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Introduction

Le cisplatin est I’un des agents chimiothérapeutiques le plus efficace utilis¢ dans le traitement
d’une variété de tumeurs solides tels que le cancer de l'ovaire et le cancer des testicules. Son
efficacité antitumorale est dose-dépendante, mais son utilisation clinique est limitée par le
développement de néphropathies et de I’insuffisance rénale aigue (Miller et al., 2010).

Plusieurs hypotheses ont été suggérées concernant les mécanismes de la toxicité induite par le
cisplatine. En effet, la plupart des études mettent en jeu le r6le du stress oxydatif dans ce processus
qui est induit par la formation des radicaux libres. Ces radicaux, en particulier I'anion superoxyde
et le radical hydroxyle, jouent le rdle le plus important dans I'induction de I'insuffisanse rénale en
réduisant le flux sanguin rénal et en augmentant le risque de la péroxydation lipidique (Kandemir et
al., 2011; Sarawoot et al., 2013).

Au cours des dernieres décennies, et malgré la découverte de nouveaux composés en chimie de
synthese, les sources naturelles restent le principal fournisseur de nouveaux médicaments et de
nouvelles structures chimiques. Nous assistons donc a un regain de la phytothérapie surtout pourles
produits riches en polyphénols, et principalement en flavonoides qui ont montré des propriétés
biologiques antioxydantes intéressantes (Kurek-Gdrecka et al., 2013; Georgiev et al., 2014).

La propolis ou colle d’abeille est un mélange complexe de plusieurs composés organiques et
inorganiques ,utilisé par 1’abeille comme colle, enduit et antibiotique.ll a été démontré qu'elle est
tres riche en possibilités thérapeutiques et exprime un spectre large d’activités biologiques ; effet
antibactérien, antiinflammatoire, anticancerigéne, hépatoprotecteur, antiviral, spasmolytique, et
antioxydant (Liu et al., 2004).

Dans ce contexte, nous allons trouvés intéressent de répondre a la question suivante : Est que le
stress oxydant intervient dans la toxicité induite par le cisplatine et quel est le mécanisme protecteur
de la propolis contre cette toxicité ?

Cette étude est s’inscrite dont 1’objectif vise d’une part, a étudier 1’effet néphrotoxique,
hépatotoxique et cardiotoxique du cisplatine et d’autre part, a évaluer I’effet préventif de 1’extrait
éthanolique de la propolis contre cette toxicité induite in vivo.

Notre stratégie expérimentale a été basee sur :

v L’étude phytochimique de deux échantillons de la propolis et 1’évaluation de ’effet de 1’origine
géographique sur sa composition chimique et son activité anti radicalaire.

v L’évaluation de la toxicité rénale, hépatique et cardiaque du cisplatine.

v L’évaluation de I’effet préventif bénéfique de la propolis sur le rein, foie et le ceeur.
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Chapitre 01:Géneralités sur le cisplatine
I. Découverte de I’activité antitumorale du cisplatine

En Plus de 100 ans plus tét, le cisplatine a été synthétisé pour la premiére fois par Alfred Werner
qui a déduit sa structure, en 1965 Rosenberg a publié le premier article de son activité antitumorale
en voulant d'étudier I’influence du champ électrique sur le processus de croissance de bactéries
Escherichia Coli, il a observé un comportement inhabituel : la division cellulaire est stoppée, mais
la croissance des cellules a continué. Rosenberg a montré que ’effet inhibiteur n’était pas di au
courant parcourant le milieu de culture, mais a la formation d’un complexe entre le platine libéré
par les électrodes et le chlorure d’ammonium contenu dans le milieu, le cisplatine a montré un
niveau €éleve et un large spectre d'activité antitumorale, cette découverte a ouvré une nouvelle ére
dans le traitement du cancer (Desoize, 2002 ; Chen, 2009; Frezza, 2010; Dasari, 2014).
Par conséquent, les recherches approfondies ont développés des espéces de métaux non-platine
ayant une activité anticancéreuse de qualité supérieure et de faibles effets secondaires (Olszewski,
2010).
I.1.Description de la molécule
1.1.1. Définition

Le cis-diamminedichloroplatine (CDDP) est un complexe constitué par un atome central de
platine lié & deux atomes de chlore et a deux radicaux ammoniums en position 6 dans le plan
horizontal. Le dérivé trans-diamminodichlorocisplatine est inactif comme anticancéreux.
Le cisplatine ne posséde pas de radical alkyl, mais ayant I’action d’un agent alkylant utilisé pour la
chimiothérapie de certains cancers. Le principal effet secondaire limitant son utilisation clinique est

la néphrotoxicité (insuffisance rénale aigue, chronique) (Isnard-Bagnis, 2005).

cisplatin

Figure 01 : La formule du CDDP (Dasari, 2014).
1.1.2. Propriété physicochimique
Le cisplatine ou le [HeN2CI,Pt] est d'une masse molaire de 300mg/mol, il est absorbé dans I'UV-
Visiblea 300 nm, cependant son absorption atomique est égale a 265,9 nm. Le CDDP est soluble

dans le serum physiologique a ,une concentration 2mg /ml, ainsi dans le ndiméthylprimanide et le
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N Diméthylformadide, mais il est peu soluble dans I'eau, la stabilité de la molécule est préservée
dans les conditions normales de température et de pression mais elle peut se transformée lentement
au fil du temps a I’isomére trans perd ainsi son activité. L'hydrolyse de la molécule conduit & des
composés tres réactifs qui se fixent d'une maniére irréversible sur les protéines (albumine
notamment), peptides, acide nucléique et dérivés du soufre (Tranchand, 1997 ; Dasari, 2014).

1.1.3. Forme galénique

Le CDDP se présente sous forme de poudre cristalline lyophilisée, blanche ou jaune foncé a
jaune-orange a température ambiante, la molécule est préparée sous forme injectable contenant le
CDDP , le mannitol, et de chlorure de sodium, conditionnée en flacons de 10.25 et 50 mg de
cisplatine (Tranchand, 1997 ; Dasari, 2014).

1.1.4. Pharmacocinétique

Aprés I’injection intraveineuse rapide (100mg /m®de CDDP), le pic de CDDP plasmatique est de
I’ordre de 25,6 uM & 51,2 uM (5 & 10 mg/l). La clairance du platine ultrafiltrable varie de 100 a
500ml/min. On peut distinguer deux phases différentes : une phase initiale, de demi-vie courte
(environ 30 min correspondant a la pharmacocinétique du platine ultrafiltrable, et une phase
terminale de demi-vie longue (3 & 8 jours) correspondant a 1’élimination du platine fixé sur les
protéines. Certains auteurs décrivent une phase intermédiaire dont la demi-vie varie de 30 min a
10 h, la valeur de pic plasmatique du platine total correspond en injection rapide a celle du platine
(Tranchand, 1997 ; Valérian, 2015).

Le CDDP se trouve pratiqguement dans tous les tissus (rein, foie, prostate, vessie...) a des
concentrations variantes, les concentrations observées dans le liquide céphalo-rachidien et les
érythrocytes semblent d’importance négligeable (3 % du platine administre).

La voie rénale est la voie principale d’élimination. Seul le CDDP ultrafiltrable ou fixé a des
molécules de faible masse moléculaire est éliminé dans les urines par filtration glomérulaire et
sécrétion tubulaire. Cette élimination en partie due a des mécanismes actifs, a lieu durant les
premiéres heures aprés 1’administration (Tranchand, 1997; Thomas, 2007; Valérian, 2015).

II. L’activité du cisplatine
I1.1.Mécanisme de cisplatine
11.1.1.L°ADN nucléaire

De nombreuses études ont montré que le CDDP reste dans son état neutre tant qu’il circule dans
les voies sanguines, la concentration forte en ions chlorure (100 mM) empéche son hydrolyse. Le
CDDP entre dans la cellule soit par diffusion passive ou par le CTR1 : c'est le transporteur
membranaire de cuivre (protéine a 3 domaines transmembranaires dont la partie N terminale

extracellulaire est caractérisée par de nombreux résidus méthionine M), les cellules qui I'expriment
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beaucoup présentent dans la plupart des cas une sensibilité accrue au CDDP . A travers la
membrane, la diminution de la concentration en ions chlorures facilite I’hydrolyse et le CDDP est
activé une fois qu'il pénetre dans la cellule par déplacement des atomes de chlore par des molécules
d'eau. Ce produit hydrolysé est un puissant agent électrophile capable de réagir avec un nucléophile
y compris les groupes sulfhydriles sur les protéines et les atomes donneurs d'azote sur les acides
nucléiques. Les cibles principales sont les atomes d’azote des bases purines et pyrimidines de
I’ADN, c’est a dire les atomes N7 et N1 de I’adénine, N3 de la cystéine et N7 de la guanine (Linet
al., 2002 ;Holzer et al., 2006 ; Dasari, 2014 ;Monica , 2014) .

L'ADN est une cible essentielle pour la cytotoxicité du CDDP, ce dernier se lie de maniére
covalente a I'ADN a une région sensible du génome, le gene BOX1 qui code pour la protéine
HMGBL1, en formant des adduits bifonctionnels intrabrin et inter brin et monofonctionnels qui vont
provoquer des distorsions dans I'ADN et peuvent entraver les processus cellulaires tels que la
transcription, la réplication et qui nécessitent la séparation de I'ADN a brin a différents degrés. Ceci
active différentes voies de transduction du signal ; par exemple, arrét prolongé du cycle cellulaire en

phase G1, S ou G2-M et la mort cellulaire programmée (1’apoptose) (Kelland, 2007 ; Florea, 2011).
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Figure 02 : L’entrée de CDDP et la représentation topologique de la protéineCTR1 (DU X. et al.,
2012).
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11.1.2. L’ADN mitochondrial

La plus part des dommages a I'ADN nucléaire est la cause de la mort cellulaire induite par le
CDDRP. En fait, seule une petite quantité de platine cellulaire (<1%) est liée & I'ADN. En outre,
Cullen et al.(2007), ont utilisé des cellules énuclées pour démontrer que la signalisation apoptotique
induite par le CDDP se produit indépendamment des dommages a I'ADN nucléaire. Plusieurs
preuves suggerent que 'ADN mitochondrial, ou d'autres cibles mitochondriales, sont peut-étre plus
importants que les dommages de I'ADN nucléaire dans la médiation de la mort cellulaire induite par
le CDDP. Le CDDP est hydrolysé pour produire un métabolite chargé positivement qui s’accumule
préférentiellement dans les mitochondries chargés négativement.
Enfin, I'ADN mitochondrial peut étre plus sensible que I'ADN nucléaire des dommages induits par
le CDDP en raison de mécanismes de réparation d’/ADN moins efficaces (Oliveroet al., 1997).
11.2. Mécanisme de résistance

La chimiorésistance peut se définir comme la capacité des cellules cancéreuses a survivre a
I’exposition d’agents cytotoxiques. Elle constitue la premiere cause d’inefficacit¢é de la
chimiothérapie. Elle se manifeste soit d’emblée, on 1’appelle alors chimiorésistance innée (c’est le
cas pour les cancers du rein), soit progressivement au cours du traitement, auquel cas elle sera dite
acquise (cas des leucémies, cancer du sein, etc. Le CDDP pénetre dans les cellules et ses ligands
chlorures sont remplacés par de I'eau formant des especes hydrolysés qui réagissent avec les sites
nucleophiles, il peut également interagir avec d'autres macromolécules contenant du soufre, par
exemple la métallothionéine / glutathion(GSH), qui séquestrent le CDDP et le retirer hors de la

cellule manifestant donc a une résistance au medicament (Florea, 2011).

........................
-----
....

o
.
.......................
........
.......
......

0oy
00
0
-
%

o
s %q
. +
......
o
e,
d

CIRI {for example) o3 9 4

NHy cl

NHy . O Hydrolysis  NHy cl
NHY YA

N vl N Y

% B
LR
Passive  Q
diffusion

&

»
.
s ¥
0
0 .
»' 0 o
o' Oy .
.........
..........
...........
..............

>
P
‘% 5
o e
o o0
SOOC0008E00600000E00

Figure 04 : L’intégration de CDDP avec la metallothionéine / glutathion (Kelland, 2007).
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11.2.1. Le glutathion et la chimiorésistance

Le glutathion (GSH) est impliqué dans la désintoxication. Il est également essentiel pour le
maintien de la structure normale des globules rouges (Florea, 2011).

