la molécule

Le Docétaxel(DTX) (Fig.5) est un dérivé semi-synthétique de paclitaxel, il est commercialisé
sous la dénomination commerciale : Taxotére® (Sanofi-Aventis, Paris, France) (Altintas et
al.,2014 ;Roser et al., 2015). Le Docétaxel differe du paclitaxel en deux positions de sa structure
chimique. Il a un groupe fonctionnel hydroxyle sur le carbone 10, tandis que le paclitaxel a un
ester d'acétate, et un ester tert-butyligue de carbamate existant sur la chaine latérale de
phenylpropionate au lieu du benzamide dans le paclitaxel. Le changement fonctionnel des
groupements au niveau du carbone 10 rend le Docetaxel plus hydrosoluble que le paclitaxel. Ce
médicament dérivé de ’extrait des feuilles de I'if européen (Taxusbaccata), a été découvert dans
les années 1980,breveté en 1986.LeDocetaxel a été approuvé pour la premiere fois en 1996 pour
le cancer du sein localement avancé ou métastatique aprés échec de la chimiothérapie antérieure

(Ringel et al .,1991 ;Kenmotsu et Tanigawara, 2015).

Figure5. Structure chimique de Docétaxel (Taxotere® ) (Frederike et al ., 2007).

-
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2. Données pharmacocinétiques

2.1. Absorption : L'absorption gastro-intestinale du docétaxel est limitée. C'est parce que
ABCB1 excréte directement le docétaxel dans la lumiére intestinale ou la bile (Baker et
al.,2006 ;Nieuweboeret al., 2015). De plus, la biodisponibilité du docétaxel est grandement
réduite par I’effet du premier passage hépatique(Bardelmeijer et al., 2002 ; Nieuweboeret al.,
2015)). Le Docetaxel est actuellement administré uniquement par voie intraveineuse (Rajni et
al., 2013). Le profil pharmacocinétique du Docétaxel est biphasique. A la dose de100mg/m?, le
profil est conforme au modéle pharmacocinétique a 3 compartiments, caractérisé par des demi-
vies o, B et y de 4 minutes, de 36 minutes et de 11,1 heures respectivement. La clairance
corporelle totale s’établit a 21 1/h/m?(Gligrove,2013).

2.2. Distribution :I’évolution des concentrations plasmatique montre une décroissance
initialement rapide de la concentration du Docétaxelqu’elle est en rapport avec la distribution du
médicament vers les compartiments périphériques et une décroissance terminale lente liée a un
efflux plus lent du Docétaxel du compartiment périphérique. Le volume moyen de distribution a
'état d'équilibre s’établit a 113 L. Quatre-vingt-quinze pourcent du medicament se lie
indépendamment de sa concentration aux protéines plasmatiques (a-1- glycoprotéineacide,

albumine et lipoprotéines)(Bruno et al., 1993 ;Gligrove,2013).

2.3. Métabolisme: Le Docétaxel est métabolise par les cytochromes hépatiques CYP3A4 et
CYP3Ab5et est transformé en quatre métabolites (Shou et al .,1998 ; Nieuweboeret al.,
2015)(Fig.6). Le groupe methyle de docétaxel est oxydé donnant un métabolite M2 a base
d'alcool primaire. Une oxydation supplémentaire de M2 conduit & la formation de métabolites
instables de l'alcool qui conduira a 2 Di-astéréo-isomeres (M1 et M3) et un métabolite cétone
(M4) (Monegier et al 1994 ; Nieuweboeret al., 2015).

.
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Figure 6. Métabolisme du Docétaxel et intéractions protéiques (Nieuweboeret al ., 2015).

2.4. Elimination :Le Docetaxel et ses métabolites sont principalement excrétés dans les
intestins(Kenmotsu et Tanigawara,2015), dans la bile viales transporteurs ABCB1 et
ABCC2(Huisman et al., 2005 ;Nieuweboeret al., 2015). Les cellules tumorales peuvent
également exprimer I'ABCB1 qui provoquera l'efflux et la résistance au Docétaxel. Par
conséquent, les études cliniques ont été concues pour combiner les inhibiteurs de I'ABCB1 avec
la thérapie au Docétaxel. Le docétaxel est excrété principalement dans les selles en tant que
métabolites. Une étude sur *C-docetaxel a suggéré que 6% et 75% de la radioactivité
administree est excrétée dans l'urine et les selles respectivement(Kenmotsu et Tanigawara,
2015).

3. Mécanisme d’action
3.1. Interaction avec les microtubules

Le docétaxel agit sur les microtubules présents dans I’ensemble des cellules eucaryotes(Parent et
al.,2013). Les microtubules sont constitués grace a la polymérisation de tubuline; protéine
structurelle des microtubules. Elle a une masse moléculaire d'environ 100 kDa et est composée
de 2 sous-unités a et p de 50 kDa chacune qui ne différent que par quelques acides aminés (5-
10% de la chaine). La tubuline est a I’origine de la dynamique des microtubules. Suivant sa
concentration dans la cellule, elle va en diriger la polymérisation ou la

dépolymérisation(Gligrove,2013).

Le docétaxel est une molécule qui se fixe sur I'extrémité amino-terminale de la tubuline . Ceci
bloque la dépolymeérisation du microtubule et entraine la stabilisation de celui-ci (formation de
microtubules stables mais non fonctionnels)(Fig.7). Ledocétaxelfavorise également la

polymérisation des tubulines en microtubules qui se dispersent alors de maniere anarchique dans
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la cellule. Les chromosomes ne peuvent donc plus migrer a chaque p6le de la cellule, cela bloque
la division cellulaire juste avant 1’anaphase. La cellule étant bloquée, elle regoit un message
d'apoptose. Ledocétaxelest donc un antimitotique tres puissant. Les cellules cancéreuses sont
connues pour étre sans cesse en division, le docétaxelva donc agir sur ces cellules en bloquant

leur division et en entrainant leur mort(Parent et al., 2013)

Microtubule
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Figure 7. Mécanisme d'action du docétaxel(Mackler et Pienta, 2005)
3.2. Inhibition des Bcl-2

La stabilisation de la structure des microtubules par les taxanes entraine une inactivation de la
fonction des Bcl-2par phosphorylation, ce qui I’empéche de se lier a Bax. L'augmentation du
taux de Bax libre conduit a l'activation de la cascade de caspases conduisant a l'apoptose (Haldar
et al.,1996) (Fig. 8). On prétend que laBcl-2peuventagir comme «gardien de l'intégrité des
microtubules ». 1l semble que le docétaxel induit la phosphorylation desBcl-2a des
concentrations 100 fois inférieures a celles requises pour le paclitaxel(Haldar et al ., 1997 ;
Kroon et al .,2016 ).
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Figure 8. Les taxanes peuvent inhiber I'expression des Bcl-2 anti-apoptotique,
Favorisant la mort cellulaire par apoptose (Kroon et al., 2016)
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Chapitre III. Toxicité rénale de I’Epirubicine et du Docétaxel
La toxicité rénale des anticancéreux peut étre le résultat de modifications hémodynamiques,
d’atteintes parenchymateuses et d’obstruction des voies excrétrices. Les anomalies rénales
mineures de type altérations fonctionnelles tubulaires (anomalies acido-basiques et
électrolytiques), anomalies du sédiment urinaire (hématurie), sont habituellement

associees aux traitements anticancéreux (Vacher et al., 2008).

1. Rappel physiologique du rein

La coupe frontale d’un rein permet de distinguer, sous une capsule fibreuse lisse, le parenchyme
rénal, composéd’une partie corticale externe et d’une partie médullaire interne ; la partie
médullaire est formée par les pyramides de Malpighi, dont la base s’appuie sur le cortex et le
sommet pénétre dans la médullaire profonde (Fig.9). Le sommet des pyramides forme les
papilles rénales qui sont percées de 15 a 20 orifices correspondant a I’ouverture des tubes
collecteurs de Bellini dans les calices sous-jacents. La partie corticale s’étend de la capsule
rénale aux bases des pyramides et entre les pyramides ou elle forme alors les colonnes de Bertin.
En périphérie, on trouve les corpuscules de Malpighi au niveau desquels prennent naissanceles

tubes uriniferes.

néphrons. €éléments de Ia

wvascularisation
intra-rénale

colonne
de Bertin

médullaire pyramide

calice de Malpighi
bassinet
uretére papille

sinus rénal

Figure 9. Coupe longitudinale d’un rein (Lacour, 2013)

L’¢laboration de 1’urine résulte du travail des néphrons ou unités fonctionnelles qui sont au
nombre de 1 a 1,5 millions dans chaque rein et ne sont pas strictement identiques (hétérogénéité
néphronique). Chacun de ces néphrons est composé de 2 parties, le corpuscule de Malpighi et le
tubule urinaire, qui vont assurer les opérations de filtration, de réabsorption et de sécrétion qui
conduise a la formation de 1’urine définitive (Silvarthon ,2007; Floege et al., 2010;
Lacour,2013).




Synthése Bibliographique

Les réles essentiels du rein incluent I'excrétion des déchets métaboliques, le maintien de la
composition du milieu intérieuret de I'équilibre des liquides et des électrolytes(Kristen et al.,
2012). Le rein assure également une fonction endocrine par la synthése de la rénine et de
I’érythropoiétine (Lacour,2013).

2. Mécanismes de la toxicité rénale de Docétaxel

Le docétaxel est considéré comme moins néphrotoxique que les anticancéreux éliminés par voie
rénale. Il présente une néphrotoxicité tubulaire dont le mécanisme n'a pas encore été clairement
élucide (Takimoto et al.,2012 ;fukasawa et al., 2014).

Le stress oxydatif induit par le docétaxel favorise une large gamme de pathologies rénales, allant
de l'insuffisance rénale aigué, néphropathie obstructive, hyperlipidémie et lésions glomérulaires
a une insuffisance rénale chronique avec hémodialyse et inflammation associée. Ainsi, des
niveaux accrus de malondialdéhyde, produit final de péroxydation lipidique, ont été toujours

associés aux dommages rénaux(Rodrigo et Bosco, 2006).

Certaines études ont montré que le docétaxel provoque un stress oxydant plasmatique chez lerat
(tabaczar, 2013).Les travaux de Altintase etal. (2014) montrent aussi que le DTX entraine une
augmentation significative des niveaux des TBARS (substances réactives avec 1’acide

thiobarbiturique), méme résultat obtenu par Starenkii et al. (2003) et Pieniazzek et al.(2013).

Les niveaux d’antioxydants(SOD, CAT, GPx et GSH) ont éeté significativement diminues chez
les rats traités par DTX(Tabaczar, 2013).

Hung et al. (2015) ont montré que le DTX augmente la production mitochondriale de ROS.Ces
derniers conduisent a un dysfonctionnement mitochondrial en perturbant la chaine de transport
d'électrons et en altérant le potentiel membranaire mitochondrial, ceci conduit a la libération du
cytochrome c, activation descaspase 9 et dautres événements pro-apoptotiques induisant

I’apoptose (Hung et al.,2015).

Les ROS libérés par le DTX peuvent jouer un rdle important dans l'inflammation tubulo-
interstitielles associée a une néphropathie obstructive. Le glomérule est plus sensible au stress
oxydatif que les autres segments du néphron (Rodrigo et Bosco, 2006). En clinique le docétaxel
peut induire une néphrotoxicité tubulaire, méme chez les patients ayant une fonction renale

normale(Fukasawa et al., 2014).

o
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Les taxanes sont connus essentiellement par leurs toxicités hématologique et neurologique (De
luliis et al., 2015; Kus et al., 2016). La toxicité hematologique est due a une atteinte de la moélle
osseuse et peut conduire a une anémie, une neutropénie (Nieuweboer et al., 2015 ;Ho et Makey
,2014) et une thrombopénie. Les réactions indésirables séveres les plus fréquentes liées au
docétaxel sont l'asthénie, les réactions cutanées, rétention des liquides, réactions gastro-
intestinales, réactions d'hypersensibilité, réactions neurosensorielles, stomatite et infections
(Elm’hadi et al., 2016)

3. Mécanismes de la toxicité rénale de I’épirubicine

Le stress oxydant, I’apoptose et I'inflammation sont considérées comme les mécanismes cruciaux
impliqués dans la néphrotoxicité de I’EPI (Abdelraouf et al., 2012; Lin et al., 2010).
L’épirubicine induit la production de ROS, réduit les niveaux d’antioxydants et perturbe les
mécanismes de défense antioxydante dans les reins (Wu et al.,2017). Ces ROS ont été
considérées comme ayant un r6le primordial dans la pathogenese glomérulaire, tel que les
néphropathies membranaires, insuffisance rénale aigue post-ischémique ou toxique et

pyélonéphrite (Ichikhawa, 1994).