Le stress créé par la tumeur augmente la capacité de la cellule & produire du glutathion en
présence de CDDP, le GSH protege la cellule cancéreuse en interceptant les métabolites réactifs du
CDDP avant qu’ils ne puissent réagir avec I’ADN et forment des complexes qui seront éliminés de
la cellule, il protége aussi la cellule en favorisant la réparation de I’ADN, probablement en
stabilisant les enzymes nécessaires ou en favorisant la formation de désoxyribonucléotides (Florea,
2011).

Les niveaux de GSH sont augmentés dans certaines cellules chimiorésistantes, mais pas toutes les
cellules résistantes au CDDP, ce qui suggére qu'il existe d'autres mécanismes de résistance
cellulaire (Florea, 2011).

11.2.2. Capacité des cellules cancéreuses a la réparation de I'ADN

Les cellules cancéreuses peuvent devenir résistantes au CDDP par leurs capacité a éliminer les
produits d'addition de CDDP a ADN et a réparer les lésions induites par CDDP dans I'ADN. Ces
capacités peuvent résulter de la présence de certaines protéines de réparation d'’ADN (par exemple
le produit du gene XRCC1, YBI, etc.). Ceci suggére que la réparation d’ADN est un mécanisme qui
est activé des le début de la résistance au CDDP (Thomas, 2007; Florea, 2011).

I11. Indication de cisplatine pour le traitement du cancer
5.1. Cisplatine et le cancer du poumon

Les petits cancers du poumon a petites cellules(SCLC) représentent 15% de tous les cancers du
poumon. A I'neure actuelle, les traitements & base de platine sont des médicaments clés pour SCLC.
CDDRP et le carboplatine sont deux des types les plus courants de traitements a base de platine
utilisés en chimiothérapie. Dans les essais cliniques, le CDDP est souvent choisi en raison de son
activité antimorale forte (Chen et al., 2009).

5.2. Cisplatine et cancer de I'ovaire

La plupart des patients atteints de cancer de l'ovaire sont diagnostiqués a un stade avancé en
raison du manque de stratégies efficaces de dépistage et des symptdmes spécifiques associes a la
maladie a un stade précoce. Le traitement conventionnel pour les stades tardifs de cancers de
I'ovaire est I'excision chirurgicale suivie par la combinaison chimiothérapie du CDDP (Pabla,
2008).

5.3. Cisplatine et cancer du sein
Le cancer du sein est l'une des principales causes de mortalité des femmes dans le monde. La

chimiothérapie est la seule option pour le traitement du cancer du sein malin et de I'état de
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l'augmentation de la durée de vie du patient. Le CDDP est un agent chimiothérapeutique important
largement utilisé dans le traitement d'une variété d'affections malignes, y compris du sein, du
testicule, de I'ovaire, du col utérin, de la prostate, la téte et du cou, de la vessie, du poumon et des
lymphomes non hodgkiniens réfractaires. L'effet cytotoxique est probablement le résultat de
I'inhibition de la réplication par adduits CDDP-ADN et induction de I'apoptose (Dasari, 2014).

5.4. Cisplatine et cancer du cerveau

Glioblastomamultiforme (GBM) est la tumeur la plus fréquente primaire maligne du cerveau, et a
de rares exceptions, est invariablement fatale la thérapie de CDDP est également utilisé pour les
tumeurs cérébrales infantiles récurrentes (Stupp et al., 2005).

6. L’effet secondaire
6.1. Hépatotoxicité

Une haute dose de CDDP peut entrainer une hépatotoxicité, le stress oxydatif est la principale
raison de la toxicité induite par le CDDP probablement en raison de I'épuisement du GSH reduit ,
également de nombreuses études ont rapporté qu'il y avait une élévation significative du
malonaldéhyde hépatique (MDA\) et la réduction des niveaux d'enzymes antioxydants chez les rats
traités avec le CDDP. Les bio-marqueurs plus sensibles directement ayant causé le dommage
cellulaire et la toxicité sont les transaminases, parce qu'ils sont cytoplasmiques dans un endroit et
sont libérés dans la circulation aprées les dommages cellulaires (Florea,2011 ;Dasari ,2014 ).

6.2. Cardiotoxicité

La fuite de lactate déshydrogénase (LDH) et la créatine kinase (CK) a partir de myocytes
cardiaques est due a la cardiotoxicité qui pourrait étre un événement secondaire induit par le CDDP
suivant de la peroxydation lipidique des membranes cardiaques (Florea,2011 ;Dasari ,2014 ).

6.3. Néphrotoxicité

Le rein et I'organe principal pour I'excrétion de CDDP, cela signifie son accumulation dans les
cellules épithéliales tubulaires proximales d'environ 5 fois de la concentration sérique, cette
disproportionnée contribue a la néphrotoxicité (Dasari ,2014).

Le CDDP est effacé par le rein a la fois par filtration et sécrétion tubulaire glomérulaire a
concentrations CDDP dans le rein dépassent ceux dans le sang suggérant une accumulation active
de la drogue par les cellules parenchymateuses rénales. Les études de ces dernieres années ont
permis d'identifier deux transporteurs membranaires différents capables de transporter le CDDP
dans des cellules: Plus tard, le CDDP est biotransformé dans le rein en cystéinyl conjugués de
glycine et d'autres thiols élevées par certaines enzymes localisées (Thomas, 2007; Gunes, 2009).
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6.4.Autres organes

La toxicité de d’autres organiques induits par le CDDP tels que la toxicité gastrique, suppression
mélodique, des réactions allergiques et des effets toxiques pour la reproduction a également été
signalée (Florea, 2011; Dasari, 2014 ).
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Chapitre 02 : La néphrotoxicité du cisplatine
I. Lerein
I.1. Anatomie

Le rein est un organe noble intraabdominal, encapsulé, pair, asymétrique et retropéritonéal, situé

entre la paroi dorsale et le péritoine pariétal (le rein droit est situé plus bas que le rein gauche dans
environ 65% des cas). Il a la forme d'un haricot mesurant 12 cm de hauteur, 06 cm de largeur et
03 cm d'épaisseur, son poids varie de 150 a 250 grammes, il posséde deux bords (médial convexe
et latéral concave) et deux péles (Noél, 2008).
En coupe frontale, le rein laisse apparaitre 2 zones distinctes : le cortex ; de couleur péle et situé en
superficie, et la médullaire ; de couleur plus rouge et située en profondeur, cette derniere est
constituée par 4 a 18 (en moyenne 8) pyramides rénales (ou pyramides de Malpighi) dont le
sommet, orienté vers le centre du rein est appelé papille rénale. La zone corticale coiffe la base des
pyramides de Malpighi et s’insinue entre les pyramides constituant les colonnes de Bertin. Le
parenchyme rénal est la partie du rein qui lui permet d’assurer ses fonctions. En effet, ce dernier est
le siege d’une multitude d’unités anatomiques et fonctionnelles appelées néphrons (Gilroyet al.,
2010).

Le néphron est un tube a une extrémité fermée, 1’autre extrémité s’ouvre dans un tube collecteur.
L’extrémité fermée ou aveugle est indentée afin de former la capsule glomérulaire (capsule de
Bowman) en forme de coupe qui entoure presque complétement un réseau de capillaires artériels ;
le glomérule. Le reste du néphron faisant suite a la capsule glomérulaire long d’environ 3 cm,
comprend trois parties : le tube contourné proximal, I’anse médullaire (anse de Henlé) et le tube
contourné distal (Bunel, 2015).

La vascularisation rénale est assurée par 1’artére rénale et la veine rénale qui se placent au niveau
du hile dans le pédicule rénal, I’artére rénale est une branche de 1’aorte abdominale, c’est une artére
a la fois nourriciére et fonctionnelle. A P’intérieur du sinus rénal 1’artére se divise en branches ; les
artéres interlobaires qui pénetrent dans la médulla et cheminent entre les pyramides pour se diviser
et suivre un trajet en forme d’anneau entre le cortex et la médulla (prenant ainsi le nom d’artéres
arquées). Dans le cortex, les artéres sont disposées de facon radiaire et abandonnent régulierement
des vaisseaux afférents qui forment des pelotons vasculaires : les glomérules; ceux-ci sont
impliqués dans I’ultrafiltration du sang ; ce dernier quitte les glomérules par des vaisseaux efférents
qui aboutissent dans le réseau capillaire du cortex, relayé ensuite par le réseau veineux. La médulla
regoit des branches de I’artére arquée ou des vaisseaux efférents proches de la médulla (Nguyenet
al., 2008).
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Figure 05 : La morphologie rénale (Bunel, 2015).

1.2. Physiologie rénal

Le rble le plus connu des deux reins consiste en la production de 1’urine via trois processus : la
filtration glomérulaire, la résorption tubulaire et la sécrétion tubulaire .Ces trois phénomenes
permettent d'épurer le plasma sanguin des déchets métaboliques de I'organisme tout en garantissant
la recapture des éléments utiles tels que les nutriments, I'eau et certains ions. La fonction
d'épuration est tres gourmande en énergie : les reins, dont la masse atteint moins de 1 % de la masse
corporelle, consomment 20 a 25 % de I'oxygéne de I'organisme pour produire I'ATP nécessaire a
leur métabolisme, ce qui signifie la richesse des cellules parenchymes de systéeme tubulaire de
néphron en mitochondries (Tortora et al., 2001).

Le rein n’exerce pas uniquement une fonction d’épuration et d’excrétion, il s’agit également d’un
organe régulateur qui assure un équilibre hydrique (eau), électrolytique (ions) et acido-basique
(pH) du sang (Marieb, 2005).

Enfin, une fonction endocrine qui joue un réle considérable dans la régulation des métabolismes de
I’organisme, tel que la production du métabolite actif de la vitamine D, la synthése de rénine et
d’érythropoiétine (Rabiller, 2013).
1.3. La pathologie

La classification des néphropathies repose généralement sur les données histologiques de la
biopsie rénale ; les maladies avec leésions du glomérule sont appelées nephropathies glomérulaires,
les pathologies dont les 1ésions touchent essentiellement 1’espace interstitiel et la partie tubulaire
sont nommées néphropathies tubulo-interstitielles, les maladies qui touchent les artéres du rein sont
appelées néphropathies vasculaires. Par ailleurs, d’autres pathologies rénales comme les tumeurs du
rein ou les anomalies congénitales du développement rénal font partie de cette classification, toutes
ces néphropathies peuvent conduire a une insuffisance rénale (I’insuffisance rénale aigue (IRA) ou
I’insuffisance rénale chronique (IRC) (Rabiller, 2013).
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Une regénération tubulaire déficiente renforce la durée et la séverité de l'atteinte rénale aigué
(ARA), dans ce cas, la pathologie est souvent accompagnée d'une cicatrisation de type fibrotique.
La fibrose est la pierre angulaire du développement d'une maladie rénal chronique (MRC): la
production de tissu inerte non résorbable conduit a une perte irréversible de néphrons. Il est ainsi
démontré que des administrations récurrentes de CDDP occasionnent des ARA a sévérité exacerbée
et qui tendent a durer plus longtemps, conduisant a une MRC potentiellement terminale et
nécessitant le recours a la dialyse (Bunel, 2015).

I1. Mécanisme de la néphrotoxicité induite par le cisplatine

II'y a plus 25 ans, la néphrotoxicité du CDDP a été reconnue depuis son introduction dans
I'organisme, elle peut présenter un certain nombre de fagons, cependant la plus grave et la plus
courante est I'lRA qui se produit chez 20-30% des patients (Ronald et al., 2010) .
11.1.Captage de cisplatine par les cellules rénales

En raison de son poids moléculaire faible et le caractere non chargé, le CDDP non liée dans le
plasma est librement filtrée par le glomérule, la majeure partie du CDDP est piégé au sein de cortex
rénal, ce phénomeéne dépond de I'énergie, sa concentration dans le rein dépasse ceux dans le sang
suggérant une accumulation active de médicament conduisant ainsi a des complications
histopathologies a ce niveau (Yao et al., 2007)

Le tubule proximal rénal présente une sensibilité particuliere a la toxicité par le CDDP car ce
segment présent l'une des plus fortes densités de mitochondries dans le rein en vue que la
mitochondrie est I'une des cibles principale de CDDP (Kolb et al, 2003).
11.2.Le transport de cisplatine dans les cellules du rein

Les études de ces dernieres années ont permis d'identifier deux transporteurs membranaires
différents capables de transporter le CDDP dans les cellules rénales : Ctrl et OCT2 .

Le Ctrl est un transporteur de cuivre, sa régulation négative dans les cellules rénales in vitro a
diminué I'absorption du CDDP et de la cytotoxicité, il est fortement exprimé dans le rein adulte. La
protéine est localisée dans la membrane basolatérale du tubule proximal ce qui suggére que Ctrl est
un mécanisme d'absorption du CDDP important dans ces cellules (Holzer et al, 2004).

En outre, le transporteur de cation organique (OCT2) transporte le CDDP, deux observations
récentes indiquent son réle important dans la médiation de l'absorption de CDDP et la toxicité
rénale (Pabla, 2009).

11.3.La biotransformation du cisplatine dans le rein

Le mécanisme de la néphrotoxicité du CDDP n’est toujours pas parfaitement élucidé, le
métabolisme du CDDP fait apparaitre sa transformation en de nombreux metabolites dits mobiles

(liaison a des molécules de petit poids moléculaire comme le GSH, la méthionine ou la cystéine) ou
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fixes (liaison a des protéines de haut poids moléculaire comme I’albumine ou des nucléotides),
certains de ces métabolites pourraient étre toxiques, néanmoins la molécule présentant la plus
grande toxicité restant la molécule parente (Isnard-Bagnis, 2005). Des études chez le rat et la souris
indiguent que le CDDP subit une activation métabolique dans le rein a une toxine plus puissante, ce
processus commence avec la formation de GSH dans la circulation, peut-étre médié par la
glutathion-S-transférase (GST) (Townsend et al., 2009 ).

Etant donné que les conjugués de GSH passent a travers le rein, ils sont clivés a cystéinyl-glycine
a partir de gamma glutamyl transférase (GGT) exprimé sur la surface des cellules tubulaires
proximales. Les cystéinyl-glycine métabolisee en cystéine paraminodipeptidases, également
exprimée sur la surface des cellules du tubule proximal (Townsend et al., 2003).

Les cystéines sont transportées dans les cellules tubulaires proximales, ou ils sont encore
métabolisés par la cystéine-S-conjugué béta-lyase a thiols hautement réactifs (Townsendet al.,
2003).
11.4.Lésion tubulaire proximale

La dose de CDDP détermine si les cellules meurent par nécrose ou apoptose (Hutchison et al.,

1988). Dans une culture cellulaire des études, les concentrations élevées de CDDP provoquent des
cellules nécrotiques, mais les concentrations inférieures conduisent les cellules a I'apoptose.
Cependant in vivo, le CDDP induit a la fois la nécrose et I'apoptose (Cao et al., 2002).

Plusieurs voies sont définies pour I'apoptose telles que la voie extrinseque induite par les récepteurs
de mort, la voie intrinseque selon la plupart du temps sur les mitochondries, et le stress de réticulum
endoplasmique (ER) (Abdullah et al., 2014).

Dans la voie extrinseque, I'activation des récepteurs de la mort tels que Fas et le facteur de nécrose
tumorale alpha (TNFR) conduit a l'activation en aval des caspases pour induire l'apoptose.
L'importance relative du TNF-a engageant directement les récepteurs du TNF sur les cellules
épithéliales rénales pour induire l'apoptose par rapport a son role dans la promotion de
I'inflammation n'est pas claire (Kaushal et al., 2001).

Dans la voie intrinseque, la Iésion cellulaire conduit a l'activation de la protéine pro-apoptotique
Bax et Bak, ce qui entraine a leur tour la libération des facteurs apoptogénes y compris le
cytochrome c, apoptosis inducing facteur (AIF) et endonucléase G de la mitochondrie (Cilenti et al.,
2005) .

En plus de caspases et les voies pro-apoptotiques, il y a d'autres voies qui sont activés dans I’IRA
induite par le CDDP comme I’autophagie (Peyrou et al., 2007).
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Figure 06 : La mort cellulaire des cellules épithéliales induit par le CDDP (Ronald, 2010).

11.5.L’inflammation

Le CDDP induit la phosphorylation et la translocation subséquente de la transcription du facteur

nucléaire kappa B (NF- KB) vers le noyau par la dégradation de la protéine inhibiteur de IKBa

(Sung et al., 2008) .

Dans le noyau, le NF-kB activé conduit a la transcription des médiateurs inflammatoires, y compris

TNFalpha. A son tour, le TNF-alpha induit I'expression des autres cytokines inflammatoires et le

recrutement des maladies inflammatoires dans le tissu rénal, mais

le réle de NF-kB dans ’IRA

induite par le CDDP reste a étudier (Sanchez-Gonzalez et al., 2011).

Outre de la voie NFKB, d'autres voies inflammatoires ont été définies dans I’IRA induite par le

CDDP tel que la voie des récepteurs Toll-like (TLR, ces récepteurs jouent un réle clé dans

I'immunité de I'hdte a l'infection par la détection de I'invasion d'organismes et d'initier a la fois la

réponse immunitaire innée et adaptative (West et al., 2006) .

La néphrotoxicité du CDDP a été démontré d’étre TLR4-dépendante de I'activation de TLR4 sur les

cellules du parenchyme rénal,

néphrotoxicité (Zhang et al., 2008).
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11.6.R0le de stress oxydatif dans la nephrotoxicité par le cisplatine

Le mécanisme initial pourrait étre un épuisement des réserves cellulaires en GSH. Le GSH
constitue un élément clé dans la défense antioxydante de I'organisme. Un déficit en GSH
favoriserait la formation accrue d'especes oxygénées réactives (ROS) l'origine de multiples
dommages cellulaires. Le radical hydroxyle (HOe), doté d'une trés forte réactivité entraine La
peroxydation lipidique de la membrane cellulaire, I'oxydation de nombreuses protéines,
I’oxydation de I’ADN (Chirino et al., 2009)

Des altérations mitochondriales avec libération de cytochrome c dans le cytosol. L'activation de la
protéine p53 et de la voie des caspases sont des processus a l'origine du déclenchement de
I'apoptose cellulaire (Bunel, 2015).

La production de ROS/RNS intervient directement dans les dommages aux cellules notamment a
leur ADN, I'élévation du stress oxydatif pourrait étre expliquée par la capacité du platine a se lier
spontanément au GSH, formant un conjugué qui pourra étre éliminé plus facilement par les cellules
épithéliales du tubule proximal (RPTECS) , cette conjugaison est assortie d'une déplétion en GSH

qui affaiblit les défenses antioxydantes de la cellule (Thomas et al.,2007).
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Figure 08 : Mécanismes hypothétiques de la néphrotoxicité du CDDP (Chirino et al., 2009)
11.7. HEmodynamique rénal et de Iésions vasculaires

La vasoconstriction rénale provoquée par un dysfonctionnement endothélial et I'autorégulation
vasculaire altérée sont des signes importants dans la physiopathologie d’IRA induite par le CDDP,
ce dernier induit une lésion ischémique aigué avec une diminution de la circulation sanguine
médullaire entrainant des lésions des cellules tubulaires.

De méme chez le rat, le flux sanguin rénal a été réduit 2-3 jours apres I'administration du CDDP,
cette altération hémodynamique rénale peut étre associée a une augmentation du calcium

cytosolique dans les artérioles glomérulaires (Kang et al., 2006). Cependant, d’autres causes
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possibles de vasoconstriction rénale induits par le CDDP tel que le réduit COX-2 et les
Prostaglandines vasodilatateurs (Shi et al., 2007).
I11. L’évaluation de la néphrotoxicité

Les néphrotoxicités d’origine iatrogéne seraient 1’étiologie la plus fréquente d’ARA dans la
population générale, elles sont généralement provoquées par 1’usage des médicaments (CDDP)
I’exposition & ces substances néphrotoxiques peut induire des effets transitoires ou définitifs et
concerner les structures glomérulaires et tubulaires (Bunel, 2015).

Les patients atteints de déficience rénale chronique ou aigué souffrent de nombreuses
complications pouvant conduire a une dialyse, une transplantation ou une mort prématurée. Méme
si les atteintes rénales peuvent étre classées en fonction du type de structure touchées ou du
mécanisme mis en ceuvre, le CDDP est susceptible d’induire une néphrotoxicité par son mécanisme
propre(Fang et al., 2008) .

Les outils diagnostiques doivent permettre au médecin d’établir I’étiologie de la dysfonction
rénale et de suivre I’évolution de la maladie vers sa guérison ou sa chronicité. Jusqu’ici, les
marqueurs cliniques les plus utilisés sont la diurése et I’estimation du débit de filtration
glomérulaire. Afin de progresser dans 1’amélioration a long terme du traitement de cette pathologie
et de ses conséquences chez les patients, 1’utilisation de nouveaux biomarqueurs est nécessaire pour
identifier le plut6t possible 1’apparition de néphropathies et d’installer rapidement le protocole
thérapeutique approprié (Pabla et al., 2008).

Un biomarqueur est une substance trouvée dans le sang, les sécrétions ou les tissus et qui fournit
une mesure de 1’état biologique normal, pathologique ou d’une réponse a un médicament ou une
autre substance étrangeére. Il existe un vaste choix des biomarqueurs comprenant des ARN
messagers, des protéines, des peptides et des molécules lipidiques. Ils peuvent aussi étre classés
selon le type d’atteinte qu’ils identifient. Malgré leurs limites bien connues, les biomarqueurs les
plus utilisés actuellement pour la détection de déficiences rénales aigués ou chroniques sont la
protéinémie/protéinurie, la créatininémie /créatininurie et le débit urinaire. Ces marqueurs
fonctionnels sont peu sensibles et non spécifiques de 1’atteinte aiguée de la fonction rénale ou d’une
lésion structurelle. L’avancement des connaissances scientifiques dans la néphrologie a permis
durant ces derniéres annees de mettre en évidence de nouvelles molécules susceptibles d’étre
utilisées comme marqueurs de ’intégrité tissulaire et de la fonction rénale (Karie et al., 2010).
L’identification des biomarqueurs efficaces passe par la compréhension de la physiopathologie et

des mécanismes d’action d’un toxique sur sa cible (Gueguen et al., 2012).
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Tableau 01 : Classement des biomarqueurs d’atteintes rénales selon leur type, leur fonction ou

leur structure rénale cible (glomérulaire, tubulaire.

clinique (Gueguen et al., 2012).

. .) et leur utilisation expérimentale ou

Biomarqueur

Fonction ou structure cble

Litilisation experimentalejclinique

Mamueurs classiques
Créatinine
Unée

Electrolytes, glucose, pH et volume urinaire

Protéines de haut PM

Albumine, immunog kobuline, transferrine,
haptoglohine

Protéines de bas PM

«1-microglobuline, B2-microglobuline,

B-trace protein,
cystatine C, retinol binding protein, KIM-1

Enzymes

N-acétyl{3-glucosaminidase (NAG),
phosphatse alaaline

y-glutamyl transpeptidase
Alanine aminopeptidase
Glutathion-5-transférase {GST)
LDH, AST

Mamueurs de I'inflammation
NGAL IL-18
L-FABP, H-FABP

Cyr61
CXCR3-binding chemokines
Platelet activating fector

Autres biomamqueurs
Clusterine

Callagene IV
Endothéline

Fibronectine
NHE-3
Ostéopontine

RPA-1. ..