La toxicité cardiaque est beaucoup plus rare avec I'épirubicine qu'avec la doxorubicine, mais elle
peut survenir également, mais a des doses plus importantes ; modifications électro-
cardiographiques avec ou sans insuffisance cardiaque congestive (Khasraw et al., 2012). 1l peut
avoir des effets toxiques sur la moelle osseuse et I’intestin (Yeunget al., 1989).L’épirubicine
induit des Iésions tubulaires rénales aigué (Edit et al., 2007).L’utilisationclinique de I'épirubicine

est limitée par sa dose (Wu et al., 2017).
4. Marqueurs de la toxicité rénale

Les marqueurs biologiques de la néphrotoxicité peuvent étre en relation avec 1’étiologie de
I’insuffisance rénale et avec les mécanismes impliqués dans la pathogénése du processus morbide.
Les lésions induites par des produits toxiques peuvent se produire au niveau des cellules du
glomérule, de I’interstitium ou des tubules, avec une libération de marqueurs correspondants au

niveau lésé (Stellman, 2000).
4.1. Les marqueurs biologiques sanguins
4.1.1. Le débit de filtration glomérulaire (DFG)

Le DFG correspond au volume d’ultrafiltrat glomérulaire formé par unité de temps(Hougardy et

al,2014). Une mesure précise de la filtration glomérulaire n’est possible qu’en recourant a des

.
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substances exogenes, non métabolisables, éliminées exclusivement par filtration glomérulaire.
Le calcul de la clairance de ces substances a élimination exclusivement rénale permet une

mesure précise du DFG.(Frey et al.,2001).
4.1.2. Lacreatinine

La creatinine serique (CrS)est un produit de dégradation de la créatine, elle est librement filtrée
par les glomérules mais elle est peu sécrétée ou réabsorbée par les tubules rénaux. La
concentration de créatinine plasmatique est relativement stable au cours du temps chez un
individu donné, et refléte un équilibre (production/élimination), caractéristique de 1’homéostasie
du milieu intérieur. La créatinine n’est pas toxique, mais son élévation refléte une accumulation

de toxines urémiques potentiellement dangereuse(Waikar et al.,2009).
4.1.3. L’urée

L’urée est un trés mauvais marqueur de la fonction rénale (Dussol,2011). C’est le composé azoté
le plus abondant de I’urine, elle est completement filtrée par le glomérule et reabsorbé
partiellement au niveau du tubule rénal de facon inversement proportionnelle au débit urinaire
(Frey et al.,2001).

4.1.4. L’acide urique

L’acide urique provient de la dégradation des purines, mais il peut aussi étre synthétisé
directement a partir du 5-phosphoribosyl pyrophosphate et de la glutamine. Chez 1’humain,

I’acide urique est excrété dans 1’urine. L’acide urique est filtré, réabsorb¢ et sécrété dans le rein

(Ganong, 2003).
4.1.5. La cystatine C

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

glomérulaire(Shlipak et al., 2006 ;Vaidya etal.,2008). Elle augmente dans le plasma en cas

d’insuffisance rénale glomérulaire.

0
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4.2. Les marqueurs biologiques urinaires
4.2.1. Protéinurie

La protéinurie est définie comme pathologique lorsque 1’excrétion urinaire de protéines est
supérieure a 300 mg/j. La présence d’une protéinurie supérieure a 300 mg/j peut étre révélateur
précoce d’une pathologie rénale.la protéinurie constitue le principal facteur déterminant la
progression de la maladie rénale avec une relation linéaire entre la vitesse de décroissance de la
filtration glomérulaire et le degré de protéinurie. Elle constitue donc a la fois un symptdme
d’alerte de maladie rénale, le principal marqueur de gravité¢ et un déterminant causal de la

progression(lsaza et al.,2012).
4.2.2. Enzymurie (y-Glutamyltranspeptidase)

La gamma-glutamyl transférase est une glycoprotéine membranaire qui catalyse le transfert de
résidus de gamma glutamyl du glutathion. Elle se trouve dans le rein, dans, la rate, I’intestin et en
quantité moindre dans le cceur, le foie et le cerveau. L’augmentation précoce de leur excrétion

urinaire et leur dosage simple en font de bons marqueurs prédictifs d’atteinte rénale

aigué(Haschek et al.,2010).
4.3. Autres marqueurs

Selon le type d’atteindre rénale on observe également d’autres perturbations biochimiques :
hyperphosphatémie reflétant la baisse du débit de filtration glomérulaire, hyperkaliémie, troubles
de la calcémie, de la phosphatémie, hyponatrémie et hypochlorémie dues aux Iésions tubulaires,

hypoprotéinémie et hypoalbuminémie lors des Iésions glomérulaires (Haschek et al.,2010).

-
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Chapitre 1V : La propolis comme source de polyphénols

1. La Propolis

1.1. Historique et définition

La propolis est une substance résineuse,visqueuse et gommeuse recueillie par les abeilles
ouvriéres a partir des bourgeons et des exsudats des plantes, les enzymes d'abeille, le pollen et la
cire (Sahinler et Kaftanoglu, 2012; José et Sforcin.,2016).Les meilleures sources de propolis sont
les espéces de peuplier, de saule, de bouleau, de I'orme, de l'aulne et de la conifere (Kuropatnicki
et al.,2013).

La propolis n'est pas une nouvelle découverte. Elle existe depuis 1’abeille est apparue sur la terre.
L’usage de propolis remonte a l'antiquité, au moins & 300 av. J.-C., ou il était utilisé dans la
médecine populaire et d'autres activités a travers le monde. Ce produit naturel est utilisé par les
Egyptiens pour effectuer la modification des cadavres et prévenir la propagation des infections.
Les grecs et les médecins romains ont également reconnu le potentiel de la propolis en
I'employant dans le traitement des plaies, antiseptique et cicatrisant, et comme désinfectant pour
la bouche. Les Perses ont décrit la propolis comme une drogue capable d'agir contre les eczémas,
les myalgies et les rhumatismes. De nos jours la propolis est largement utilisee comme
composant dans les produits pharmaceutiques et cosmétiques. Elle est également utilisée dans

certains aliments et boissons (Silva-Carvalho et al.,2015).
1.2. Propriétés physicochimiques

La propolis est une substance de consistance solide qui devient friable en dessous de 15°C. Elle
deviendra gluante a température élevée, elle a un goQt typique pimenté et brdlant, sa palette de
couleur est voisine de celle du miel et du pollen, du jaune au noir en passant par 1’orange, le
brun, le vert et parfois par une teinte violacée ; ces multiples teintes s'expliquent par les

nombreux pigments qui entrent dans sa composition (Laurent,2014).

La propolis est insoluble dans I’eau froide et soluble dans I’acétone, 1’alcool, I’ammoniaque, le
benzéne, le chloroforme etc. Sa densité est de 1.2 et son point de fusion se situe autour de 70°C,
chauffée au bain-marie, elle se divise en une partie visqueuse et un autre liquide c’est la cire de

propolis (El housseini,2013).

.
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1.3. Composition

L’origine botanique de la propolis constitue le principal facteur responsable de sa composition
spécifique.

Les autres facteurs sont les modifications générées a travers les sécrétions hypo-pharyngiennes
de I’abeille qui vont apporter d’autres éléments spécifiques en plus de certaines transformations
(hydrolyse des hétérosides de flavonoides en aglycone)(Cardinault et al., 2012) On connait
actuellement plus de 300 composé de la propolis dont les constituants bioactifs essentiels sont :
les composés phénoliques, les flavonoides et les terpenes (Tableau 1) (Lahouel et al., 2010; El
housseini, 2013; Veloz et al., 2015).

Tableau 1.Composition chimique de la propolis brute (El housseini, 2013).

Composition en ordre Composition par groupes Quantité
Résines et baumes Flavonoides,acides phénoliques+ esters 45—55%
Cire et acides gras La cire d’abeille et des plantes 25-35%
Huiles essentielles Anéthol et eugénol +++ 10%
Pollen Protéines (6acides aminées libres>1%) 5%

Arginine et proline jusqu’a 45%du total

Autre composés Cétones, lactones, quinones, stéroides, acide 5%
organique et substances benzoique, vitamines/Sucres :
minérales diverses 14 traces de minéraux, silice et zinc sont les plus

connus

1.4. Propriétés thérapeutiques

Depuis une cinquantaine d’années, la littérature scientifique a rapporté et confirmé un bon nombre
d’activités thérapeutique de la propolis qui sont en rapport avec la composition chimique(Cardinault et
al.,2012). 1l a été démontré que la propolis et ses constituent ont un effet antibactériennes, antiviraux,
anti-inflammatoires, et antifongiques(Debab et al., 2016).La propolis est aussi une substance aux
propriétés : immunomo-dulateures(Villanueva, 2015), antihypertenseurs(Teles et al.,2015),

cicatrisantes(Bolouri etal.,2015), antidiabétiques et antiprotozoires(Wagh,2013).

De plus, la propolis montre un effet préventif contre les neutropénies, anémies et thrombopénies
consécutives aux traitements de chimiothérapie et radiothérapie (Cardinault et al.,2012).Des
résultats similaires ont montré I’effet protecteur de la propolis contre la toxicité des médicaments
anticancéreux (Lahouel et al., 2004). Ces effets passent en partie par les propriétés antioxydantes
de la propolis qui protégent les cellules, contribuent au mécanisme de réparation de I’ADN et au

renforcement des mécanismes de défense endogene (El-Sayed et al., 2009).

0
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1.5. Toxicité

La toxicité de la propolis est tres faible. Chez le rat, la DL d’un extrait concentré de propolis a

été évaluée a 15 g/kg. Une saisine de 1’ Afssa rapporte que la dose la plus élevée sans effets
indésirables est de 1 400 mg/kg chez I’animal et qu’une supplémentation de 1,95 g/j pendant 30
jours n’a pas entrainé d’effets indésirables chez I’homme (Jasprica et al., 2007). Il peut exister
cependant des cas d’allergies de contact avec un allergéne bien identifié : le 3,3-dimethy-lallyl
caffeate (Gardana et al., 2011).

2. Les polyphénols

2.1. Définition

Les polyphénols, constituent un grand groupe de métabolites secondaires hydrosolubles, de poids
moléculaire compris entre 500 et 3 000 Dalton (chira et al., 2008) dontl’élément structurale de
base est un noyau benzoique auquel sont directement liés un ou plusieurs groupes hydroxyles,
libres ou engagés dans une autre fonction chimique (ether méthylique, ester, sucre ...) (Bruneton
,2009) . lls sont exprimés de fagon ubiquitaire dans les plantes (Fantini et al., 2015), et sont tres
répandus dans les fruits, les légumes, les graines, les céréales, les huiles, etc(Pérez-Jiménez et al
.,2010 ; Lakey-Bietia et al .,2015).

Les polyphénols jouent divers roles dans la défense de [I'héte contre les agents
pathogenes(Fantini et al., 2015 ;Goszcr et al .,2017) et I’attraction des insectes(Ignat et al .,
2011 ; Lakey-Beitia et al .,2015) Ils présentent de nombreuses activités: antioxydantes, anti-
inflammatoires (Goszcret al.,2017), anticancéreuses (Fantini et al., 2015), anti-microbiennes,

anti-virales et immuno-modulatrices (Tsao,2015).
2.2. Biosynthese des polyphénols

Les composes phénoliques sont principalement synthétisés a partir des hydrates de carbone via la
voie de 1’acide shikimique et la voie de 1’acétate (Chira et al.,2008), celles de 1’acide shikimique
conduisant des oses aux amino-acides aromatique (phénylalanines, la tyrosine) puis, par
désamination de se derniers, aux acides cinnamiques et ces dérivés acides benzoiques,

acétophénones, coumarines, etc.

L’autre voie part de 1’acétate et conduit a des poly-B-cétoestére de longueur variable les poly -
acétates qui engendrent, par cyclisation, des composés souvent polycycliques :chromones

,isocoumarines, orcinoles, depsides, depsidones, xanthones, quinones, etc , avec possibilité d’une

O
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participation simultanée du shikimate et de I’acétate a 1’¢laboration des composés d’origines

mixte (flavonoides, stibiléne, pyrones, xanthones, etc) (Fig.10) (Bruneton,2009).

| Pentose phosphate pathway | Glycolysi

| Erythrose-4-phosphate | lPhosphoenol pyruvate |

\ | Shikimic acid pathway | /

| Malonic acid pathway |

| Phenylalanine |
l ” PAL
Phenolic compounds —

(phenolic acids, flavonoids)

Figurel0. Représentation des voies de biosynthese des polyphénols(Ghasemzadeh
etGhasemzadeh, 2011).

2.3. Classification

Les polyphénols sont classés en fonction du nombre danneaux phénoliques qu'ils contiennent et
des éléments structuraux qui les lient entre eux. lls sont regroupés en deux catégories principales
. les flavonoides et les composés non flavonoides. Les composes flavonoides sont classés en
deux groupes : les anthoxanthines (flavonol, flavanol, isoflavonoides, flavone et flavanone) et les
anthocyanines, tandis que les composés non flavonoides comprennent les acides phénoliques,

stilbénes, curcuminoides, lignanes et tanins (Fig. 11) (Lakey-Beitiaet al.,2015).

(o] eno
Non-flavonoids Flavonoids
Navonedd weleton
Isoflavones
Phenolic acids Lignans Flavones
Flavanones
Stilhanes Flavonols
Flavan-3-ols Anthocyanins
(fNavanols)

Figure 11. Classification des polyphénols (Goszcret al ., 2017)

Les flavonoides sont le plus grand groupe de polyphénols, avec plus de 5 000 composés
largement distribués dans les planteset dans  la propolis(Lakey-Beitia et al.,2014). Leur

structure de base
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se compose de deux anneaux aromatiques reliés par un anneau intermédiaire de pyrane (Fig.12).
IIs peuvent étre classés selon la nature des différents substituants présents sur les cycles de la
molécule et du degré de saturation du squelette benzo-y-pyrone en: flavones, flavonols,
flavanols, isoflavonoides, flavanones et anthocyanines (Ghedira,2005; Vauzour,2012;Lakey-
Beitia et al.,2015).

Figure 12. Structures de ’enchainement benzo-y-pyronedes
flavonoides(Ghedira, 2005).

2.4. Pharmacocinétique

Les concentrations en composés phénoliques dans la circulation sanguine dépendent de leur
métabolisme et de leur absorption depuis le tractus gastro-intestinal. 1l semble que la voie
métabolique subie par ces composés soit identique a la voie métabolisant d’autres
xénobiotiques.Les polyphénolssont présents dans notre alimentation sous plusieurs formes. Cette
particularité va leur conférer des métabolismes différents. Les formes libres (aglycones) peuvent
étre directement absorbées au niveau de I’intestin gréle (Hollman et al., 1997; Hollman and
Katan, 1998 ;kebieche, 2009) tandis que les formes glycosylées doivent étre hydrolysées, sous
I’influence des glycosidases, par la flore intestinale au niveau du c6lon avant d’étre absorbées
(Manach et al.,1995; Manach et al., 2004). Cependant les formes libres issues de cette hydrolyse
peuvent également étre dégradées par la microflore en acide phénolique, lui-méme absorbé ou

éliminé via les feces (Williams et al., 2004).

Les principaux sites de métabolisme sont la flore intestinale et le foie (Haslam, 1998). Les
métabolites, glucuro- et sulfoconjugués des flavonoides absorbés sont éliminés principalement
par la bile, ’excrétion urinaire ne représentant que 3 a 6 % de I’élimination. En effet, les
flavonoides sont transformés, dans I’enthérocyte, en flavonoides conjugués par méthylation,
sulfatation, glucuronidation. Une partie de ces flavonoides est déversée dans le sang tandis
qu’une autre est destinée vers la lumiére intestinale ce qui constitue I’un des mécanismes de
contréle de 1’absorption intestinale de ces substances phénoliques (Gee et al., 2000; Crespy et
al., 2004).

O



Synthése Bibliographique

Dans le sang, les flavonoides ne sont pas présents sous leur forme native car ils ont été
transformés, a cause de leur transformation au niveau du foie et de la cellule intestinale. La
fraction des flavonoides conjugués destinée finalement vers les tissus pourrait avoir un effet
biologique potentiel ou serait éliminée dans les urines. Cependant, d’autres flavonoides
conjugués pourraient étre déversés dans I’intestin via la bile et y &tre hydrolysés par les
enzymes de la flore intestinale libérant ainsi de nouveaux aglycones en constituant
probablement un recyclage entéro-hépatique des flavonoides qui permet le maintien d’une
concentration non négligeable dans le sang (Manach et al., 1995; Rechner et al., 2000 ;kebieche,
2009).

Ingested flavonoids
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Figure 13. Métabolisme des flavonoides humains (Surangi et al., 2013)
2.5. Activité anti-oxydante des polyphénols et relation Structure-Activité

La structure chimique des polyphénols comprend deux anneaux phénoliques ou plus avec des
groupements hydroxyles en positions ortho ou para, qui sont nécessaires pour les réactions

redox. Il existe une corrélation positive directe entre la capacité antioxydante et le nombre de
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groupes hydroxyles présents dans la structure des polyphénols ;c-a-d une augmentation du
nombre de groupes hydroxyles dans la structure chimique est associée a une augmentation du

potentiel redox et de 1'activité antioxydante(Lakey-Beitiaet al.,2014).

Les flavonoides expriment les propriétés anti-oxydantes par : le piégeage direct des especes
réactives de 1’oxygéne (ERO), la suppression de la formation des ERO par I’inhibition de
quelques enzymes ou par chélation des ions métalliques impliqués dans leur production, et enfin

la protection des systémes de défense antioxydants de 1’organisme(Pietta,2000).
2.5.1. Piégeage des radicaux libres

La propriété des flavonoides la mieux décrite est leur capacité a piéger les radicaux libres:
radicaux hydroxyles (OH"), anions superoxydes (02) et radicaux
peroxylipidiques(Ghedira,2005). L’antioxydant céde un radical hydrogéne, qui peut étre un
transfert d’électrons suivi, plus ou moins rapidement, par un transfert de proton, pour donner un
radical intermédiaire (Fig. 15). Il est stabilisé par ses structures mésomeres conjuguées
(Porters,2008).

OH ) 0
R.-[- @—FRH-F —— -

Figureld. Mécanisme d’action des antioxydants phénoliques(Porters, 2008).

Les caracteristiques structurelles des flavonoides nécessaires pour un piégeage efficace des
radicaux sont:

i) Une structure ortho-dihydroxy (catechol) dans le cycle B. ils possedent la propriété de donneur
d’électrons.

ii) La double liaison 2,3 dans la conjugaison avec une fonction 4-oxopour la délocalisation des
électrons

iii) Groupement hydroxyle aux positions 3 et 5 (Fig. 16)

=
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i) i) iii)

Figurel5.i) Structure ortho-dihydroxy (catechol) dans le cycle B, ii) liaison 2,3-double en conjugaison
avec la fonction 4-oxo, iii) groupes hydroxyle aux positions 3 et 5 (Horakova., 2011).

Le nombre de groupements hydroxyles du cycle B augmente 1’activité de piégeage des ROS. La
préesence d’un sucre li¢é a l’aglycone diminue I’activité anti-oxydante des groupements

hydroxyles voisines (Kebsa,2006).

2.5.2. Chélation des métaux

Les flavonoides sont de bons chélateurs desions métalliques, comme les ions du fer et du cuivre, dont

I’exces est responsable de la production du radical hydroxyle par la réduction du peroxyde

d’hydrogeéne.Les sites de liaison des métaux traces dans la molécule de flavonoide sont :le noyau

catéchol du le cycle B, les groupes 3-hydroxyle et 4-oxo du noyau hétérocyclique C, et les groupes 4-

oxo et 5-hydroxyle descycles C et A (figure 17) (Pietta, 2000).

Figure 16. Sites du flavonoide proposés pour la chélation des ions métalliques (Pietta,2000).

2.5.3. Inhibition enzymatique

Les flavonoides inhibent les enzymes responsables de la production de 1’anion superoxyde,
comme la xanthine oxydase et la protéine kinase C. lls inhibent la cyclooxygénase,
lipoxygénase, succinate-xydase microsomale, l'oxyde nitrique synthase (NOS) et la NADH

oxydase (Prochéazkova et al., 2011).

-
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Notre travail a été réalisé au niveau du laboratoire de toxicologie cellulaire et moléculaire, a
I’université de Jijel, il est consacré a 1’évaluation in vivo de la toxicité rénale de 1’association

(Docétaxel -Epirubicine) et I’effet cytoprotecteur de la propolis sur cette association toxique.

Epirubicine est un médicament anticancéreux appartenant a la famille des anthracyclines. Chaque
flacon de 25 ml de solution contient 50 mg de chlorhydrate d’épirubicine, il est administré se forme
de solution injectable avec une dose de 200mg/m?I’EPI est fabriqué par le laboratoire de

Thymoorgan Pharmazie GmbH .

Docétaxel est un médicament anticancéreux. Il est commercialisé sous la dénomination
commerciale : Taxotére® sous forme de poudre blanche a une pureté plus de 97%. Le produit
chimique est préparé dans 1’eau physiologique (véhicule), il est administré se forme de solution

injectable avec une dose de 75mg/m?2et il est fabriqué par le laboratoire de Fluka.

La propolis utilisée dans cette étude provient de Jijel (Kaous), elle nous a été fournie sous forme

lyophilisée, il a été administré a une dose de 25 mg/kg .
1. Etude phytochimique de la propolis
1.1. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été réalisé par la méthode Singleton et Rossi., (1965) en
utilisant le réactif de folin-ciocalteu. L’intéraction entre le folin-ciocalteu qui est un acide de
couleur jaune et les résidus phénoliques conduit a la formation d’un complexe coloré en bleu dont
I’intensité de la coloration est proportionnelle avec la concentration des polyphénols dans 1’extrait.
Pour le dosage 500ul de I’extrait dilué en 1/100°™, sont ajouté & 2.25ml d’eau distillée et 250 ul
du réactif de folin-ciocalteu (5%). Apres 5 mn de repos, 2ml de Na>COs (bicarbonate de sodium)
(7.5%) ont été aditionné, le mélange est ensuite incubé pendant 60mn a température ambiante et a
I’abri de la lumiére. Enfin la densité optique (DO) est lue a 760nm (Spectrophotometre UV-Visible
UV-mini 1240, SHIMADZU, China).

La teneur en composés phénoliques dans I’extrait est déterminée en se référant a la courbe
d’étalonnage obtenue avec 1’acide gallique (200 pg/ml, 100 pg/ml, 50 pg/ml, 25ug/mi, 12.5
png/ml). Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent d’acide gallique par gramme de

propolis.
1.2. Dosage des flavonoides totaux

Selon Dewanto et al. (2002), le dosage des flavonoides se fait par la méthode colorimétrique basée

sur la formation d'un complexe jaune entre les flavonoides et le chlorure d'aluminium. 250 pl de
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I’extrait dilué en 1/1000°™ sont mélangés avec 75ul de NaNoz (5%). Aprés un repos de 6mn, 150
ul d’AlCIz (2%) et 500 ul de NaOH (1M) sont ajoutés, le volume est complété par 2,5 ml d’eau
distillée, ensuite la DO est lu a 510 nm.

La teneur en flavonoides totaux est exprimée en milligramme équivalent de la quercétine par
gramme de I’extrait, en utilisant une courbe d’étalonnage de la quercétine (200 pg/ml, 100 pg/ml,

50 pg/ml, 25ug/ml, 12.5 pg/ml). Tous les dosages sont réalisés 3 fois.

1.3. Evaluation des propriétés anti-radicalaires par le test du DPPH®° (2.2.Diphenyl-
picrylhydrazyl)

L’activité anti-radicalaire de la propolis a été évaluée in vitro, par le test de DPPH® (Ancerewicz
et al.,(1998 ). Le DPPH° (1,1-Diphényl-2-picrylhydrazyl) est un radical libre stable de couleur
violacée qui absorbe a 517 nm. En présence de composés anti-radicalaires, le radical DPPH® est
réduit (Fig. 17) et change de couleur en virant au jaune. Les absorbances mesurées a 517 nm
servent a calculer le pourcentage d’inhibition du radical DPPH®, qui est proportionnel au pouvoir

anti-radicalaire de I’échantillon.

N\ + Antioxvdant-OH N Y + Antioxydant-O
Ne NH
0;’;-._,;-J'>-.',4~“(J; ON, l NO.
DPPH (violet) DPPHH (jaunc)

Figure 17 . Réaction de test DPPH (2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazyl) (Maataoui et al., 2006).

Pour cela, 0,25 ml de ’extrait de la propolis a différentes concentrations (1072, 102, 102, 10*, 10
% 10® mg/ml) sont additionnés a 0,75 ml de la solution méthanolique de DPPH°. Aprés agitation
et incubation pendant 30 min a température ambiante et a 1’abri de la lumicre, la diminution de la

DO est lue a 517nm contre un blanc méthanol.

Le mélange contenant 0,25 ml de méthanol et 0,75 ml de DPPH°® est considéré comme control
négatif. La vitamine C est utilisée comme référence pour la comparaison de I’effet scavenger de

I’extrait aux mémes concentrations que la propolis.

L’activité anti-radicalaire est exprimée en pourcentage de réduction de DPPH°®, en utilisant la

formule suivante :
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I = [(As — Aa) / Ag] x 100

Avec:

| : pourcentage de réduction du DPPH°.
Ag : Absorbance du control négatif.
Anx : absorbance de 1’échantillon.

2. Etude in vivo

2.1. Entretien et traitement des animaux

Les rats utilisés dans ce travail sont des rats males sains de souche Wistar albinos, pesant chacun
entre 140 et 220 g, fournis par I’Institut Pasteur d’ Alger . Les rats sont maintenus dans 1’animalerie
de I’Université de Jijel dans des conditions standards ; une température ambiante de 22 ° C, une
humidité relative de 60% .

Les animaux sont placés dans des cages en plastique. 1ls ont un acces libre a la nourriture et a

I’eau. Pour I’étude in vivo, les animaux ont été répartis en 3 lots de 6 rats chacun :

Lots 1 (Témoin) : Les rats regoivent 1 ml de I’eau physiologique par voie orale pendent 5 jours.