La clairance de la créatinine permet d'estimer le débit de
filtration glomérulaire

Fonction mbulaire (réabsorption) évaluée méme en cas de
faible altération

Excrétion élevée de protéines qui indique une altération
glomérulaire

Marqueurs precoces de dysfonction tubulaire
La BTP et la REP permettent une meilleure estimation du
débit de filtration glomémlaire

Tubule proximal papille rénale, glomémnle
Tubule proximal {specifique du segment 53)
Tubule proxtimal (83 chez les mngeurs)
Tubule proimal

G5Ta (tubules proimaree) et GSTar ou p (tubules distawx)
Néphron entier

Tubule distal et proccimal
Tubule proximal (L-FABP) ou distal {H-FABP)

Induction dans b medulla exteme et ejcrétion urinaire

Infammation tubulaire
Tubule collecteur, excrétion urinaire

Margueur d'altération sructurelle du TP

Glomerule
Endothélium vasculaire

Margueur tubulaire retrouwé dans les urines
Tubules rénaix
Tubule proimal

Tubule collecteur lors de nécose papillaire rénale

Marqueur de référence pour dasser les atteintes
rénales en dinigue mais déficit de sensibilité et de
specificite

Litilisation clinique malgré un mangue de spécificité

Marqueur d'atteinte aigué ou chronique en clinique
{microalbuminurie), degré d'atteinte glomémlaire

Litilisation pour préwoir si une greffe rénale est
nécessaire

KIM-1 mesure en clinigue pour evaluer I'TRA et pour
survaller les atteintes médicamenteuses

Litilisation comme marguewr prédictf etfou pourla
sévérité des dommages en dinique ou expérimenta-
lement

Litilisation comme mamueur tbulaire peut ére
limitée car augmentation lors de pathologies glo-
mérulaires chroniques

LDH et AST sont peu spécifiques

Marqueurs de diagnostic et pronostic masqué en cas
datteinte glomérulaire chronique

Utilisation clinique comme marqueur precoce de
dysfonction rénale

Test dinique lors de traitement anti-rejet
Etudes expérimentales

Marqueur précoce et sensible d'atteintes rénales en
I'absence datteinte fonctionnelle
Lesionglomerukire chronique chez le mt et I'homme
Détection chez les patients ayant une nécrose
tubulaire aigué

Augmentation lors de néphrotoxicté médicamen-
teuse chez le rat

Lésion tubulaire discriminant 1'étiologie (pré- post-
renale)

Augmentation lors d'inflammation rénale chez le rat
et 'homme

Néphrotoxicté médicamenteuse chez le rat

IV. Stratégies de néphroprotection

A I'heure actuelle, la seule mesure permettant de réduire la néphrotoxicité du CDDP consiste a
augmenter la diurése (1 a 2 litres de liquide, 8 a 12 h avant et apres le traitement) : la perte rapide de
grands volumes liquidiens contribue a assurer un debit tubulaire tel que la capture par RPTECs est
réduite (Pabla et al., 2008). Le maintien d'une concentration élevée de chlorures (par I'utilisation de
solutions de perfusion a base de NaCl) permet également d'éviter la formation de dérivés mono et
di-hydratés plus réactifs. L'efficacité de ces stratégies reste toutefois incompléte et aléatoire (Dos
Santos, 2012).
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Une approche complémentaire a I'augmentation de la diurése consiste a administrer une substance
cytoprotectrice concomitamment au CDDP. L’amifostine, utilisée aux Etats-Unis et au Canada,
permet de réduire le risque de néphrotoxicité par son activité neutralisant les ROS ; cette activité ne
semble pas s‘opposer a la régression de la tumeur. D'autres effets incluant une accélération de la
réparation de I'ADN et une inhibition de I'apoptose pourrait contribuer a la protection rénale (Kelly
etal., 1999).

D'autres antioxydants, tels que la N-acétylcystéine, le GSH, la vitamine E ou le thiosulphate de
sodium pourraient également permetent de réduire la néphrotoxicité du traitement par CDDP, alors
que les preuves cliniques restent insuffisantes pour ces agents protecteurs (notamment dans des
essais de neuroprotection), certains sont de surcroi suspectés de favoriser la survie tumorale (Dos
Santos, 2012).

Des approches pharmacologiques autres que l'administration d'antioxydants permettant de
réduire la toxicité rénale du CDDP et de minimiser le risque d’ARA ont été testées. Celles-ci ont
notamment révélé un effet néphroprotecteur pour la cimétidine, dont le transport par les OCT-2
entre en compétition avec celui du CDDP. De plus, en inhibant certains CYP450, la cimétidine
permettrait de limiter la génération de radicaux libres (Bunel, 2015).

Une autre stratégie visant a limiter I'entrée de CDDP dans les RPTECs pourrait étre un blocage du
transporteur Ctrl. Cette stratégie reste discutable en raison de la présence de Ctrl dans de
nombreuses cellules. Au contraire, les OCT-2 sont distribués essentiellement dans le rein, la
cochlée et les neurones et son peu présents dans les tumeurs (Ichimura et al.,2004.)
Alternativement, la recherche se concentre sur la découverte de nouveaux composés, notamment
d'origine naturelle, qui pourraient étre administrés parallelement au CDDP. De nombreuses études
publiées a ce sujet rapportent entre autres des réductions de mortalité cellulaire, de stress oxydatif
ou de dégats a 'ADN (Nagwani et al., 2010).

En cas de surdosage en CDDP, il est possible d'administrer du diéthyldithiocarbamate afin de
chélater le platine (II) et de faciliter son élimination rénale. A [l'instar de I'administration
d'amifostine ou d'acétylcystéine, I'efficacité de cette mesure reste limitée. Toutefois, en pratique,
I'hnémodialyse permet d'épurer le sang en limitant la fixation au parenchyme rénal (Nitha et al.,
2008.
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Chapitre 03 : Généralités sur la propolis
I. La propolis
I.1. Définition

La propolis désigne toute une série de substances résineuses, gommeuses et balsamiques, de
consistance visqueuse, recueillies par les abeilles sur certaines parties de végétaux (essentiellement
les bourgeons et les écorces de certains arbres), substances qu’elles rapportent a la ruche et qu’elles
modifient vraisemblablement en partie par 1’apport de certaines de leurs propres sécrétions (cire et

sécrétions salivaires principalement) (Donadieu, 2008).

Etymologiquement, « pro » (devant) et « polis » (cité) veut dire « devant la cité » ou« protége la
cité ». Son nom résume bien a lui seul les propriétés et les roles de cette substance d’origine a la

fois végétale et animale (Donadieu , 2008).

1.2. Origine

L’origine botanique de la propolis peut influencer la saveur, la couleur, et la composition

chimique de la propolis (kokaleci et al., 2003) . La propolis a deux origines :

L’origine interne : la propolis est un résidu résineux provenant de la premiére phase de la digestion

du pollen dans un petit organe situé entre le jabot et I’intestin moyen.

L’origine externe : les principales essences d’arbres connues pour étre productrices de propolis sont
représentés par différents coniferes: pin, spin, épicéa; plusieurs espéces de peuplier (qui semble
I’espéce la plus importante) ; I’aulne ; le saule ; le marronnier d’inde ; le bouleau; le prenier; le

fréne; le chéne; et I’orme (Moudir, 2005).

1.3. Composition chimique

La composition chimique de la propolis est extrémement complexe. Elle est composée
essentiellement de cire, résine et produits volatiles. La cire est secrétée par les abeilles. Les deux
autres composants proviennent des sécrétions des plantes butinées lors de la collecte de la propolis
(Marcucci, 1995).

La composition chimique de la propolis a éveillé I’intérét de nombreux chercheurs. Plusieurs
travaux ont été effectués sur des propolis de différents pays et ont abouti aux conclusions suivantes
: la composition chimique de la propolis varie selon 1’origine botanique (Bankova et al 2000,

Popova et al 2002), I’espéce d’abeille, le temps de la récolte et la zone geographique mais elle
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présente tout de méme qualitativement de nombreuses substances qui s’y retrouvent de fagon

constante et relativement stable (Daleprane et al., 2013).

D’une maniere générale la propolis est composée de 45 a 55% de résine contenant
principalement des flavonoides et des acides phénoliques ainsi que leurs esters , 25 a 35%de cire,
5% de pollen et 5% d’autres composés organiques avec comme minéraux: calcium, magnésium, fer
, zinc, silice, potassium, phosphore, manganese, cobalt et vitamines: A, B1, B2, B3, C, E, H et la
vitamine P (Segueni, 2011 ) .

I1. Les polyphénols

11.1. Définition

Les composés phénoligues ou les polyphénols sont des produits du métabolisme secondaire des
plantes, largement distribués possédant plusieurs groupements phénoliques, avec ou non d’autres
fonctions et comportant au moins 8000 structures connues différentes, allant de molécules
phénoliques simples de bas poids moléculaire tels que, les acides phénoliques a des composés
hautement polymérisés comme les tannins. Ils font partie intégrante de 1’alimentation humaine et

animale (Gianmaria, 2011).

11.2. Classification des polyphénols

Les polyphénols possedent plusieurs groupements phénoliques avec ou sans autres fonctions
(alcooliques, carboxyles...). Dans cette famille de molécules, se trouvent de nombreuses
substances, on peut dégager les principales classes de composés phénoliques : les acides

phénoliques, les flavonoides, les tanins, ...) (Figure 09).

11.2.1. Les acides phénols

Les acides phénols, ou acides phénoliques, ont une fonction acide et plusieurs fonctions
phénols. Ils sont incolores et plutdt rares dans la nature. lls se divisent en deux catégories :
Les acides phénols dérivés de 1’acide benzoique avec une structure de base de type C6-C1, aussi
bien sous forme libre que combinée a 1’état d’esters ou de glycosides, dont les plus répondus sont
I’acide salicylique, 1’acide vanillique, 1’acide gallique (Del Rio, 2009).
Les acides phénols dérivés de 1’acide cinnamique de structure de type C6-C3. Les plus courants
sont I’acide cinnamique, ’acide caf€ique, 1’acide férulique, I’acide p-coumarique et 1’acide
sinaptique, ils existent souvent sous forme combinées avec des molécules organiques (Bruneton,
2009).
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11.2.2. Les flavonoides

Les flavonoides ont un squelette de base formé par deux cycles en C6 constituée de deux cycles
aromatiques (A et B) reliés entre eux par une chaine en C3 qui peut évoluer en un hétérocycle
(cycle C) .1ls donnent des couleurs allant du jaune clair au jaune or. Selon les détails structuraux les
flavonoides se divisent en 6 groupes : flavones, flavonols, flavonones, isoflavones, ... (Figure 09)
(Tapas, 2008).

Ces composés existent sous forme libre dite aglycone ou sous forme d’hétérosides, c'est-a-dire liée
a des oses et autres substances (Hadj, 2009).

11.2.3. Les tannins

Les tannins sont des macromolécules qui se divisent selon leur structure en deux groupes
principaux :

Les tannins hydrolysables : sont des esters d’acide gallique qui se lient aux molécules de glucose.
Plus précisément, un glucose se lie a plusieurs molécules d'acide gallique (D’ Archivio, 2007). Les
tannins condensés : proanthocyanidines : ce sont des composés phénoliques hétérogenes. lls se
trouvent sous forme d’oligoméres ou polymeéres de flavanes, flavan-3-ols, 5 desoxy-3-flavonols et
flavan-3,4-diols (Sarni-Manchad, 2006).
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Figure 09 : Les différentes classes des composés phénoliques (Yvon, 2004).
11.3. Biodisponibilité des polyphénols

Des études expérimentales réalisées sur des rats, ont démontrés que I’absorption au niveau
gastrique des polyphénols est possible pour certains flavonoides, comme la quercétine mais pas
pour leurs glycosides .Les polyphénols présents dans les alimentas sous forme d’esters, de
glycosides ou de polymeéres ne peuvent étre absorbés tels quels ; ils doivent étre hydrolysés au
préalable par des enzymes intestinales ou par microflore du colon. Les polyphénols sont conjugués
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dans les entérocytes et ensuite au niveau du foie et forment des dérivés méthyles, sulfatés,

glucuronides ou glucuronides sulfatés (Pandey et Rizvi, 2009).

Cette transformation en différents métabolites permet d’éviter la formation de quinones toxique
et facilite ’excrétion par augmentation de leur hydrophilicité .Ces dérivés sont soit transportés vers
les tissus ou les reins, soit excrétés dans I’intestin via la bile. Les polyphénols provenant de la bile
du foie ainsi que ceux n’ayant pas été absorbés durant le transit gastro-intestinal peuvent encore étre
dégrades par la flore intestinale. Finalement, les polyphénols seront excrétés par les urines ou les
feces (Collin et al., 2011).