Le 6°™ jour, ils recoivent 0.5 ml de 1’eau physiologique par voie IV.

Lots 2 (EPI-DTX) : les rats recoivent Iml de I’eau physiologique par voie orale pendant 5 jours.
Le 6™ jour, ils recoivent 0.5ml de ’association des médicaments anticancéreux (EPI & 200mg/
m?) et (DTX a 75mg/ m?) par voie IV.

Lots 3 (EEP+ (EPI-DTX)) : les rats recoivent 1ml de I’extrait éthanolique de la propolis (EEP)
par voie orale & la dose de 25mg/kg pendant 5 jours. Le 6™ jour, ils recoivent 0.5ml de

I’association des médicaments anticancéreux (EP1 a 200mg/m?) et (DTX & 75mg/ m?).
2.2. Prélevement des échantillons biologiques
2.2.1. Prélevement de sang

Apreés le traitement, nous avons réalisés des prélevements sanguins a des intervalles de temps
régulier 24h, 14j et 21jours. Les prélevements sanguins des rats de chaque groupe sont effectués
au niveau de I’ceil a partir de sinus rétro-orbitale dans des tubes héparinés a I’aide d’un tube
capillaire, ensuite le sang est centrifugé a 4000 tours/mn pendant 15min (centrifugeuse SIGMA 3-
16PK), puis le sérum récuperé est recueilli dans des tubes eppendorff, et congelé a -20°C pour les

analyses biochimiques.
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2.2.2. Collecte d’urine

Pour la collecte d’urine, nous avons placé les rats dans des cages métaboliques (cage a diurese)
pendant 24 h aprés I’injection des médicaments et la veille des prélevements sanguins aux
intervalles : 24h, 14j et 21 jours pour récupérer chaque fois les urines des 24heures pour la mesure
la créatininurie, l'activité de la y -glutamyl transpeptidase et pour faire la chimie des urines.

2.2.3. Sacrifice des animaux et prélévement du rein

A la fin des délais du traitement les animaux sont sacrifiés suite a une anesthésie a I’éther, ensuite
les reins sont soigneusement prélevés, rincés dans une solution de chlorure de sodium, puis pesés.
L’un est congelé a (-20 °C) pour les dosages tissulaires des parametres de stress oxydatif
(MDA, GSH, SOD, CAT, GST) et I’autre est fixé dans la solution de formol tamponné pour 1’étude

histologique.
2.3. Dosage des parametres biochimiques
2.3.1. Chimie des urines

Pour le contréle urinaire, nous avons utilisé des bandelettes urinaires qui permettent de rechercher
dans I’urine la présence qualitative et/ou semi-quantitative de différents parametres tels que les
leucocytes, les nitrites, le pH, les protéines, le glucose, les corps cétoniques, 1’urobilinogéne, la

bilirubine, les érythrocytes (ou le sang) et la densité.
2.3.2. Dosage de la créatinine (plasmatique et urinaire) et sa clairance

La créatinine sérique est dosée par une méthode colorimétrique de Jaffe (Bonsnes and Tausky,
1945) basée sur la réaction de I’acide picrique avec la créatinine en milieu basique formant un

complexe coloré rougeatre.

PH alcalin
Créatinine + acide picrique » complexe rougeatre

4

L’intensité de la coloration, directement proportionnelle & la concentration de créatinine dans
1’échantillon, est mesurée a 1’aide du spectrophotométre a 492 nm, la créatininémie est exprimée

en mg/l.

La clairance C d’une substance est le volume de plasma épuré de cette substance par unité de
temps, ainsi lorsqu’une substance est librement filtrée et éliminé exclusivement par le rein la

clairance est égale au débit de filtration glomérulaire (Bagshow et Bellemo., 2007).
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Le dosage de la quantité de créatinine excrétée, demande une collecte d’urine de 24 heures. La
quantité totale de créatinine dosée peut étre mise en relation avec la concentration plasmatique et

le temps de collecte, ce qui donne le volume de sang épuré de créatinine par unité de temps :

Clairance de la créatinine ml/min = Créatinurie (mg/l X Volume urinaire (ml)/Créatininémie (mg/l) X

la durée de collecte (min).

2.3.3. Détermination du taux plasmatique d’urée

Le dosage de l'urée a été réalise par la méthode enzymatique colorimétrique selon la fiche
technique du un kit Spinreact (Espagne).

L'urée dans I'échantillon est hydrolysée par I’uréase en ammonium (NH4") et en Dioxyde de
carbone (CO2). Dans un milieu alcalin, les ions ammonium réagissent avec le salicylate et
I'nypochlorite en présence de nitroprussiate pour former un indophénol coloré en vert selon les

réactions ci -dessous :

Urease
Urea +H 20 » (NH4"2 +CO-
Nitroprussiate
2 NH4" + Salicyllate +N.CLO » indophenol

L’intensité de la coloration est directement proportionnelle a la concentration de 1’urée dans

1’échantillon.
2.3.4. Mesure de I'activité enzymatique de la y -glutamyl transpeptidase urinaire

La gamma-glutamyl transférase (y GT) est une enzyme qui est présente dans quasiment tous les
tissus de I’organisme, elle apparait notamment dans le foie, le pancreas, les reins et la prostate. La
détermination des niveaux de gamma-glutamyl transférase (y GT) est la méthode la plus utile pour
diagnostiquer et traiter les maladies hépatobiliaires telles que I’obstruction hépatique, la cirrhose
ou les tumeurs hépatiques. La gamma-glutamyl transférase (y GT) catalyse le transfert d’un groupe
v -glutamyl de la y -glutamyl-p-nitroanilide au dipeptide accepteur glycilglycine, d’aprés la

réaction suivante :

L y -Glutamyl-3-carboxy-4-nitroanilide + Glycilglycine  yGT L y -Glutamyl-glycilglycine+

Acide 5-aminé-2-nitrobenzoique.

Le dosage de la y -glutamyl transpeptidase a été réalisé par la méthode cinétique selon la fiche
technique du Kit Spinréact (Espagne).
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2.4. Dosages tissulaires
2.4.1. Préparation de la fraction cytosolique

Nous avons préparé la fraction cytosolique selon la méthode décrit par (Igbal et al., 2003). Pour
cela, 0.5 g du rein sont coupés et homogeénéises avec trois volumes de tampon phosphate (0,1 M a
pH 7,4) contenant du KCI 1,17 %a I’aide du broyeur de DOUNCE, I’homogénat est centrifugé a
2000 tours pendant 15 min a 4°C pour éliminer les débris nucléaires ; le surnageant est ensuite
centrifugé a 9 600 tour/min) pendant 30 min a 4 °C. Le surnageant final est utilisé comme source

d’enzymes cytosoliques.

2.4.2. Dosage des protéines

Les protéines sont dosées selon la méthode de Bradford (1976). Cette méthode est basée sur un
dosage colorimétrique détectant le changement de couleur du bleu de Coomassie a 590 nm, apres
complexation avec les acides aminés aromatiques (tryptophane, tyrosine et phénylalanine) et les
résidus hydrophobes des acides aminés présents dans la solution. Le changement d'absorbance est

proportionnel a la quantité de colorant lié donc a la concentration en protéines dans I'échantillon.

Pour cela, Iml de Bleu de Coomacie a été ajouté & 25ul de ’échantillon dilués a 1/10°™. Ensuite
le mélange a été incubé a température ambiante pendant 15 min et la DO a été lue a 590nm. La
concentration en protéines a été détermine a partir d’une gamme étalon réalisé dans les mémes

conditions avec de 1’albumine sérique bovine (BSA) aux concentrations (0-1mg/ml).

2.4.3. Dosage du MDA cytosolique

Le dosage de malondialdehyde (MDA) a été réalisé selon la méthode décrit par Okhawa et al.,
(1979). Le principe de ce dosage est le suivant : le MDA réagit avec deux molécules de TBA (acide
thiobarbiturique) dans un milieu acide (pH 2 a 3) et a chaud 100°C pour donner un pigment coloré

en rose absorbant a 530 nm et extractible par les solvants organiques comme le n— butanol.

A 0.5ml de la fraction cytosolique nous avons additionné 0.5 ml d’acide trichloracétique (TCA)
20% etl ml d’acide thiobarbiturique (TBA 0.67%). Ensuit le mélange est chauffé a 100°C pendant
15 minutes, refroidi puis additionné de 4 ml de n-Butanol. Apres le mélange est centrifugé pendant

15 minutes a 3000 rpm, enfin la densité optique est déterminée sur le surnageant a 530 nm.
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Le taux du MDA est exprimé en n moles/g de protéines et elles sont déduits a partir d’'une gamme
étalon préparée dans les mémes conditions par utilisation d’une solution du tétra-etoxypropane
(TEP) qui donne aprés leur hydrolyse du MDA.

2.4.4. Dosage du glutathion (GSH)

Pour le dosage du GSH, nous avons utilisé la méthode colorimétrique d'Ellman (1959) utilisant le
réactif DTNB. Le principe de la réaction consiste en I'oxydation du GSH par le DTNB, ce qui
libere I'acide thionitrobenzoique (TNB) lequel a pH alcalin présente une absorbance a 412nm selon

la réaction suivant :

GSH + DTNB ————» GSTNB+TNB

Pour cela 50 pL du la fraction cytosolique sont diluées dans 10 ml de tampon phosphate (0,1 M,
pH=8). 20ul du DTNB (0.01 M) sont ajoutés a 3 ml du mélange de dilution, Aprés 15 min
d’incubation nous avons effectués la lecture de la densité optique & 412 nm contre un blanc préparé

dans les mémes conditions avec le TCA (5%).

Le taux du GSH est déduit a partir d’une gamme étalon de glutathion préparée dans les mémes

conditions que le dosage. Les résultats sont exprimés en m moles/mg de protéines.
2.4.5. Evaluation de I’activité des enzymes anti-oxydantes
2.4.5.1. Mesure de I’Activité enzymatique de GST

L’activité enzymatique de GST est déterminée selon la méthode de Habig et al (1974). Le substrat
utilisé est le Chloro-2-4-dinitrobenzéne (CDNB) préparé dans 1’éthanol 95°. L’enzyme a besoin
d’un second substrat pour étre active, additionné sous forme de glutathion. L’enzyme permet le
transfert du glutathion riche en électron (GSH=GS+H") sur le CDNB chargé positivement par

gain d’un proton : attaque électrophiles.

Pour le dosage de la GST, un mélange réactionnel contenant 1.7 ml du tampon phosphate (0,1M ;
pH 6.5) et 100ul de CDNB (20mM) est incubé a 37 C° pendant 10 minute. La réaction est
déclenchée par I’addition de 100ul de la fraction cytosolique, et de 100pl du glutathion (20mM).
La densité optique est lue a 340 nm pendant 5 min contre un blanc préparé dans les mémes
conditions avec du tampon phosphate. Les résultats sont exprimes en Ul/mg de protéines selon la
formule :

Enzyme (UI/ml) = [(AA340 / min test- AAsso / min blanc) / (Vt) (Fd)]/ [(9,6) (ve)].
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V1t : volume total (en millilitre) de 1’essai.
Fd : facteur de dilution.
9,6 : coefficient d’extinction millimolaire du glutathion-1-chloro-2,4- dinitrobenzene conjugué a
340nm.
Ve : volume (en millilitre) de I’enzyme utilisée.
Enzyme (Units/ mg de protéines) = Enzyme (units / ml) / Concentration des proteines (mg/ml).
2.4.5. 2.Mesure de I’Activité enzymatique SOD
L’activité enzymatique de la SOD est déterminée selon la méthode de Beauchamp et Fridovich
(1971). Cette activité enzymatique dépend de la capacité de I'enzyme a inhiber la réduction du
nitroblu-tetrazolium (NBT) par 1'anion superoxyde produit suite a la photoréaction de 1’oxygene
et de la riboflavine en présence d'un donneur I'électron comme la méthionine selon la réaction
suivante :
Photoréaction
Riboflavine + 02 ——»  Superoxyde

NBT + Oz - Formazon

A 2 ml du milieu réactionnel contenant (cyanide de sodium 102 M, solution du NBT 1,76x 10°
“M, EDTA 66x 102 M et la riboflavine 2 x 10°M), 5ul de la fraction cytosolique et 100ul de la
méthionine sont ajoutés. Apreés I’irradiation du mélange avec une lampe de 15 Watt pendant 10

mn, la DO est lue a 560nm.

% d’inhibition= (absorbance du control-absorbance de 1’essai) /absorbance du control x100
SOD Ul/ml=% d’inhibition x 6.35

Les valeurs sont exprimées en Ul/mg de protéine.

2.4.5.3. Mesure de I'activité enzymatique de la catalase

L’activité de la catalase a été déterminée selon la méthode décrite par Clairbone (1985). Le
principe est basé sur la disparition du peroxyde d’hydrogéne (H202) en présence de la source
enzymatique a 25° C. Un mélange constitué de 1ml du tampon phosphate (KH2PO4 0,1M,
pH=7,2), 0,950 ml du peroxyde d’hydrogéne (0,019M) et 0,025 ml de la source enzymatique est
prépare.