I11. La propolis comme une source des polyphénols

I11.1. La propolis Algérienne

Certains auteurs rapportent que les diterpéniques et notamment 1’acide hydroxyditerpénique
constitue le principale composé de 1’extrait hydro-alcooloique (Miguel, 2013).Les polyphénols tels
que : chalcone, pinostrombine, galangine, naringénine, tectochrysine, methoxychrysine, et un
coumarine prénylé (suberosine) ont été détectés dans les extraits hydro-alcooloiques de la propolis
algérienne (Boutabet et al., 2011).

Selon une étude menée par Segueni et al.(2012) , la fraction volatile de trois échantillons de
propolis recueillis dans différents endroits de 1’est algérien ( El-Malha, Benibelaid et Kaous ) a
montré une huile essentielle avec une composition distincte : 2-hexénal, 1’acide myristique, 1’acide
linoléique et spathulenol dans la fraction volatile de la propolis d’EL- Malha, alors que dans la
propolis de Benibelaid : isooctane, I’acide linoléique, p-cymeéne, undécane, 1’acide plamitique et le
4terpineol. Les principaux constituants de 1’huile essentielle de la propolis ont été de Kaous : le 2-
hexénal, ’acide myristique, 1’acide linoléique, le carvacrol, acédrole, p-cymene.

111.2. Propriétés pharmacologiques et biologiques

Les propriétés pharmacologiques de la propolis sont connues dans la médecine populaire depuis
I’antiquité, mais récemment, I’intérét de la propolis est en développement considérable en raison de
son large spectre d’activités biologiques. L’ensembles des recherches effectuées a ce jour permet de
montrer que la présence des polyphénols est responsables de tous les propriétés pharmacologiques
de la propolis (Sulaiman et al., 2012).

Parmi ses activités on trouve: [Iactivité anti-inflammatoire, analgesique/ anesthésie,
cardioprotecteurs, antiagiogénique (Daleprane et al., 2013 ), antivirale, antitumorale
(Marcucci,1995), ainsi que 1’activité antioxydante (Benguedouar et al., 2008 ; Lahouel et al., 2010).
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111.2.1. Propriétés antioxydantes

La propolis est une substance constituée de nombreux composés antioxydants : vitamines E, C et
les polyphénols. L’activité antioxydante de ces composés naturels dépende de ses composants
chimiques qui ont été décrits comme des inhibiteurs puissants de stress oxydatif, un de ses
principaux composants, 1’ester d’acide caféique phénéthyle (CAPE), qui bloque la production des
especes oxygénes radicalaires (EOR) dans plusieurs systemes, voir les flavonoides qui sont des
antioxydantes puissants dans la propolis, et capables de piéger les radicaux libres et de protéger
ainsi la membrane contre la peroxydation lipidique et donc contre le stress oxydatif( Daleprane et
al., 2013).

Les études ont montré que 1’activité antioxydante de la propolis était positivement corrélée avec
son contenu en polyphénols (Kumazawa et al., 2004).Dans tous les systemes de dosage
antioxydant, 1’extrait aqueux de propolis (AEP) a montré une activité plus élevée par rapport a
I’extrait éthanolique de la propolis (EEP) . Cela peut étre di a sa teneur plus élevée en polyphénols.
En outre, il peut étre utilisé dans la prévention de diverses maladies liées a des radicaux libres
(Wagh, 2013).

In vivo, la propolis réduit significativement la lipoperoxydation dans différents organes (foie,
rein, poumon, cerveau) et module I’expression des enzymes antioxydantes (catalase, superoxyde

dismutase, glutathion peroxydase) (Altuntas et al., 2014).

111.2.2. Propriétés antitumorale

Plusieurs études ont pu montrer 1’activité antitumorale vis-a-vis de différentes lignées tumorales
(sang, peau, c6lon, sein, prostate, poumon, foie, cerveau, rein) .1l a été démontré que I’extrait de la
propolis agit sur la voie de signalisation en phosphoKinase A(PAKI) dont elle dépend plusieurs
cancers de car facteurs impliqués dans cette voie de signalisation. L’effet antiprolifératif peut
résulter aussi de la restauration du signal apoptotique. Les différentes molécules de la propolis vont
pouvoir agir a différents endroits pour induire 1’apoptose (Cardinault et al.,2012) .La galangine est
un flavonoide parmi les composants de la propolis qui présente des effets préventifs et
antiproliferatifs , certaines ont démontré que la galangine inhibe la prolifération des lignées
cancéreuses et induit 1’apoptose par libération du cytochrome C dans le cytosol avec une diminution

du potentiel de la membrane mitochondrial (Zhang et al., 2010).
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111.3. L’effet protecteur de la propolis

Plus a ses activités pharmacologiques, la propolis présente des effets préventifs. Son effet
protecteur est considéré comme le résultat de ses propriétés antioxydants ainsi que sa capacité a
piéger les radicaux libres .Plusieurs travaux ont prouvé cet effet protecteur (Kimoto et al., 1999).

Selon I’étude de Lahoual et al. (2010), ont démontré que 1’extrait de la propolis algérienne a un
effet protecteur contre le stress oxydatif rénal induit par la doxorubicine. De plus, son effet
protecteur des reins et du foie a été prouvé contre la toxicité du cyclophophamide et de la
doxorubicine (Lahoual et al., 2004) .

D’autres études ont montré sa capacité a protéger les tissus contre les effets carcinogénes de
certains molécules et produits chimiques (Borrelli et al., 2002) .Elle a un effet hépatoprotecteur
contre les dommages induisent par le tétrachlorure de carbone , en piégeant les radicaux libres et en

protégeant les tissus contre la peroxdation lipidique ( Gongalez et al., 1995).
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Partie 01 : Matériel et méthodes

Notre travail a été effectué au niveau du laboratoire de Biochimie et labo de rechercher,
Département de Biologie Moléculaire et Cellulaire, Faculté des sciences de 1I’Université de Jijel. Il
concerne 1’évaluation de 1’effet de propolis contre la toxicité induite par le CDDP.

I. Etude phytochimique de la propolis
I.1. Récolte de la propolis

La propolis a été récoltée selon la technique de raclage et grattage des cadres ou des parois de la
ruche, de préférence par température assez basse. La propolis alors dure et friable se détache mieux
(Segueni, 2011).

L’échantillon de la propolis ont été recueillis a partir de Kaous, Taxanna pendant la période du
printemps (Mars et Avril 2016), et ce par grattage et raclage des parois de la ruche par les
apiculteurs.

1.2. Préparation de I’extrait éthanoliques de la propolis (EEP)

Selon le protocole décrit par Bruneton(1999), les échantillons de la propolis coupés en petits
morceaux sont soumis a une extraction par macération dans 1’éthanol 96% (20g de la propolis pour
100 ml de I’éthanol) sous agitation et a 1’ abri de la lumiére pendant 10jours. Apres filtration des
macérats sur papier wattman, une évaporation a sec est réalisée a 1’aide d’un évaporateur rotatif
(Evaporateur E100, Heidolph) a 60°C.

Juste aprés évaporation, les résidus obtenus de chaque échantillon sont pesés pour calculer le
rendement d’extraction selon la formule suivante :
Rendement d’extraction en (%) = (E1/ E;) 100
Avec :
E; : masse de I’extrait obtenu (g)
E,: masse de la prise d’essai
1.3. Dosage des polyphénols totaux
v Principe
L’évaluation des polyphénols totaux est réalisee selon la méthode colorimétrique de Folin-
Ciocalteu décrite par Singleton et al. (1965), qui est basée sur la réduction en milieux alcalin de la
mixture acide phosphotungstique (HsPW1,040) et acide phosphomolybdique (H3PMo01,040) du
réactif de Folin par les groupements oxydes des composés phenoligues, conduisant a la formation
d’un mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne. Ces derniers présentent un maximum
d’absorption a 735 nm dont I’intensité est proportionnelle & la quantité des polyphénols présents

dans les extraits (Georgé et al., 2005).
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v Protocole du dosage
Briévement, 500uL de réactif de Folin-Ciocalteu (dilué & 1 /10°™ dans 1’eau) sont ajoutés a
100 pL d’extrait dilué. Le mélange obtenu est laisse 5min a température ambiante, puis 400uL de la
solution de carbonate de sodium 75g/l sont ajoutés. Apres incubation a 20°c pendant 30 min,
I’absorbance est lue a 735 nm grace a un spectrophotometre UV- Visible (UV-minil240,
SHIMADZU, China) contre un blanc prépare dans les mémes conditions.
La quantification des polyphénols est déduite a partir d’'une gamme d’étalonnage réalisée avec
I’acide gallique (0- 0,4mg/ml) dans les mémes conditions que les extraits. Les résultats sont
exprimés en milligramme d’équivalent d’acide gallique par gramme de poids sec de 1’extrait (mg
GEA/qg propolis) (Boizot, 2006).
1.4. Dosage des flavonoides totaux
v Principe
Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode au trichlorure d’aluminium (AICI3)
décrite par Bahorun et al. (1996), la réaction est basée sur la formation d’un complexe entre le
chlorure d’aluminium et les atomes d’oxygéne présents sur les carbones des flavonoides ce qui
donne une coloration jaune dont I’intensité est quantifiée a 430 nm.
v" Protocole du dosage
A 1ml d’échantillon ou standard (préparé dans le méthanol) est ajouté 1 ml de la solution
d’AlCl3a 2% dans le méthanol. Apres un repos de 10 min, 1’absorbance est lue & 430 nm contre le
blanc.
La concentration des flavonoides est déduite a partir d’une gamme d’étalonnage établie avec la
querceétine (0- 200ug/ml) dans les mémes conditions que les extraits.
La quantité des flavonoides correspond a la moyenne de 3 mesures sur un échantillon donné.
Les résultats sont exprimés en microgramme d’équivalent de quercétine par milli gramme d’extrait
(ng EQ/mg de propolis) (Meziti, 2009).
1.5. Etude du pouvoir anti radicalaire par le test au DPPH° (2,2-Diphenylpicrylhydrazyl)
v" Principe
La capacité de piégeage des radicaux libres des extraits ethanoliques a été déterminée en
utilisant la méthode au DPPH°, comme elle est décrite par Brand et al. (1995).
Le principe est basé sur la capacité des extraits a réduire le radical DPPH°. Le DPPH° change sa
couleur du violet vers le jaune pale quand il réagit avec un antioxydant, ce changement de couleur
se traduit par une décroissance de 1’absorbance en fonction du temps a 515 nm. L’intensité de la
coloration, mesurée au spectrophotométre, est inversement proportionnelle a [D’activité

antiradicalaire des composés dont on souhaite determiner I’activité.




Chapitre 04 : La partie expérimentale Matériel et méthodes

+ AntioxvdantOH i + ¥ Anhoxydant-L)

DFPH i vioket DIPFHH {sunc)

Figure 10: Réduction du DPPH?® par un antioxydant (Brand et al. ,1995).
v Protocole du dosage
La solution de DPPH?® est préparée a I’avance (au moins 3a4 h) car la solubilisation est difficile
et ne se conserve pas plus de 48h a I’obscurité. A 1,5 ml de solution éthanolique de DPPH°
(100 uM) sont additionnés 0,5 ml d’extrait ou de la quercétine (pris comme référence) a Différentes
dilutions (0-400 pg/ml) de chaque extrait ainsi que de la quercétine. Le mélange contenant 0,5ml de
méthanol et 1,5ml de DPPH® est considéré comme le contrdle.

Apres 30 min a I’obscurité, la réduction du DPPH® est contrélée en mesurant I’absorbance de la
solution a une longueur d’onde caractéristique (517 nm), a cette longueur d’onde le radical absorbe,
mais apres sa réduction par 1’antioxydant ou un autre radical I’absorption diminue.

L’activité antiradicalaire est exprimée en pourcentage de réduction du DPPH° en utilisant la
formule suivant :

I = [(As-An)/Ag]*100

Dont :

| : Pourcentage d’inhibition.

Ag : Absorbance du controle négatif.

Anx : Absorbance de 1’échantillon.