L’absorbance est mesurée a 240 nm chaque minute pendant 2mn. L’activité enzymatique est

exprimée en Ul /mg de protéine selon la relation suivante :

Ul /mg de protéine= (2,3033/T. logA1/Az) / concentration des protéines.
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Sachant que :
A1 : absorbance au temps Omn.
A : absorbance au temps 1mn.

T : intervalle de temps en mn.

2.5. Etude histologique

Au moment du sacrifice des animaux, un petit morceau de rein rincé de chaque lot est
immédiatement fixé dans le formol pour permettre la conservation morphologique des structures

tissulaires et cellulaires.

Pour la préparation des coupes histologiques, les Biopsies rénales sont préalablement déshydratées
par passage de chaque prélévement dans une série de bains d’alcool de concentration croissante.
L’imprégnation des tissus dans la paraffine a été effectuée grace a un distributeur automatique de
paraffine (Shander Citadel, 2000, thermo scientific, Germany). Les coupe des blocs de paraffine
effectués au microtome nous a permis de réaliser des coupes fines de 2 microns d’épaisseur. Les

coupes ainsi obtenues sont déposees et collées sur des lames en verre.

Les coupes histologiques sont déparaffinées au xylene et réhydratées dans des bains d’alcools de
concentration décroissantes. Pour permettre la mise en évidence des différents Structure tissulaire
et cellulaire, les coupes obtenues sont colorées par I’hymatoxyline/éosine ; technique de coloration
usuelle associant un colorant nucléaire hymatoxyline et un colorant cytoplasmique éosine. Enfin
I’examen au microscope optique permettant [’évaluation des changements pathologiques

tissulaires du rein.
2.6. Analyse statistique

Les résultats numériques et graphiques sont représentés sous forme de moyenne + écartype. Nos

résultats sont vérifiés par le test de student avec un seuil de signification supérieur a 95% (p<0.05).

(p>0.05), effet non significatif ns.
(p<0.05), designe effet significatif *.
(p<0.01), désigne effet trés significatif ** (comparaison avec le témoin) ou * (comparaison avec

le traite).
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Cette étude a pour but d’évaluer I’effet protecteur des polyphénols de la propolis contre la toxicité
rénale de 1’association EPI-DTX et ce via I’évaluation des paramétres sériques, de 1’état du stress

oxydatif et des altérations tissulaires rénales.

1. Etude phyto-chimique de la propolis
1.1. Teneur en polyphénols et en flavonoides

La quantité des polyphénols et des flavonoides totaux dans I’EPP, exprimée en mg EAG/g de

propolis et mg EQ/g de propolis respectivement, est illustrée dans le tableau 2 et la figure 18.
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flavonoides totaux mg/g EPP

polyphénols flavonoides

Figure 18. Teneur en polyphénols et flavonoides dans I’extrait de la propolis.

Nous avons constaté que la teneur en polyphénols de I’EEP est importante (528.75+6.46 mg EAG
/g de propolis), le taux de flavonoides totaux représente plus de 50% des polyphénols totaux avec

une concentration de 304.26+20.86 mg EQ/g de propolis.

Notre extrait semble étre riche en polyphénols et en flavonoides ce qui pourraient expliquer leur
forte activité anti-radicalaire obtenue in vitro ; car les composés phénoliques constituent une classe
d'agents antioxydants anti-radicalaires, chélateurs des métaux et piegeure de la production des
radicaux libres (Shahidi et al., 1992; Karamian et Ghasemlou., 2013).

Comparant nos résultats avec ceux obtenus par d’autres hauteurs (Karamian et Ghasemlou., 2013;
kebsa et al., 2014), on constate que ces teneurs différent d’un échantillon de propolis a 1’autre.
Cette différence dépende essentiellement de 1’origine de la propolis, la saison de la récolte, les
conditions climatiques et environnementales, la localisation géographique et les conditions de sa

conservation.
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1.2. Effet anti-radicalaire de I’extrait éthanolique de la propolis

L’¢évaluation du pouvoir anti-radicalaire de I’EPP aux concentrations 101,102,10°,10%,10° et
10® mg/ml repose sur le calcul du pourcentage de réduction du radical libre DPPH®.
La figure 19 montre les variations de I’effet scavenger de I’EPP et de la vitamine C a différentes

concentrations contre le radical libre DPPH®°.
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Figure 19. Pourcentage de réduction de réduction du radical DPPH® de I’EPP et de la vitamine C.

Nous avons constaté que 1’effet anti-radicalaire de I’EEP est concentration dépendant ; les
pourcentages de réduction sont (55.54%=z 1.91, 12.47%=0.25, 6.77%=+0.95, 3.80% + 1.21, 2.51%
+ 0.61, 1.89%= 0.08) aux concentrations 10%,102,103,10*,10° et 10® mg/ml respectivement.
Les mémes résultats sont enregistrés pour la vitamine C avec des pourcentages de réductions
(76.16%+5.90, 40.06%+5.38, 16.62%+3.31, 4.05%+2.58, 0.91%+0.31 et 0.48%zx0.07) aux
concentrations 102, 102, 1073, 104, 10 et 10°® mg/ml respectivement.

Aux concentrations 10° et 10° mg/ml, ’EPP présente un effet anti-radicalaire supérieure a celui
de la vitamine C, et un effet comparable a la concentration 104 mg/ml. Aux concentrations 102,
102 et 10" mg/ml, I’effet anti-radicalaire de 1’acide ascorbique est mieux (p<0.01) que celui de
I’EEP. L’ICso d' EEP et de la Vit C sont de 45.62 +0.47 mg/ml et 47.79+0.06 mg/ml

respectivement, ce qui donne un effet anti-radicalaire comparable.

Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par plusieurs auteurs travaillant sur la propolis de
Jijel ( Alyane et al., 2008 ; Lahouel et al ., 2010 ., Kebsa et al ., 2014). Cette forte activite anti-
radicalaire est expliqué par la richesse de la propolis en composés phénoliques (528.75+6.46 mg
EAG /g) et particulierement en flavonoides (304.26+20.86mg EQ/g). Il a également été signalé

qu'ils sont des donneurs d'’hydrogene efficaces et la position et le degré d’hydroxylation des
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composés phénoliques sont des propriétés excellentes de la capacité a piéger les ROS (Wange et
al., 2016). Selon (Ahn et al., 2009) ; la présence des polyphénols tels que le kaempférol. La
quercétine et le CAPE dans la propolis est associée a une tres forte capacité antioxydante.

2. Etude in vivo

L’évaluation de I’effet protecteur de 1’extrait de propolis contre la toxicité rénale de 1’association
(EPI-DTX) a été effectuée on se basant sur I’évaluation des paramétres de stress, des parameétres

sériques et la visualisation des changements tissulaires des coupes histologiques.
2.1. Observation du comportement des rats apres traitement

Dés les premiers jours de traitement par I’association de (DTX 75mg/m?- EPI 200mg/ m?) chez
les rats plusieurs symptomes ont été observés ils ont été perdus leurs poids avec apparition d’une
inflammation au niveau de la queue (Fig.20), leur activité a été réduite, leur démarche est devenue
lente. La mort d’un rat du lot traité par EPI-DTX vient de I’effet toxique de cette association
médicamenteuse. Aucun changement comportemental n’a été observé chez les rats témoins et les

rats prétraités par I’EEP.

Figure 20. Inflammation au niveau de la queue des rats traités par I’association par (DTX 75mg/m?-
EP1 200mg/ m?).
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2.2. Evolution pondérale des animaux sous ’effet des différents traitements

Les variations des poids (corporel et rénal) chez les rats a la fin des traitements par (DTX 75mg/m?-
EPI 200mg/ m?) seule ou en association avec la propolis & 25mg/kg sont illustrées dans le tableau
2 ci-dessous.

Tableau 2. Evolution pondérale corporels et rénale chez les rats traités par ((DTX 75mg/m?- EPI
200mg/ m?)) seule ou en association avec la propolis a 25mg/kg apres 21j.

Témoin EPI+DTX EPP+(EPI-DTX)
Poids corporel (g) 188+19.17 149.2+17 54** 184.2 + 23.11##
Poids des reins (g) 1.15+0.07 1.01+£0.1* 1.33+£0.21##

Au 21 jour du traitement Nous avons constaté une diminution trés significative (p<0.001) du poids
corporel des rats traités par 1’association DTX - EPI par rapport au témoin (188+19.179). Par
contre, une augmentation significative (p<0.001) chez le groupe prétraité par I’extrait éthanolique
de la propolis (184.2+23.11g) par rapport au groupe traité a été enregistreé.

Une diminution significative ((P<0.05) du poids des reins des rats traités par I’association DTX-
EPI au dernier jour (1.01+0.1g) par rapport aux rats témoins (1.15+0.07g) a été constaté. Par contre
nous avons enregistré une augmentation trés significative (p<0.01) chez le groupe prétraité par

I’extrait éthanolique de la propolis (1.16+£0.26g) par rapport au groupe traité (1.01+0.1g).

A la lumiere de nos résultats ; la diminution du poids corporel et du poids des reins chez les rats
traités par I’association de I’EPI et le DTX vient de ’effet toxique de cette association
médicamenteuse sur le fonctionnement des reins par rapport au groupe témoin. Ces résultats sont
en accord avec ceux obtenues par (Swamy et al., 2012 ; Periyasamy et al., 2014 ; Mansouri et al.,
2017) qui ont montré une diminution significative du poids corporel et du poids des reins apres
I’injection intraveineuse d’une dose unique 100 mg/kg de la doxorubicine chez les rats mal wistar
albinos alors que une diminution légere observée chez les animaux preétraités par I’extrait de la
propolis est due a I’effet préventif de 1’extrait éthalonique de la propolis. Ces résultats sont en
accord avec ceux rapportés par Nassar et al., (2016) qui montré que 1’extrait ethanolique de la

propolis (250 mg/kg) augmente le poids corporel des rats traités par la doxorubicine a (25 mg/kg).
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2.3. Evaluation des paramétres biochimiques

2.3.1. Evaluation de la Chimie des urines

Les résultats de la chimie des urines sont représentés dans le tableau 3 ci-dessous.

Tableau 3. Chimie des urines sous effet du traitement par association (DTX 75mg/m*- EP1 200

mg/ m?) seule ou en association avec ’EEP (25mg/kg).

Biliru- Urobilino | Céto- Glucose Proteines Sang Nitrite pH Den- Leuco-
bine - géne nes (mmol/l) (gl (RBC/ sité cytes
(umol/l) | (umol/l) ul) WBC/
ul
24heures
Témoin - - - - +30 - Traces | 7 1.02 |-
DTX+EPI | - - - +++300 | ++50 | Traces | 8 1.02 |-
EPP+ - - - - Traces - Traces | 6.5 | 1.00 | -
(DTX-
EPI)
14jours
Témoin - - - - +30 - Traces | 7 1.02 |-
DTX+EPI | - - - - +++ ++ - 8 1.02 -
300
EPP+ - - - - Traces - - 6.5 | 1.02 -
DTX-EPI
21jours
Témoin | - - - - +30 - Traces | 7 1.02 |-
DTX+EPI | - - - - ++++ ++50 | Traces | 6.5 | 1.02 | -
1000
EPP+ - - - - +30 - - 7 1.02 |-
DTX-EPI

Une apparition de protéinurie (+++300g/l), sang (++50 RBC/ul), avec une augmentation du pH
(=8) au premier jour et au 14°™ jour du traitement chez les rats traités par ’EPI-DTX comparés
au groupe témoin (protéinurie (+30g/l) ; sang (-) ; pH=7 respectivement). Le prétraitement par
I’extrait éthanolique de la propolis a normalisé le taux de protéines a (traces) avec une disparition

du sang, et diminution du pH (6.5).

Au 21 jour de traitement, on a constaté une haute augmentation de protéinurie (++++10000g/l),
avec une apparition de sang (++50 RBC/ul)) et diminution du pH (6.5) chez les rats Traités par
(PEPI-DTX) comparé au groupe témoin (protéinurie +30g¢/l; sang (-); avec un pH =7)
respectivement. Le groupe prétraité par I’EEP a montré des valeurs négatives de sang avec une

normalisation de pH a 7.

La protéinurie a émergé ces derniéres années comme un des principaux facteurs de risque pour la
progression de la maladie rénale.

La protéinurie est la cause la plus fréquente de I’atteinte glomérulaire. L’augmentation des taux
de la protéinurie apres traitement par I’EPI-DTX résulte d’une fuite de protéines plasmatiques a

travers un Barriéere de Filtration Glomérulaire I1ésée. Les mécanismes de réabsorption tubulaires sont
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saturés et I’albumine et d’autres protéines apparaissent alors dans les urines. L’atteinte tubulaire

résulte d’un défaut de

Réabsorption tubulaire de protéines plasmatiques de bas PM qui sont normalement filtrées, puis
réabsorbées et métabolisées par les cellules épithéliales tubulaires (Issaza et al., 2012).

Dans la présente étude, la chimie des urines révéle la présence de sang apres traitement par
I’association de (EPI - DTX), ce dernier permettant parfois de trouver 1’origine de 1’hématurie.
Des globules rouges dysmorphiques et des cylindres hématiques sont associés a une atteinte
glomérulaire. En effet, lorsqu’il y a des dommages, les glomérules laissent filtrer des globules
rouges et des protéines. Les globules rouges sont alors déformés lors de leur passage a travers la
paroi glomérulaire et prennent une apparence anormale (dysmorphiques). Des cylindres contenant
des globules rouges (hématiques) se forment ensuite dans les tubules des reins et sont éliminés
dans I’urine (Pelletier, 2014).

Cependant apres prétraitement par la propolis, nous avons constaté une disparition des protéines
et de sang dans les urines. Ceci refléte I’effet préventif de la propolis contre les dommages

tissulaires induits par 1’association (EPI-DTX).
2.3.2. Evaluation de la créatinine plasmatique

La créatinine sérique est un marqueur le plus sensible de la néphrotoxicité impliquée dans le
diagnostic d'une insuffisance rénale (soltana et al., 2012).

La figure 21 a illustré les variations des taux de la créatinémie chez les rats traités par (DTX

75mg/m?- EP1 200mg/ m?) seule ou en association avec I'EEP & 25 mg/kg.

Nous avons remarqué une augmentation non significative (P>0.05) des taux de la créatinine
plasmatique chez le groupe traité par EPI-DTX (4.89+ 0.41mg/l) au bout de 24 heures par rapport
au groupe témoin (4.48 + 0.35mg/l). Une augmentation trés significative (P<0.01) a été enregistré
jusqu’au 14°™M et au 21°™ jour ( 5.64 +0.22 mg/l et 5.73+ 0.09 mg/I) respectivement. Par contre
nous avons enregistré une diminution trés significative (P<0.01) de la concentration de la
créatinine plasmatique chez les animaux prétraités par la propolis au temps 24heures, 14jours et

21jours (3.99 +£0.37, 4.34+0.15et 5.28+ 0.16mg/l) respectivement par rapport au groupe traite.
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Figure 21. Variation des taux de créatinine plasmatique aprés administration de (DTX 75mg/m?- EPI
200mg/ m?) seule ou en association avec I'extrait de propolis 25 mg / kg.

Les résultats sont exprimés en moyenne * écart type. Test de Student : comparaison faites entre le groupe traité par
EPI-DTX et le témoin : p>0.05 dissigne un effet non significatif . *P <0.05 désigne un effet significatif ; **P<0.01
désigne un effet tres significatif. Groupe prétraité comparé au groupe traité par EPI-DTX : *P<0.05 désigne un effet
significatif. ##*#P<0.001 désigne un effet hautement significatif.

Les dommages aux reins induits par 1’association (EPI-DTX) se manifestent par une élévation de
niveaux de créatinine plasmatique par rapport au groupe témoins. Nos résultats sont en accord
avec ceux précédemment rapportés (Wu et al., 2017) qui ont montré que, I’injection de
I’épirubicine a une dose de 15 mg/kg provoquait une augmentation du taux de la créatinine
plasmatique. (Ray et al., 2012) ont constaté que, chez des rats males de souche Wistar albinos,
I’injection de la doxorubicine a une dose de 12 mg/kg provoquait une augmentation du taux de la
créatinine qui sont dues a des lésions au niveau du parenchyme rénale. De méme mohan et al.,
(2010) ont eux aussi enregistré des résultats similaires qui signifient une altération de la filtration

glomérulaire.

Dans notre étude, nous avons constaté que 1’administration orale de 1’extrait ethanolique de la
propolis d’une dose journaliére de 25mg/kg a permi de protéger les rats contre la néphrotoxicité
induite par EPI-DTX, encore mieux, elle a méme permis de diminuer le taux plasmatique de la
créatinine par rapport aux traités. Ces résultats sont en accord avec ceux publiés par Lahoul et al,.
(2010), qui ont constaté que I’administration orale de I’extrait éthanolique de la propolis a une
dose de 100 mg / kg a provoqué une diminution significative de la concentration de la créatinine
plasmatique. Nous avons rapporte que les flavonoides de la propolis protége les tissus du foie et

du cceur chez les rats traités avec les médicaments anticancéreux (Alyane et al., 2008) et nous
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avons émis I'hypothése que I'effet protecteur des flavonoides pourrait étre di a leur capacité a

capturer et a désactiver les radicaux libres.
2.3.3. Evaluation de la clairance de la créatinine plasmatique

L’augmentation de la créatininémie témoigne d’une diminution du débit de filtration glomérulaire

(DFG), et donc par définition d’une insuffisance rénale (Hertig et d’Ythurbid, 2012).

La figure 22 montre les variations des clairances de la créatinine chez les rats traités par (DTX

75mg/m?2- EPI 200mg/ m?) seule ou en association avec 1’extrait de la propolis a 25 mg/kg.
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Figure 22. Variation des clairances de la créatinine plasmatique aprés 24 de ’administration par (DTX
75mg/m? EPI1 200mg/ m?) seule ou en association avec I'extrait de propolis 25 mg / kg.

Les résultats sont exprimés en moyenne * écart type. Test de Student comparaison faites entre le groupe traité par
EPI-DTX et le témoin : (p>0.05). *P <0.05 désigne un effet significatif. Groupe prétraité comparé au groupe traité
par EPI-DTX : #*P<0.05 désigne un effet significatif.

Nous avons constaté une diminution significative (P<0.05) de la clairance chez les animaux
recevant I’EPI-DXT par rapport au témoin (0.87 £ 0.08ml/mn). Elle est observée des 24heures du
traitement traduisant la réduction de la filtration glomérulaire. Par contre les animaux prétraités
par I’extrait de propolis montrent une augmentation significative (P<0.05) de la clairance (0.90+
0.08 ml/mn) par rapport au groupe traité (0.78 + 0.01ml/mn).

L’augmentation de la créatinine plasmatique chez les rats traité par (EPI-DTX) est confirmée par
la diminution de la clairance plasmatique ce qui suggére que le débit de la filtration glomérulaire
a été clairement réduit, et permet d’expliquer une réduction du volume de plasma épuré par minute
nous résultats sont similaire a ceux rapporté par Raguenez et al., (1988) qui montre une

diminution de la clairance de la créatinine chez les rat apres traitement par (ADR-CCNU ) . Ceci
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reflete une toxicité rénale accrue et 1’incapacité du rein a éliminer les produits de dégradation du
métabolisme azoté et menace 1’¢quilibre acido-basique, hydro-électrolytique et hormonal (Hertig
et d’Ythurbid, 2012).

Par contre le prétraitement par la propolis nous avons constaté une augmentation de la clairance
de la créatinine par rapport au traité qui signifie I’effet protecteur de la propolis contre les dégats

tissulaire induit par EPI -DTX aux niveaux des reins.
2.3.4. Evaluation de I’urée plasmatique

Des niveaux accrus d’urée plasmatique ont été signalés a la fois en cas une toxicité rénale induite
par ’EPI-DTX. Comme une paire de biomarqueurs sensibles dans les lésions rénales et des

dommages glomérulaire ( Ihab Tala tet al ., 2009) .

Les variations des taux d’urée plasmatique chez les rats traités par (DTX 75mg/m?- EPI 200mg/
m?) seule ou en association avec la propolis (25 mg/kg) sont représentés dans la figure 23 ci-

dessous.
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Figure 23. Variations des taux d’urée plasmatique aprés administration (DTX 75mg/m?- EPI 200mg/
m?) seule ou en association avec I'extrait de propolis 25 mg/kg.

Les résultats sont exprimés en moyenne * écart type. Teste de student : comparaison faites entre le groupe traité par

EPI-DTX et le témoin : (p>0.05). *P <0.05 désigne un effet significatif ; **P<0.01 désigne un effet trés significatif.

Groupe prétraité comparé au groupe traité par EPI1-DTX : (ns) désigne un effet non significatif *P<0.05 désigne un
effet significatif.

Nous avons constaté une augmentation significative (P<0.05) des taux d’urée plasmatique chez le
groupe traité par (EP1-DTX) par rapporte au groupe témoins. Vingt-quatre heures apres l'injection.
La concentration de I’urée atteignait 0.44=+ 0.06 g/l chez les rats traités contre (0.32+ 0.04g/1) chez

les témoins et augmentait progressivement jusqu'au 21™ jour de fagon trés significative (P <0,01).



Résultats et Discussion

Le prétraitement par la propolis a montré une diminution significative (P<0.05) des taux d’urée
plasmatique au temps 14 et 21 jours (0.37£0.04, 0.49%+ 0.04g/l) respectivement contre
(0.46%0.06,0.63+ 0.12 g/1) chez les rats traités par 1’association (DTX-EPI).

Dans notre étude, nous avons montré une augmentation significative dans la concentration de
I’'urée plasmatique, chez le groupe des rats traités avec I’EPI-DTX comparativement au groupe
témoin. Ces résultats est similaire avec Rashid et al., 2013 qui reflete une augmentation de I’urée
plasmatique apres 1’injection d’une dose unique de doxorubicine (40mg/kg) En outre, Les niveaux
accrus de ces marqueurs de néphrotoxicité dans le plasma et la chute subséquente du tissu peuvent
étre dus a la fuite de ces enzymes cytosoligques dans le systeme circulatoire résultant d'un dommage
de la membrane rénale lors de I'administration de EPI-DTX. Ceci est révelateur de I'apparition
d'un endommagement cellulaire rénal, d'une dysfonction rénale et d'une perturbation de la
biosynthese de ces enzymes, avec une altération de la perméabilité de la membrane ( Sultana et al
., 2012)

Par contre, les rats administrés avec de la propolis ont montré une diminution des taux d’urée dans
le plasma par rapport aux rats traités par (EPI -DTX). Ceci refléte 1’effet protecteur de la propolis
contre les dommages tissulaires induits par les deux anticancéreux (EPI-DTX). La propolis ont la
capacité de corriger les atteintes causées par 1’association EPI-DTX via leur activité antioxydante

permettant de neutraliser les métabolites toxiques provoqué par ( EP1 -DTX)
2.3.5. Evaluation de I’activité enzymatique de la gamma-glutamyl transpeptidase urinaire

Les enzymes urinaires peuvent également fournir des informations sur la progression et la
récupération des dommages rénaux car l'activité des enzymes varient en fonction de la maladie
rénale (Clem ,1998)

Les variations de I’activité de la gamma-GT urinaire (y GT) chez les rats traites par (DTX
75mg/m?- EP1 200mg/ m?) seule ou en prétraitement avec la propolis (25 mg/kg) sont représentées

dans la figure 24 ci-dessous.
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Figure 24. Variation de I'activité enzymatique de la gamma-glutamyl-transpeptidase urinaire apres
administration (DTX 75mg/m?2- EP1 200mg/ m?) seule ou en association avec I'extrait de propolis 25
mg/kg.

Les résultats sont exprimés en moyenne * écart type. Teste de student : comparaison faites entre le groupe traité
par EPI-DTX et le témoin : (ns) désigne un effet non significatif *P <0.05 désigne un effet significatif ; **P<0.01
désigne un effet trés significatif. Groupe prétraité comparé au groupe traité par EPI-DTX : #P<0.05 désigne un effet
significatif.

L'augmentation de la gamma-glutamyl transpeptidase (y GT) urinaire a été utilisée comme
indicateur sensible des dommages aux tubules rénaux proximaux (Pedraza-Chaverri et al., 1995 ;
lahoul et al., 2010).

Au temps 24 heures et 14 jours aprés le traitement par EPI-DTX, nous avons constaté une
augmentation non significative (P>0.05) de l'activité enzymatique de la y GT urinaire, alors
qu’une augmentation trés significative (P<0.01) a été enregistrée au 21°™  jour par rapport au
témoin (200.43+ 59,85 U/l et 523.75 + 118.78 U/I) respectivement. Cette activité a été diminué
significativement (P<0.05) chez les rats prétraités par I’extrait éthanolique de la propolis a 25
mg/Kg par rapport aux groupe traité par les anticancéreux seuls (523.75 + 118.78U/1, 213 + 79U/1)

respectivement.

Le traitement des rats par EPI-DTX augmente de fagon significative 1’activité de la y-GT urinaire
par rapport au groupe témoin. Nos résultats sont en accord avec ceux apportés par (lahoul et al.,
2010) qui montre une augmentation de ’activité de la y-GT urinaire chez les rats recevant la
doxorubicine a une dose unique (10 mg/kg) serait due a une altération de la bordure de la brosse

rénale et ceci découle de la toxicité rénale des médicaments.

Le traitement par la propolis diminue significativement I’activité de y GT urinaire et permis aussi
de minimiser les dégats tissulaires entrainé par I’EPI -DTX au niveau du rein. Nos résultats sont

similaires a ceux de ( Lahouel et al., 2010) qui refléte que I’extrait éthanolique de la propolis a une
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dose de (100mg/kg) provoquait une diminution de 1’activité de la y GT urinaire chez les rats

recevant la doxorubicine (10mg/kg).