I1. Etude in vivo de I’effet antioxydant de la propolis

11.1. Animaux et conditions d’hébergement

L’étude a été réalisée sur des rats males de souche Wistar albinos (I’Institut Pasteur, Alger,
Algérie) pesant environs de 180-250g. Les animaux sont placés égaux selon le poids en groupe de
3 dans des cages standards pour une période d’acclimatation avant d’étre utilisés dans les
différentes expériences. Pendant cette période, les animaux ont un acceés libre a la nourriture et a
I’eau et sont maintenus dans une animalerie a température constante (22+2)°C soumis a un cycle de

lumiere / obscurité de 12 /24h.
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11.2. Traitement

Notre travail est consacré a 1’étude in vivo d’EEP contre la toxicité induit par le CDDP. Pour la
réalisation de 1’étude in vivo nous avons choisi la propolis de Kaous. Le CDDP est utilisée non pour
son action anticancéreuse mais pour son effet toxique.

Les animaux ont été répartis en 4 groupes:

Groupe 01 (témoin): les rats recoivent 1ml de I’eau distillée par gavage gastrique une fois par jour
pendant 8 jours.

Groupe 02 (CDDP) : les rats regoivent 1ml de I’eau distillée par gavage gastrique une fois par jour
pendant 8 jours puis une dose unique par voie intrapéritonéale (IP) de CDDP (5 mg /kg) au 9émejour
Groupe 03 (Propolis +CDDP) : les rats recoivent une dose de 100 mg /kg//j de la propolis par
gavage gastrique pendant 8 jours suivie par une dose unique de CDDP (5 mg/kg) par voie IP le 9°™
jour.

Groupe 04 (Quercétine + CDDP) : les rats recoivent une dose de 10 mg /kg/j de la quercétine par
gavage gastrique pendant 8 jours suivie par une dose unique de CDDP (5mg/kg) par voie IP le 9°™
jour.

11.3. Prélevement du sang, sacrifice des animaux et prélevement des organes (reins, ceeur et
foie)

Six jours apres I’administration de CDDP, le sang est prélevé avec un capillaire dans des tubes a
hémolyse contenant 1’héparine, par ponction de la veine du sinus rétro — orbital. Le sang est ensuite
centrifugé a 3000 tours /min pendant 15 min, le plasma est aliquoté puis congelé a -20°C afin
d’effectuer I’analyse des parametres biochimiques.

Les rats sont euthanasiés par inhalation des vapeurs du chloroforme, la paroi abdominale est
ouverte, le diaphragme est incisé et le ceeur, le foie et les reins sont préleves, pesés, plongé et lavés
dans du NaCl 0,9% pour éliminer le sang, puis congelé a -20°C pour réaliser les différents
dosages.

11.4. Dosages des parameétres biochimiques

La mesure des activités plasmatiques des enzymes pour le diagnostic de I’atteinte rénal,
cardiaque et hépatique, a savoir Urée et créatinine, le lactate déshydrogénase ( LDH ) la
transaminase glutamique oxaloacétique (TGO) et la transaminase glutamique pyruvate (TGP), la
phosphatase alcaline (PAL), les protéines totales, la bilirubine, la créatinine Kinase
( CK) ou ( CPK) ont été effectué dans un laboratoire privé ( laboratoire de BEKIOUA) en utilisant
des Kits SPINREACT sur automate ( ARCHITECT cSYSTEMSC4100), le dosage est effectué

selon les instructions du fabricant. Les résultats sont exprimés en Ul/I.
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11.5. Dosages tissulaires
11.5.1. Préparation de la fraction cytosolique
La fraction cytosolique est préparée selon la méthodes décrite par Igbal et al.(2003). Pour cela,
0,5 g du rein ( ceeur ,foie ) sont coupés en petits morceaux et homogénéisés avec trois volumes de
tampon phosphate KH ,PO, ( 0,1 M, pH 7,4contenant KCI 1,17%) a I’aide d’un Potter en verre
(Wheaton USA). I’homogénéisation est réalisée a 4°C .L’homogénat obtenu est ensuite centrifugé
a 2000 tours / min pendant 15min a 4°C pour éliminer les débris nucléaires. Le surnageant obtenu
est centrifugé a 9600 rpm(en utilisant la centrifugeuse de type Sigma 3-16 PK,Germany) pendant 30
min a 4°C, et le surnageant final est utilisé pour mesuer 1’activité enzymatique.
11.5.2. Dosage du malondialdéhyde (MDA)
v Principe
La dosage de MDA est réalisé selon la méthode décrite par Ohkawa et al .(1979). Le MDA est
I’un des produits terminaux formés lors de la décomposition des acides gras polyinsaturés médiée
par les radicaux libres .La réaction de dosage du MDA repose sur la formation en milieu acide et a
chaud (100°C) entre le MDA et deux molécules TBA, d’un complexe coloré absorbant a 532 nm,
extractible par les solvants organiques comme le n-butanol .
Procédure : Pour ce dosage, 0,5 ml de la fraction cytosolique est homogénéisé avec 0,5ml de TCA
20% et 1ml de TBA (0,67% dans NaOH50mM) ensuite, le mélange est chauffé a 100°C pendant
15 min, refroidi a I’eau de robinet pour stopper la réaction puis 4ml de n-butanol sont ajoutés.
Apres centrifugation de 15 min & 3000 tours /min, la densité optique est déterminée sur le
surnageant au spectrophotomeétre a 532 nm contre un blanc fait avec 0,5ml du tampon phosphate
(0,1 M, pH 7,4) de la méme fagon que 1’échantillon.
Le taux du MDA est déduit a partir d’'une gamme étalon préparée dans les mémes conditions,
exprimés en nmole /g en utilisant le tétraéthoxypropane (TEP).
11.5.3. Dosage du glutathion (GSH)
v Principe
Pour I’évaluation du taux de GSH réduit chez les rats, la méthode colorimétrique d’Ellman
(1959) est utilisée, il s’agit d’'une réaction chimique évoluant en une seule étape suivie d’une
détection colorimétrique. Elle consiste en I’oxydation du GSH par le DTNB induisant la libération
de TNB qui, au pH alcalin, présente une absorbance a 412nm.
Procédure : pour ce dosage, 50ul de I’homogénat sont dilués dans 10ml de tampon phosphate
(0,1M, pH 8).A3 ml du mélange de dilution, 20 pl de DTNB (0,01 M) sont additionnés.
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La lecture de la densité optique est effectuée a 412 nm contre un blanc préparé dans les méme
conditions avec le tampon phosphate (pH 7,4).Les concentrations sont déduites a partir d’une
gamme étalon de GSH de concentrations de (0-10mM) préparée dans les mémes conditions que le
dosage.

11.5.4. Evaluation de I’activité enzymatique de catalase (CAT)

v" Principe

L’activité de la CAT est mesurée selon la méthode de Claiborne (1985) par la mesure de la
diminution de I’absorbance d’une solution de peroxyde hydrogene (H,O,) apres addition de la
fraction cytosolique, mesurée a 240 nm pendant 1min 25°C. Cette diminution étant due & la
diminution du H,Opar la CAT selon la réaction :

2H,0, catalase > 2H,0 +0,
Procédure : Dans la cuve de la mesure, 1ml de tampon phosphate (KH,PO 4: 0,1M, pH 7,2) est

introduite puis 950ul d’H,0, (0,019M) sont ajoutés. La réaction est déclenchée par I’addition de
25ul de la source enzymatique. L’absorbance est lue au spectrophotométre (JNEWAY 7315
spectrophotomeétre) a 240nm chaque minute pendant deux (02) minutes.

L’activité enzymatique de la CAT est exprimée en Ul /g de protéines selon la réaction suivante :
Ul /g de proteines = (2.3033 /T) Log (Do1 /Doy / mg de protéines
Avec :
T : Durée de la mesure (min) ;
Dos : Densité optique a I’instant to
Do, : Densité optique a I’instant t.
11.5.5. Evaluation de I’activité enzymatique de la glutathion - S — transférase cytosolique
(GST)

v Principe

La GST est une famille des enzyme multifactorielles présentes chez tous les organismes
(Renuka et al., 2003).Cette enzyme est trés important dans la protection de la cellule contre les
espéces réactives de l’oxygéne , par sa capacité de conjuguer le GSH avec les composés
électrophiles et la réduction des peroxydes organiques ( ROOH) son activité est estimée par son
action sur le composé CDNB en présence de GSH comme un co-substrat (Habig et al. ,1974).
Procédure : Un mélange de 1.7 ml du tampon phosphate KH ,PO,4 (0.1M, pH 6,5) et de 100 pl de
CDNB (20mM) a été préparé et incubé a 37°C pendant 10 min. A ce mélange, 100ul du GSH
(20mM) est additionné puis la réaction est entamée par I’addition de 100 pl de la fraction
cytosolique (rien, cceur, foie). Le changement de I’absorbance est enregistré a une longueur d’onde

340 nm dans un intervalle d’une minute pendant 5 min contre un contrdle préparé dans les méme
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conditions avec du tampon phosphate. Les résultats sont exprimés en Ul /mg de protéines selon la
formule :

Activité (Ul /ml) = (AD034onm /T) e— (ADOz4onm /T)s XViXF/eXVez

(ADO3z40nm /T) g : différence de 1’absorbance échantillon.

(ADO340nm /T)g : différence de 1’absorbance blanc.

11.5.6. Dosage des protéines

v Principe :

Le dosage est réalisé selon la méthode de Bradford (1976). Cette méthode qui permet la mesure

de la concentration proteique, est basée sur une réaction colorimétrique entre les protéines et le
bleu brillant de coomassie G250 qui lie avec les acides aminés aromatiques et les résidus
hydrophobe des acides aminés présent dans les protéines. La concentration en protéines dans
I’échantillon est indiquée par le changement de 1’absorbance qu’elle proportionnelle a la quantité du
colorant lié.
Procédure : 100ul de la fraction cytosolique du rein (cceur, foie) dilués & 1/5 *™ dans le tampon
phosphate (pH 7.4) puis 3ml du réactif de BBC diluée 1/2°™ sont ajoutés. Aprés agitation, le
mélange est incubé 5 min a température ambiante. La lecture de DO est effectuée a 595nm contre
le blanc réactif.

La concentration en protéines de 1’échantillon est déterminée a partir d’'une gamme étalon
réalisée dans les conditions que les échantillons avec de I’albumine sérique bovine (BSA) de
concentrations (0-1mg /ml).

I11. Traitement des résultats

Les résultats numériques et graphiques sont représentés sous forme de moyenne + écart type. Nos
résultats sont vérifiés par le test de student avec un seuil de signification supérieur a 967 (p <0.05)
(p> 0.05) effet non significatif (ns).

(p <0.05) désigne effet significatif *.

(p <0.01) désigne un effet hautement significatif **.

(p <0.001) désigne un effet trés hautement significatif ***,
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Partie 02 : Résultats et Discussion

I. Etude phytochimique

Les résultats de 1’étude phytochimique et de I’activité anti-radicalaire sont représentés ci-dessous.

Apres la récolte des deux échantillons, on a remarqué que les échantillons ont des couleurs
différentes (Propolis Kaous : marron, Propolis Taxanna : noir). Cette variabilité de couleur est la
conséquence d’une composition chimique différente. Les différents échantillons possedent
également des odeurs un peu différentes.
I.1. Rendement d’extraction

Apres évaporation a sec des extraits, nous avons pris le poids de 1’extrait sec de chaque échantillon

afin de calculer le rendement. Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau (02)

Tableau 02: Rendement d’extraction a partir des deux échantillons de la propolis.

Echantillon Poids de la propolis(g) Poids sec de L’extrait Rendement
éthanolique (g) d’extraction (%)

EEP Kaous 85.79 23.82 27.767.

EEP Taxanna 85.60 19.79 26.817

On constate que le rendement des extraits éthanoliques différe d’un extrait a 1’autre selon les
régions. L’extrait de la propolis de Kaous présente le meilleur rendement (27.767%), par apport a
celui de Taxanna (26.817%).

1.2.Teneur en polyphénols et en flavonoides
La quantité des composés phénoliques des deux extraits éthanoliques de la propolis, exprimée en

mg EAG /g de propolis, est illustrée dans le tableau (03)

Tableau 03:Teneur en polyphénols dans les différents échantillons de propolis en mg équivalent acide
gallique /g de propolis.