2.4. Evaluation des parameétres du stress oxydant rénale

2.4.1. Evaluation de la peroxydation lipidique

La peroxydation des lipides est le processus de dégradation par oxydation des acides gras
polyinsaturés. Son apparition dans les membranes biologiques provoque une diminution de la
fonction de la membrane, une intégrité structurelle réduite, une diminution de la fluidité et une
inactivation d'un certain nombre d'enzymes liées a la membrane et de récepteurs de protéines
(Alyane et al., 2008) il y a beaucoup de travaux qui ont montré que la péroxydation lipidique joue
un role critique dans la toxicité rénale induite par les radicaux libres, donc elle a été utilisée comme
un indicateur sensible de cytotoxicité induite par les oxydants (Hickey et al., 2000). Le MDA
tissulaire, comme produit final de la cascade lipopéroxydative, est reporté pour étre un marqueur

fiable de la péroxydation lipidique (Camkur et al., 2017) .

La figure 25 montre les variations des taux de MDA cytosolique des rats traités par (DTX
75mg/m?2- EPI 200mg/ m?) seule ou en association avec 1’extrait éthanolique de la propolis a 25

mg/ kg.
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Figure 25. Variation des taux du MDA cytosolique rénal aprés administration (DTX 75mg/m?- EPI
200mg/ m?) seule ou en association avec I'extrait de propolis a 25 mg/kg.

Les résultats sont exprimés en moyenne + ecart-types. Test de Student: comparaisons faites entre le groupe traité par
EPR- DTX et le témoin : « p<0.001 désigne un effet hautement significatif. Group prétraité comparés au groupe
traité par EPR- DTX : #p<0.001 désigne un effet hautement significatif.

Nous avons constaté une augmentation hautement significative (p<0.001) du taux de MDA
cytosolique des rats traités par I’EPI-DTX comparé au groupe témoin (85.02 +15.13nmol /g de
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proteines contre 29.79+ 2.36 nmole/g de proteines). Le prétraitement par 1’extrait de la propolis a
provoqué une diminution hautement significative (p<0.001) du taux de MDA (30.22 + 2.08
nmole/g de proteines) par rapport au groupe trait¢ par ’EPI -DTX (85.02 +15.13nmol /g

proteines).

L’augmentation des taux du MDA est un indicateur de la toxicité rénale de I’association EPI -DTX
qui est probablement due a la surproduction de ROS et ou a la déplétion des systemes antioxydants
; le déséquilibre entre la production de ROS et le systtme antioxydants peut provoquer la
peroxydation lipidique. Ces résultats sont en accord avec ceux de Tabaczar et ses collaborateurs
(2013) qui ont montré que le traitement par la DOX (10 mg/kg) en association avec la DTX (7.5
mg/kg) augmente de facon significative le taux de MDA. (Pienigzek et al., 2013), ont enregistré
des résultats similaires ; la combinaison DOX-DTX (10mg/kg) provoque I’augmentation de
TBARS au niveau rénal. Ces résultats sont en accord avec ceux (Altinas et al., 2014) et Wu et al.,
(2017).

Le prétraitement par la propolis diminue le taux de MDA, cette diminution est di a I’effet
scavenger des polyphénols de la propolis ou a la capacité de réduire le taux de ROS et d’augmenter
les capacités anti-oxydantes tissulaires. Nos résultats sont similaires a ceux obtenus par (Boutabet
et al., 2011) ; le prétraitement par la propolis a 100 mg / kg par voie orale avant administration
intraveineuse de la doxorubicine a 10 mg/kg 1V réduit significativement la péroxydation lipidique.
Tabaczar et al., (2013) montrent que le prétraitement par la quercétine avant 1’administration
DOX-DTX diminue considérablement les produits de la péroxydation lipidique et améliore le
systeme de défense antioxydant endogene.

2. 4. 2. Evaluation du taux de glutathion rénal

Les cellules disposent pour leurs protections contre les dommages induits par les réactions des
espéces réactives de 1I’oxygéne du glutathion (GSH) ; qui est un régulateur redox cellulaire majeur
et un antioxydant (Lavoie et al., 2017), il joue son rdle antioxydant en synergie avec les enzymes
antioxydants (Robaczewska et al.,2016). La réduction du niveau de GSH dans les tissus peut
entrainer des blessures péroxydatives et des dégats de la défense cellulaire contre les ROS
(Rachide et al., 2013).

La figure 26 illustre les variations des taux de GSH cytosolique des rats traités par (DTX 75mg/m?-

EP1 200mg/ m?) seule ou en prétraitement avec 1’extrait de la propolis 25 mg /kg.
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Figure 26. Variation des taux du GSH cytosolique rénal aprés administration de (DTX 75mg/m?- EPI
200mg/ m?) seule ou en association avec I'extrait de propolis 25 mg / kg.

Les résultats sont exprimés en moyenne + ecart types. Test de student : comparaisons faites entre le groupe traité
par EPR- DTX et le témoin : « p<0.01désigne un effet trés significatif. Group prétraité comparés au groupe traité
par EPR- DTX : #p <0.05désigne un effet significatif.

Les concentrations de glutathion ont été diminués significativement (p<0.01) chez les rats recevant
I’EPI-DTX (0.135 + 0.020 mmoles/mg de proteines comparée a celles du témoin (0.167 + 0.004
mmoles/mg de proteines). le taux de GSH augmente significativement (p <0.05) chez les animaux
prétraités par I'extrait éthanolique de la propolis (0.193+0.036 mmoles/mg de protéines) comparée

a celle de groupe traité par les anticancéreux seules.

Dans cette étude, les résultats ont révélé une déplétion significative du GSH rénal chez les rats
traités par I’EPI-DTX par rapporte a ceux des témoins. Cette diminution est essentiellement due a
I'effet toxique des métabolites réactifs des medicaments qui sont fixés et neutralisés par ce systeme
de détoxification, ce qui entraine une diminution des concentrations de GSH, ou a une dégradation
du GSH par la gamma-glutamy! transpeptidase. Nos résultats sont similaires a ceux de (Tabaczar
etal., 2013 ; Pienigzek et al., 2013). Qui ont montré une déplétion des taux de GSH des rats traités
par I’association anticancéreuse (DOX-DTX). Hung et al., (2015).

Le prétraitement par la propolis augmente significativement la réserve en GSH ce qui montre
I’effet protecteur de la propolis contre la déplétion de GSH induite par I’EPI et le DTX. Cette
augmentation des taux de GSH est due a I’induction de sa synthese et/ou a sa régénération. L’effet

piégeurs et neutralisant des flavonoides de la propolis pour les métabolites toxiques des

Anticancéreux peut expliquer le maintien des taux de GSH. Ces données peuvent expliquer l'effet
préventif des flavonoides de propolis . Ce résultat est en accord avec ceux ( Injac et al., 2008).
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Autres études montre que la quercétine améliore les taux de GSH (Tabaczar et al., 2013 ; Kebsa et
al., 2015).

2. 4. 3. Evaluation de ’activité des enzymes antioxydantes
2.4.3.1. Evaluation de I’activité enzymatique de la GST

Glutathione S — transferase (GST) est une enzyme qui joue un réle important dans la réduction des
radicaux libres oxygénés (Wu et al., 2017), elles inactivent les composés électrophiles toxiques et
les produits de la péroxydation lipidique en les conjuguant au glutathion (Desmots et Guillouzo.,
2000). La GST protege les cellules contre les effets néfastes des xénobiotiques en catalysant la

conjugaison de composés endogéenes et exogenes avec le glutathion (koul et al., 2013).

La figure 27 représente les valeurs de ’activité enzymatique de la GST dans le tissu rénal aprés

traitement par I’association d’épirubicine et docétaxel seule ou en prétraitement par la propolis.
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Figure27. Variations de Uactivité enzymatique de la GST rénale aprés administration de (DTX 75mg/m?-

EPI 200mg/ m?) seule ou en association avec I'extrait de propolis 25 mg/kg.

Les résultats sont exprimés en moyenne + ecart types. Test de student : comparaisons faites entre le groupe traité
par EPR- DTX et le témoin : » p<0.05désigne un effet significatif. Group prétraité comparés au groupe traité par
EPR- DTX : #p <0.01désigne un effet trés significatif.

L’association de (EPI- DTX) a inhibé¢ significativement (p<0.05) I’activité de la GST, cet activité
enzymatique atteint (6.71+ 0.86 Ul/mg de protéines contre 8.25+0.15 Ul/mg) de protéines chez
les rats Témoins. Par ailleurs le prétraitement des animaux par I’extrait de propolis (25 mg/kg/jour)
pendant Sjours a amélioré de fagon trés significative (p<0.01) I’activité enzymatique antioxydante

de la GST qui atteint8.72+1.30 UIl/mg de protéines par rapport au group recevant EP1 -DTX.

La déplétion en GST est due a une repense adaptative au stress oxydant provoqué par la présence

des anticancéreux (EPI et DTX), qui induisent eux-mémes une surproduction de ROS, le
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mécanisme de détoxification assuré par la GST facilitant la conjugaison du GSH avec les oxydants
toxiques, est augmenté par 1’élévation du GSH (Chen et al., 2008). Nos résultats sont en accord
avec ceux rapportés par wu et al., (2017) qui révelent une diminution de ’activité de la GST chez

les rats recevant I’EPI a une dose unique 15 mg/kg.

Le prétraitement par la propolis a amélioré 1’activité enzymatique de la GST cela est di
essentiellement a I’effet piégeur de la propolis contre les radicaux libres et a la régénération et au
maintien des taux de GSH (Benghadouer et al., 2008; Kebsa et al., 2014).

2.4 .3.2. Evaluation de I’activité enzymatique de la SOD

La superoxyde dismutase (SOD), la premiére ligne de défense contre les radicaux libres, converti
I’anion superoxyde en H202, en formant des produits neutres O2 et H,O (Surapaneni et Jainu,
2014). La SOD est largement distribué dans toutes les cellules et posséde un réle de protection
important contre les lésions oxydatives induites par les ROS ou les métabolites toxiques des

xénobiotiques et des medicaments (Rashid et al., 2013).

La figure 28 représente 1’activité enzymatique de la SOD dans le tissu rénal apres traitement par

(DTX 75mg/m?- EP1 200mg/ m?) seule ou en prétraitement par I’EEP a 25 mg/kg pendant Sjours.

Chez les rats traités par 1’association EPI-DTX, on constate une diminution non significatif
(p>0.05) de I’activité enzymatique de la SOD atteint 101.95+48.02 Ul/mg de protéines contre
202.05+49.83U1/mg chez les rats témoins. Par ailleurs le prétraitement des animaux par 1’extrait
de propolis (25 mg/kg/jour) associés avec I’EPI - DTX, entraine une augmentation significative (p
<0.05) de I’activité enzymatique de la SOD atteint 271.71+73.97 Ul/mg par rapport au group
recevant EPI-DTX.
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Figure 28. Variations de activité enzymatique de la SOD rénale aprés administration (DTX 75mg/m?-

EPI 200mg/ m?) seule ou en association avec I'extrait de propolis 25 mg/kg.

Les résultats sont exprimés en moyenne + ecart types. Test de student : comparaisons faites entre le groupe traité
par EPI- DTX et le témoin : ns p>0.05désigne un effet non significatif. Group prétraité comparés au groupe traité
par EPI-DTX : #p <0.02désigne un effet significatif.

La diminution de I’activité enzymatique de la SOD sous I’effet du traitement par I’EPI-DTX, peut
étre expliqué par la production excessive de I’anion superoxyde suite au traitement combiné des
deux anticancéreux. Des études in vivo, dans lesquelles le systéme antioxydant enzymatique a été
étudié ont montré la diminution de 1’activité de la SOD, Tabaczar et ses collaborateurs, (2013) ont
montré que 1’association (DOX-DTX) conduit a une déplétion importante de ’activité de cet
enzyme. Altinase et al., (2014) ont montré également que 1’utilisation de DTX en monothérapie
entraine une diminution de la SOD, les mémes résultats obtenus par Wu et al ., (2017) montrant
qu’ une injection de I’EPI a une dose unique de 15 mg/kg diminue significativement I’activité de

la SOD.

Le prétraitement des animaux par 1’extrait de la propolis a la dose de 25mg/kg pendant Sjours
avant I’injection des deux anticancéreux, permet de conserver 1’activité de la SOD aux valeurs
normales. Ces résultats expliquent les propriétes anti-oxydantes des polyphénols de la propolis.
Sur la base de plusieurs rapports scientifiques, Tabaczar et ses collaborateurs, (2013) ont constaté
que la quercétine améliore ’activité de la SOD. Ce qui suggérent que la quercétine pourrait
protéger les constituants du plasma sanguin contre les dommages d’oxydation provoqués par
I’association de DOX et DTX. Kebsa et al., (2014) ont montré aussi que le prétraitement par la
propolis a (100mg/kg ) augmente 1’activité de la SOD et d’autres enzymes anti-oxydantes et réduit

la toxicité hépatique de la doxorubicine.
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2.4.3.3. Evaluation de I’activité enzymatique de la catalase

La catalase est une enzyme anti-oxydante connue par la capacité de dégrader le peroxyde
d'hydrogene (H20.) en eau et en oxygene et la protection des cellules contre les effets toxiques de
ROS (Pieniazek et al., 2013; Vatsyayan., 2016).