EEP Kaous EEP Taxanna
Concentration (mg 797,5+0,35 675+3,53
EAG/g de propolis)

On remarque que les teneurs en polyphénols différent d'un extrait a un autre selon la région de la
récolte de chaque échantillon, la propolis de Kaous présente la teneur en polyphénols la plus élevée
(797,5+0,35mg EAG/g) par rapport a I'extrait de Taxanna (675+3.53 mg EAG/g). D'apres ces
résultats, la teneur polyphénolique des extraits de la propolis varie d'une région a une autre, ceci est

expliqué par l'influence des facteurs environnementaux des deux régions sur la synthese de ces

l36
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composés phénoliques et peut étre par la différence entre les souches des abeilles qui produisent la
propolis.

Comparant ces résultats, on constate que les taux enregistrés dans notre étude sont plus haut que
ceux obtenus par (Kebsa et al., 2006) avec la propolis de Kaous 370mg éq quercétine/g de l'extrait
brut, ceci peut étre expliqué par I'effet de la saison .

Les flavonoides constituent la classe la plus abondante des polyphénols dans la nature. Le
principe de leur dosage repose sur la propriété de ces composes a chélater les ions aluminiums en
donnant un complexe coloré en jaune dont 1’intensité de la coloration est proportionnelle avec la
concentration des flavonoides dans 1’extrait.

Le tableau (04) exprime les teneurs en flavonoides des deux extraits éthanoliques de la propolis

exprimées en mg EQ/g de propolis.

Tableau 04: Teneur en flavonoides dans les différents échantillons de propolis en mg équivalent
quercétine /g de propolis.

EEP Kaous EEP Taxanna
Concentration (mg 340+3,66 333,3+1
EQ/g de propolis)

Les résultats montrent que la teneur en flavonoides est presque la méme dans les deux
échantillons, cependant on ne peut pas négliger que la propolis de Kaous a la teneur la plus élevée
(340+3,66 mg EQ/Qg) a celle de Taxanna (333.3t1mg EQ/Qg).

Une étude réalisée par Kartal et al. (2002), confirme que la teneur en flavonoides totaux peut étre
utile pour différencier entre les échantillons de la propolis.

Cette variation observée dans la teneur des polyphénols et des flavonoides entre les deux
échantillons dépend essentiellement a l'origine de la propolis, la saison de la récolte, la localisation
géographique, la durée de la conservation, et les conditions environnementales.

(Lopez et al ., 2003).

I. 3. Etude du pouvoir anti radicalaire par le test au DPPH°

La figure (11) montre les variations de I’effet scavenger de I’EEP et de la quercétine a

différentes concentrations molaires vis-a-vis le radical DPPH°.
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Figure 11 : Evaluation de Iactivité anti-radicalaire de I’EEP de et de la quercétine a différentes
concentrations vis-a-vis le radical libre DPPH®.

On se basant sur le pourcentage d'inhibition du DPPH®, on a évalué l'effet anti-radicalaire de
I'extrait de la propolis aux concentrations 50, 100, 200, et 400 pg/ml, on a enregistré un effet

antiradicalaire concentration dépondant, le méme résultat est enregistré avec la quercétine.

Dans les concentrations 50 pg /ml et 100 pg /ml, I'EEP a donné un pouvoir antiradicalaire moins
(38,05+5,26 %, 46,36+6,437 respectivement) que celui obtenu avec la quercétine (41,59+8,36 7,
53,42+15,557. respectivement). Cependant, a fortes concentrations (200 pg /ml et 400 pg /ml),
I'EEP a donné un effet équivalent (59,092+5,11%, 66,88+11,97%) de celui de la quercétine
(61,55+6,197 , 67.45+7,51%) respectivement.

Dans le but d’évaluer I’effet scavenger de I’EEP, nous avons utilise une méthode basée sur la
réduction du radical 1,1 diphényle 2- picrylhydrazyl (DPPH") et les résultats obtenus a propos de
I’EEP sont en accord avec ceux déja publiés .Corroborant, les propriétés anti-radicalaires de la
quercétine sont dirigées contre les radicaux hydroxyles "OH et superoxydes O," qui sont des

especes impliquées dans le déclenchement de la péroxydation lipidique (Chen et al.,2004).

Nos résultats sont en accord avec ceux de Maria et al., 2002. Maria et al., ont fait la comparaison
de I’effet scavenger de la propolis collectée de différentes régions de 1’argentine, et ont rapporté que
I’extrait éthanolique de la propolis exprime d’une part un pouvoir scavenger remarquable qui reste
d’autre part faible devant celui de la quercétine. La composition chimique de la propolis varie

essentiellement avec la région de collection et par conséquent I’activité biologique (Lahouel et al.,
2009) .
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Résultats et Discussion

I1. Etude in vivo de I’effet antioxydant de la propolis

11.1. Les parameétres biochimiques

11.1.1. Dosage des parametres biochimiques au niveau rénal, hépatique et cardiaque

Les résultats des parametres sériques sont presentes dans le tableau suivant :

Tableau 05:Variation des taux sériques des biomarqueurs rénaux, hépatiques et cardiaques.

Les valeurs sont données en moyenne + Ecartype. Test de student : (*) p<0.05 représente une différence significative, (**) p<0.01
représente une différence hautement significative et (***) p<0.001 représente une différence trés hautement significative. (*: relatif
au témoin, #: relatif au Cisplatine)

Paramétres Urée Créatinine Bilirubine totale Bilirubine Bilirubine
g/l (mg/l) (mg/l) direct (mg /1) indirect (mg /I)
Groupes
Témoin 0,52 5,72 2 1,7 0,20
t t & + 2
0,02 0,17 0,91 1,04 0,26
Cisplatine 2,82 50,13 2,73 2,36 0,35
t t + t +
0,11**  587*** 0,66* 0,55* 0,05*
Cisplatine 1,02 10,81 1,42 1,23 0,11
+Quercétine + + £ + +
0,90* 7,90* 0,20* 0,15* 0,10*
Cisplatine 0,66 6,47 1,71 1,43 0,27
+ propolis + + + + +
0,43** 1,48 0,42* 0,40* 0,06*
Parametres Phosphatase CPK LDH Protéine totaux ~ TGO TGP
alcaline (UI/I) ((SITD)] ((SITD)] g/l iy ((SITD)]
Groupes
Témoin 103,3 2610 1701,33 151,33 307,33 68,33
+ + + + + +
40,41 151,01 502,125 4,16 93,08 2,52
Cisplatine 124 295166  2567,66 100 651,66 111,66
+ + + + + +
1* 703,76*  455,49*  577* 88,16** 25,92*
Cisplatine 61,66 1813,66 1465 121,66 246 58,33
+Quercétine i E= E= + £ £
26,72* 1067,94  374,23*  5,85* 86,74** 15,88*
Cisplatine 56 1584,33 1665 125 215 86,66
+ propolis + + + + + +
29,71* 793,65* 1022,45* 24,02* 69,15** 5,13*
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L’injection d’une dose unique du CDDP (5mg/kg) a provoque une forte augmentation (P<0,001)
du taux de ’urée et de la créatinine (2,82+0,11g/l; 81,13£5,87mg/l respectivement) par apport au
groupe témoin. Cependant, le prétraitement par la propolis a révélé une diminution significative
(P<0,01) de I'urée et de la créatinine (0,66+0,43g/l ; 6,47+1,48mg/l respectivement) par apport a
celui mesuré chez le groupe recevant le CDDP seul (2,82+0,11g/l; 81,13+5,87mg/I

respectivement).

Pour I’activité enzymatique des transaminases et des PAL, on a constaté chez le groupe recevant
le CDDP seul une augmentation remarquable de leurs concentrations (TGO : 651,66 + 88,16 Ul/I;
TGP ; 111,66 + 25,92 Ul/l ; PA: 124+1Ul/1 respectivement) par apport au groupe témoin (TGO :
307,33 £ 93,08 Ul/l; TGP : 68,33 = 2,52 Ul/I; PA 103,3 + 40,41UI/I respectivement). Cependant le

prétraitement par la propolis a amélioré fortement leurs concentrations.

On a enregistré une élévation significativement (P<0 ,05) des taux sériques de LDH (2567,66 +
455,49 UI/) et de CPK (2951,66 + 703,76 UI/I) chez les rats prétraités par le CDDP par apport au
groupe témoin. Cependant le prétraitement par la propolis a révélé une diminution (P<0,05) de
LDH (1665£1022,45U1/l) et de CPK (56+29,71UI/1) par apport a celui mesuré chez le groupe
recevant le CDDP seul.

On a remarqué une augmentation légere des taux de la bilirubine chez les rats traités par le CDDP
(bilirubine totale 2,£0,66mg/l ; bilirubine direct 1,7+0,55mg/l ; bilirubine indirect 0,2+0,05mg/l )
par apport au groupe témoin (bilirubine totale 2,7+0,91 mg/l; bilirubine direct
2,3+1,04mg/l ;bilirubine indirect 0,35+0,26mg/l. Le prétraitement par la propolis n'a pas révélé un

changement par rapport au groupe CDDP.

Concernant le taux des protéines totales, on a enregistré un taux faible chez les rats traités par le

CDDP qui est significativement amélioré chez les traités par la propolis et la quercétine.

En pathologie, une augmentation des taux sériques des transaminases, de la créatinine kinase, et
de la LDH est due a des lesions hépatiques et myocardiques qui se manifestent par une
augmentation de la destruction cellulaire normale ou une cytolyse pathologique des cellules

cardiaque et (Westhuyzen et al., 2012).

Nos résultats montrent une augmentation des taux sériques de LDH, CPK, et des transaminases
chez les rats traités par le CDDP. L'élévation du LDH associée a I'¢lévation du CPK représente le
premier indicateur de la myopathie. Cette élévation peut étre attribué a l'altération des enzymes
antioxydantes dans le tissu cardiaque apres traitement par CDDP pour plusieurs raisons ; altération

des acides nucléiques, dommage mitochondriales et inhibition des enzymes.
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Le prétraitement par I'extrait éthanolique de la propolis a atténué I'effet délétere de CDDP sur
I'activité sérique de LDH, CPA, et transaminases en diminuant leurs activités ce qui prouve l'effet

préventif de la propolis. Ces résultats sont en accord avec la littérature de (Lahouel et al., 2004)

PAL est une enzyme genéralement mesurée pour indiquer I'obstruction des canaux biliaires. Des
niveaux éleves de PAL existent dans les cellules qui se divisent rapidement ou celle dans le
métabolisme est active. Ces cellules comprennent I'épithélium des voies biliaires et du foie,
granulocytes de la circulation sanguine, le tubule proximal du rein (Westhuyzen et al., 2012; Herget
etal., 2004) .

Dans cette étude le dysfonctionnement hépatique et rénal est confirmé chez le groupe traité par le
CDDRP par apport au témoin. Cette augmentation de PAL attribuée a la fuite de ces enzymes du
cytosol vers le sang suite a une élévation de la perméabilité membranaire des cellules hépatiques et
rénales (Orabi et al., 2013) .

La Créatinine provient du catabolisme de la créatine d’origine musculaire. Elle est librement
filtrée par le glomérule et constitue un bon marqueur endogéne de la filtration glomérulaire. C’est
une substance qui n’est pas réabsorbée et complétement excrétée par le rein et dont la  sécrétion

tubulaire ne dépasse pas le 1%.

L'urée est un composé organique augmente avec une situation de catabolisme ou un apport
protéique important et qui baisse sous régime pauvre en protéines. L’urée est soumise a une
réabsorption tubulaire importante, dépendant pour 1’essentiel de la quantité d’eau libre présente

dans le néphron, son excrétion est de plus irréguliere (Bunel, 2015).

Dans notre étude, le traitement par le CDDP a provoqué une néphrotoxicité. Ces résultats sont
similaires a ceux publiés par des études antérieures (Barrera et al., 2003) ; Fatima et Mahmood,
2007 ; Pedraza-Chaverri et al., 2008). Les résultats obtenus montrent clairement que le CDDP a
entrainé une altération de la fonction rénale révélée par 1’augmentation des niveaux de seS
marqueurs dans le sérum (urée et créatinine) qui est probablement due a I’interaction du CDDP
avec la membrane cellulaire conduisant a modifier sa perméabilité et a la perte de l'intégrité
fonctionnelle du rein (Soudani et al., 2010). Le prétraitement par la propolis a amélioré
partiellement les effets toxiques induits par la CDDP. Des études précédentes avait démontré
I’activité importante des extraits du propolis a lutter contre le stress oxydant et a piéger les radicaux
libres (Ajith et al., 2007 ; Masuda et al., 2004).
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11.2. Dosages tissulaires
11.2.1. Dosage des parameétres du stress oxydant dans le tissu rénal

11.2.1.1. Evaluation de la peroxydation lipidique (MDA)

Les premieres cibles des ROS sont des lipides, notamment se présents dans les membranes
cellulaires est subcellulaires. Les membranes riches en acides gras polyinsaturés (AGPI) sont tres

sensibles a 1’oxydation en raison de leurs degré élevé d’instauration (Pamplona et al., 2000 ;

Hulbért, 2005) .