La figure 29 illustre I’effet de la propolis sur I’activité enzymatique de la catalase chez des rats
traités par (DTX 75mg/m?- EPI 200mg/ m?) seules ou en association avec 1’extrait de propolis
(25 mg / kg).
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Figure 29. Variations de Iactivité enzymatique de la catalase rénale aprés administration de (DTX
75mg/m?- EP1 200mg/ m?) seules ou en prétraitement par I'extrait de propolis (25 mg/kg/j) pendant
5jours.

Les résultats sont exprimés en moyenne + ecart types. Test de student : comparaisons faites entre le groupe traité
par EPI- DTX et le témoin - *p<0.05 désigne un effet non significatif. Group prétraité comparés au groupe traité
par EPR- DTX : ##p<0.01désigne un effet significatif.

Une diminution significative (p<0.05) des activités de la catalase dans le tissu rénal des rats
recevant (I’épirubicine- Taxotére) atteint (0.014 £ 0.010 Ul/mg de proteines) par rapport a celle
mesurée chez le groupe témoin (0.126 + 0.007 Ul/mg de proteines). Le prétraitement des rats par
I’extrait de propolis a montré une élévation tres significative (p<0.01) de I’activité de cette enzyme
qui atteint (0.032+0.007Ul/mg de protéines) par rapport au groupe traité par les anticancéreux

seules.

Dans notre étude, la diminution de I’activité de la catalase est peut-étre due a la destruction de
cette enzyme suite a une production intense des radicaux libres par le traitement associé des deux

anticanceéreux. Nos résultats sont similaires a ceux obtenus par Pienigzek et al., (2013) qui ont
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montré une diminution de I’activité de la CAT aprés un traitement par 1’association (DOX-DTX)
a (10 mg/kg). Altinas et ses collaborateurs, (2014) ont montré une diminution de 1’activité de cette
enzyme chez le groupe recevant le DTX a la dose de 5 mg. kg™ . Les mémes résultats ont été
obtenus par wu et al., (2017) aprés traitement par I’EPI a (15mg/kg). Par contre le prétraitement
par I’extrait de la propolis a amélioré 1’activité enzymatique de la CAT. Plusieurs études suggerent
que la propolis améliore le systeme antioxydant par la diminution de la production de ROS et
I’augmentation de 1’activité enzymatique des enzymes anti-oxydantes y compris la catalase. Les
flavonoides de la propolis préviennent les dommages oxydatifs induis par les radicaux libres sur
les protéines et les acides nucléiques et de ce fait assurent le maintien de 1’activité de la catalase
rénale (Ulusoy et al., 2016). Kebsa et ses collaborateurs, (2014), ont montré également une

augmentation de I’activité de la catalase apres un prétraitement par la propolis a 100mg/kg.

2.5. Etude histologique

Les coupes histologiques des reins des animaux témoins (Figure 30) ont montré que le tissu est sain
et présente une morphologie normale du parenchyme rénale avec conservation nette des
glomérules et des tubules rénaux, structure vasculaire normale avec absence de congestion et

d’inflammation interstitielle.

Figure 30. Coupe histologique des reins issus de groupe Témoin (X40).

Par comparaison a la figure 30 , le traitement par EPI-DTX (figure 31) a révélé des altérations
morphologiques importantes,
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Figure 31. Coupe histologique des reins issus de groupe traité par (EPI1-DTX) (X 40).

A : hémorragies interstitielles (triangle) ; dilatation tubulaire (étoile), congestion glomérulaire (fleche).
B : nécrose au niveau tubulaire.

Le prétraitement par la propolis a permis de réduire significativement les changements histo-
pathologiques observés sous le traitement (EPI-DTX) (Figure 32).
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Figure 32. Coupe histologique des reins issus de groupe traité par EPP + (EPI-DTX) (X40).

La perte de la fonction rénale chez les rats souffrant d’un syndrome néphrotique induit par les

médicaments anticancéreux a été associe a des anomalies structurelles, tubulaires et glomérulaires.

Dans la présente étude, 1’étude histologique a révélé des changements variables au niveau de
parenchyme rénal chez les rats traités par I’EPI-DTX se traduit par des altérations
histopathologiques a savoir la dilatation des tubules rénaux, congestion tubulaire et nécrose
tubulaire par rapport aux rats témoins. Cette variation est liée au phénomene de stress oxydatif

induit par les deux médicaments anticancéreux (EPI-DTX) sur I’unité fonctionnelle du rein.

Nos résultats sont similaires a ceux déja obtenue par (Rachid et al., 2013) qui ont montés que le
traitement par la DOX seule par voie intra-péritonéale a une dose unique de 40 mg/kg a provoqué
des lésions glomérulaires, congestion et hémorragie interstitiel. Par contre le prétraitement par
I’extrait de la propolis montre une diminution significative des altérations histopathologies ceci
explique I’effet cytoprotecteur de I’EPP contre les dommages tissulaires induites par le traitement
anticancéreux.

2.6. Mécanismes pro-oxydant de (EPI1-DTX) et anti-oxydant et protecteur de la propolis

La toxicité rénale de I’EPI et DTX utilisés en monothérapie comme agents anticancéreux, a été
étudiée par plusieurs auteurs (Wu et al., 2017 ; Takimoto al., 2012), mais les mécanismes de la
toxicité rénale de 1’association (EPI-DTX) restent a élucider jusqu’ a nos jours. La propolis
possede un pouvoir antioxydant important et bien décrit par plusieurs auteurs (Alyane et al., 2008;
Lahoul et al., 2010; Kebsa et al., 2014; Teles et al., 2015) .

D’apres les résultats de notre étude nous pouvons proposer le mécanisme par lequel I’association
(EPI-DTX) intervient dans 1’induction du stress oxydatif rénal d’une part et d’autre part 1’effet
cytoprotecteur et antioxydant de la propolis. L’EPI (200mg/ m?) et le DTX (75mg/m?) administré

en combinaison par voie intraveineuse, conduisent a la formation des métabolites réactifs et a la
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production des ROS suite a leur métabolisation, menant de ce fait a I’augmentation de la
consommation des molécules de défense antioxydante comme le GSH ce qui a comme
conséquence l’oxydation des groupement thiols des protéine en particulier des enzymes
antioxydantes comme la GST qui fonctionne en synergie avec le GSH , cela peut également étre
responsable de I'augmentation de la LPO et libération massive de MDA . L’augmentation de LPO
est associée a une diminution de I'activité SOD qui ne pouvait pas éliminer complétement I'anion
superoxyde produit lors d'un processus métabolique normal. Cet anion superoxyde peut lui-méme
provoquer l'initiation et la propagation de la péroxydation lipidique (Somani et al., 2000; Garg et
al., 2009). En outre, la diminution de l'activité de la CAT chez peut étre due a I'excés de radical
anion superoxyde en raison d'une réduction de l'activité de SOD (Mishra et al., 2013). Ce
désequilibre de la balance pro-oxydant-antioxydant que I’EPI et le DTX provoquent se traduit au
niveau tissulaire par des altérations histopathologiques a savoir les changements dégénératifs des
glomérules et les dilatations tubulaires.

L’extrait éthanolique de la propolis a montré une forte activité anti-oxydante ainsi qu’un effet
protecteur puissant contre la toxicité rénale de 1’association EPI-DTX, et ce a travers sa capacité a
piéger les radicaux libres, de plus EEP protégent les membranes cellulaires soit par la réduction
des taux de ROS ou la réduction des ions Fe *2 et de ce fait I’inhibition de la réaction de Fenton et
de la péroxydation des lipides. Des études récentes montrent également que la propolis est capable
d'arréter les réactions radicalaires par inhibition de I'anion superoxyde, du radical hydroxyle et de
la production des peroxydes et d’augmenter les capacités antioxydants tissulaires et donc le
maintien de 1I’équilibre entre pro-oxydants et antioxydants. Grace a ces mécanismes la propolis
joue un réle important comme puissant antioxydant et assure ainsi la protection des fonctions

rénales contre la toxicité de ’association EPI-DTX.
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Notre étude portée sur 1’évaluation de I’effet de la propolis contre la toxicité rénale de

I’association (EPI. 200mg/m75mg/m?-DTX. 75mg/m?) a montré que :

La propolis de Kaous utilisée est trés riche en polyphénols et en flavonoides et présent une

forte activité antiradicalaire et concentration dépendante contre les radicaux DPPH°®.

L’association (EPI-DTX) est cytotoxique pour le rein sur le plan biochimique se traduisant
par I’augmentation de la créatinine, de 1’urée plasmatique et de la y -glutamyl -transpeptidase
urinaire. cet association induit également un stress oxydant rénal exprimé par un déficit des
systéemes antioxydants enzymatiques et non enzymatiques avec une augmentation de la
péroxydation lipidique. Ceci est confirmé par I’apparition des modifications tissulaires
séveres au niveau rénal sous forme de congestions glomérulaire, gonflement cellulaire et

dilatation tubulaires.

Le prétraitement par la propolis a permis la mise en évidence d’un effet préventif contre la
néphrotoxicité de I’association (Epirubicine -Docétaxel) et ce par le maintien des taux de la
créatinine, de I'urée et de la y -glutamyl -transpeptidase aux niveaux cellulaires normaux. La
propolis permet également le renforcement des systéemes antioxydants enzymatiques (CAT,
GST, SOD) et non enzymatiques (GSH). Elle protége les membranes contre les effets des
ROS par inhibition de la péroxydation lipidique et réduction des taux du MDA. Conduisant de

ce fait a la réduction des dommages tissulaires issu de 1’association (Epirubicine -Docétaxel).

Il ressort clairement de notre étude, que la propolis exerce par son pouvoir antioxydant un

effet préventif contre la toxicité rénale causée par 1’association EPI-DTX.

Néanmoins, des études complémentaires plus approfondies sont nécessaires pour mieux
comprendre les mécanismes moléculaires de ’effet protecteur et d’identifier les molécules

bioactives de 1’extrait de propolis responsables de ces effets.
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Effet des polyphénols de la propolis contre la toxicité rénale de I’association (Docetaxel—
Epirubicine)
Résumé

L’épirubicine et le Docetaxel sont parmi les médicaments les plus actifs pour le traitement du cancer du sein d’une part,
néanmoins ils provoquent de trés graves dommages rénaux, surtout en cas d’association. Leur toxicité est due
essentiellement aux dommages oxydatifs liés a la formation des espéces réactives de 1’oxygéne (ROS). Notre étude
vise a évaluer [’effet de la propolis contre la toxicité rénale de 1’association (EPI —DTX). L’étude phytochimique a
montré que la propolis est riche en polyphénoles et en flavonoides et possede une activité anti- radicalaire concentration
dépendante contre le radical libre DPPH °. Une augmentation des taux de la créatinine, de 1’urée plasmatique et de la
y-GT urinaire chez les rats traités par I’association (EPI 200 mg/m? —-DTX 75 mg/m?) a été enregistré, ainsi qu’une
augmentation significative de malondialdehyde comme marqueur de la péroxydation lipidique et une diminution des
capacités des antioxydants non enzymatique (GSH) et enzymatique (GST, SOD et CAT). Le prétraitement par la
propolis & (25 mg /kg /jour) pendant 5 jours a permis de protéger le tissu rénal par le maintien de 1’équilibre de la
balance antioxydant—prooxydant et la correction du bilan rénal. L’étude histologique a confirmé la toxicité rénale de
I’association (EPI-DTX) et ’effet préventif de la propolis.
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Abstract

Epirubicin and Docetaxel are among the most active drugs for the treatment of breast cancer on the one hand,
nevertheless they cause very serious kidney damage, especially in case of combination. Their toxicities are mainly due
to oxidative damage related to the formation of the reactive oxygen species (ROS). Our study aims to evaluate the effect
of propolis polyphenols against renal toxicity of the combination (EPI-DTX). The phytochemical study showed that
propolis is rich in polyphenols and flavonoids and has a concentration dependent anti-radicalar activity against the free
radical DPPH°. Increased levels of creatinine, urea and urinary y-GT in rats treated with the combination (EPI 200
mg/m? -DTX 75 mg/m?) were recorded, as well as a significant increase in malondialdehyde as lipid peroxidation
marker and a decrease in non-enzymatic (GSH) and enzymatic (GST, SOD and CAT) antioxidants capacities.
Pretreatment with propolis (25 mg/ kg/ day) for 5 days protected renal tissue and corrected (EPI-DTX) toxicity by
maintaining the antioxidant-prooxidant balance and kidney functions. The histological study confirmed the renal
toxicity of the combination (EPI-DTX) and the preventive effect of propolis.
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