L’oxydation des lipides génére des peroxydes lipidiques qui sont eux méme treés réactifs. Elle
fournit également une grande variété de produits qui servent comme marqueurs de la peroxydation
lipidique dont le MDA qui est le plus utilisé (Echtay et al ., 2003).
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Figure 12 : Variations des concentrations en MDA dans le tissu rénal.

Les valeurs sont données en moyenne * Ecartype. Test de student : (*) p<0.05 représente une différence significative, (**) p<0.01
représente une différence hautement significative et (***) p<0.001 représente une différence trés hautement significative. (*: relatif
au témoin, #: relatif au Cisplatine)

Pour évaluer la toxicité du CDDP, aprées 5 jours de I’injection d’une dose de Smg/Kg par voie IP,
on a essayé¢ d’étudier le taux de MDA. Nos résultats ont montré clairement une élévation
significative du MDA, ce qui explique alors le lien entre ’administration du CDDP et la
lipoperoxydation, et par conséquent les dégats au niveau des tissus par la formation excessive des

radicaux libres.

D’apreés les résultats obtenus et qui sont illustrés dans la (figurell), nous avons constaté une
élévation significative (P<0,05) du taux de MDA chez les rats recevant le CDDP (21,73£3,82

nmol/mg) par apport au groupe témoin (7,96+1,59 nmol/mg).
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Par contre une diminution hautement significative (P<0.01) du taux du MDA a été constatée chez
le lot traité par la quercétine et le CDDP (6,73+1,30 nmol/mg) par rapport au lot traité par le CDDP
seul (21,73+3,82 nmol/mg).

Cependant, il se trouve diminué de facon hautement significative (P<0,01) dans le groupe
d’animaux prétraités par I’extrait de la propolis (8,16+£2,02 nmol/mg), qui semble apporter une
protection des cellules rénales contre la peroxydation lipidique induite par les radicaux libres
formés par le CDDP.

Plusieurs études ont suggéré qu'une seule injection de CDDP a des doses de 5-10 mg / kg de
poids corporel chez le rat provoque une réduction marquée du taux de filtration glomérulaire, En
outre, le traitement entraine une augmentation significative des niveaux rénaux de MDA par rapport
au niveau témoin. Certains chercheurs ont signalé qu'il existe une association entre le MDA et la
toxicité rénale aigué induite par le CDDP, cette toxicité implique activement le stress oxydatif (Iraz
et al., 2006). Les composants cellulaires y compris les lipides, les protéines et I'ADN, sont
directement affectés par les ROS (Hosseinzadeh et al., 2005). Les radicaux libres produits par
I'administration du CDDP endommagent les composants lipidiques de la membrane cellulaire par

peroxydation et dénaturent les protéines conduisant a une inactivation enzymatiques.

Dans la présente étude, le prétraitement avec la propolis a inhibé l'augmentation de la
peroxydation lipidique induite par le CDDP dans le tissu rénal. Le mécanisme moléculaire
responsable de ces effets reste largement inconnu, mais son action fixatrice efficace a la fois de
I'anion hydroxyle et de I'anion superoxyde peut étre impliquée. Ces résultats sont conformes a ceux
publiés (Atessahin et al., 2007). Donc la supplémentation en propolis diminue l'incidence et la

séverité de la néphrotoxicité (Atessahin et al., 2005).

11.2.1.2. Evaluation du taux de GSH cytosolique

Le GSH est un antioxydant non enzymatique, constitue la premiere ligne de défense contre les
ROS, c’est un tri-peptide dont la concentration intracellulaire est importante puisqu' elle est de
I’ordre de 10 *a10 ™ mol/L. La fonction thiol qu’il porte lui confére un réle antioxydant qu’il
exerce Vvis-a-vis de nombreuses especes oxygenees, en particulier vis-a-vis de I’eau oxygénée et des

radicaux hydroxyles (Raja et al., 2007) .

Les résultats de 1’évaluation des concentrations de GSH dans le tissu rénal dans les différents

groupes sont illustrés dans la figure ci-dessous :
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Figure 13: Variation de taux de GSH dans le tissu rénal.

Les valeurs sont données en moyenne + Ecartype. Test de student : (*) p<0.05 représente une différence significative, (**) p<0.01
représente une différence hautement significative et (***) p<0.001 représente une différence trés hautement significative. (*: relatif
au témoin, #:relatif au Cisplatine)

Notre étude a montré une baisse hautement significative (P<0.01) du taux de GSH rénal chez le
groupe recevant le CDDP (1,83+0,34 mM) par rapport au groupe témoin (3,36+0,47 mM).

Chez les rats prétraités par 1’extrait de la propolis pendant 8 jours avant 1’administration du
cisplatine on a enregistré une augmentation hautement significative (P<0.01) de GSH (4,68+1 ,04

mM) par rapport au groupe rcevant le CDDP (1,83+£0,34 mM).

Par contre une augmentation significative (P<0.05) de glutathion réduit (GSH) est constatée chez
les rats prétraités par la quercétine (3, 920,60 mM) par rapport au groupe recevant le CDDP seul
(1,83+0,34 mM).

Le GSH joue un réle multifactoriel dans le mécanisme de défense antioxydante, c'est un piégeur
direct des radicaux libres, un Co-substrat nécessaire pour I’activité de la GST. Par conséquent, les
changements de I'état redox du GSH peuvent étre considérés comme un indicateur particulierement
sensible du stress oxydant (Raja et al., 2007). La diminution du taux de GSH chez le groupe
(CDDP) par rapport au groupe témoin est due semble t-il a une diminution du renouvellement du
GSH par le GPX. Par contre, le prétraitement par la propolis stimule la régénération de GSH a
partir de GSSG. Nos resultats sont en accord avec ceux Stahl et al. (2003), Sueish et al. (2008).
Mustafa et al. (2006) qui a exasaminé l'effet protectif de I'acide caffeique sur la toxicité induite par
le CDDP. De plus, le GSH est un substrat chef pour les enzymes antioxydants, sa diminution peut

étre liée a sa consommation accrue par ces enzymes (Zhou et al., 2001). Cet effet montre sans doute
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le pouvoir protecteur de la propolis en général. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par
(Bengadouer et al., 2014).

11.2.1.3. L'évaluation de I'activité des enzymes antioxydantes

11.2.1.3.1. Evaluation de ’activité cytosolique de la GST

Le GST est une famille des enzymes multifactorielles présentes chez tous les organismes, ces
enzymes sont trés importantes dans la protection des cellules contre les especes réactives de
I’oxygene (Renuka et al., 2003).

Les résultats obtenus de dosage de GST dans le tissu rénal sont illustrés dans la figure (13).
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Figurel4 : Variation de activité de la GST dans le tissu rénal.

Les valeurs sont données en moyenne + Ecartype. Test de student : (*) p<0.05 représente une différence significative, (**) p<0.01
représente une différence hautement significative et (***) p<0.001 représente une différence trés hautement significative. (*: relatif
au témoin, #:relatif au Cisplatine)

L’activité de la GST diminue de facon hautement significative (P<0,01) chez le groupe de rats
recevant le CDDP seul (32,77+£1,07 Ul/mg) par apport au groupe témoin (59,58+8,15U1/mg). Le
prétraitement par la quercétine a donné une augmentation hautement significative (P<0,01) de
I’activité de GST (49,96+3,47 Ul/mg) par apport au groupe recevant le CDDP seul (32,77+1,07
Ul/mg).

Le groupe prétraité par la propolis a marqué une augmentation hautement significative P<0,01) de
I’activité de GST (45,02+1,35Ul/mg) par apport au groupe recevant le CDDP seul (32,77+1,07
Ul/mg).

11.2.1.3.2. Evaluation de I’activité enzymatique de la CAT

Le peroxyde dihydrogéne produit par la SOD est ensuite éliminé par une transformation en H-O.

La figure ci- dessous illustre I’activité enzymatique de la CAT chez les différents groupes.
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Figurel5 : Variation de ’activité de la catalase dans le tissu rénal.

Les valeurs sont données en moyenne + Ecartype. Test de student : (*) p<0.05 représente une différence significative, (**) p<0.01
représente une différence hautement significative et (***) p<0.001 représente une différence trés hautement significative. (*: relatif
au témoin, #: relatif au Cisplatine)

Une diminution hautement significative (P<0,01) est enregistrée chez le groupe de rats recevant le
CDDRP seul (0,05+£0,03U1/mg) par apport a celle mesurée chez le groupe témoin (0,26+0,05U1/mg).
La mesure de Pactivité de la CAT chez le groupe des rats prétraité par la quercétine a montré une
augmentation hautement significative (P<0,01) du (0,21+0,01UI/mg) par apport au groupe recevant
le CDDP seul (0,05£0,03Ul/mg)

Le prétraitement des rats par la propolis a entrainé une augmentation hautement significative
P<0,01) de I’activité de la CAT (0,21+£0,09Ul/mg) par apport au groupe recevant le CDDP seul
(0,05+0,03U1/mg). Puisque le CDDP est connu pour provoquer un stress oxydant dans les
cellules rénales par l'inhibition du systéme de défense des enzymes antioxydantes, la glutathion
peroxydase, la superoxyde dismutase et la CAT constituent mutuellement une équipe de soutien de
défense contre les ROS (Soliman et al., 2010 ; Soudani et al., 2011). Des petites déviations dans
leurs concentrations physiologiques pourraient avoir des effets considérables sur la résistance des
lipides cellulaires, des protéines et de 'ADN aux dommages oxydatifs induits par le CDDP (Bagchi
et al., 2002). Nos résultats ont montré une diminution de I’activité de la CAT rénale et de ’activité
de la GST chez les rats traités par le CDDP (5 mg/kg). La diminution des activités de la CAT dans
notre eétude peut étre due a son inhibition causée par I'accumulation intracellulaire des ROS, la
méme explication a été donnée par Kalayarasan et al. (2008). Selon Pigeolet et al. (1990), la
diminution de l'activité enzymatique de la catalase peut refléter une réduction de la capacité des
mitochondries et des microsomes d'éliminer le H202. Les GST forment une famille d’enzymes

cytoplasmiques présentes dans les cellules du tubule proximal (a-GST) ou distal (p-GST). La
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diminution enregistrée de I’activité de la GST chez le groupe recevant le CDDP prouve une
surproduction des ROS en aboutissant a une atteinte rénale aigue. La consommation de GSH par la
GST peut étre aussi explicative de cette diminution, et quand il y a augmentation de sa
consommation dans le but de détoxifier les molécules toxique, son taux va diminuer et lI'enzyme

souffre des carences on GSH qui se manifeste par une diminution de son activité (Hossam et al.,
2005).

Nous avons observé une restauration des activités des enzymes antioxydantes chez les rats traités
par le CDDP et retraités par la propolis ce qui suggere l'effet protecteur de cette source
polyphénolique contre les dommages oxydatifs induits par le CDDP. Nos résultas sont similaires a
ceux obtenus par Kalayarasan et al. (2008) qui a examiné 1’effet de I’acide ellagique sur la
néphrotoxicité de CDDP.

11.2.2. Dosage des parameétres du stress oxydant dans le tissu hépatique

11.2.2.1. Evaluation de la peroxydation lipidique (MDA)
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Figurel6 : Variations des concentrations tissulaires en MDA dans le tissu hépatique.

Les valeurs sont données en moyenne + Ecartype. Test de student : (*) p<0.05 représente une différence significative, (**) p<0.01
représente une différence hautement significative et (***) p<0.001 représente une différence trés hautement significative. (*: relatif
au témoin, #:relatif au Cisplatine)

D’aprés les résultats obtenus, nous avons constaté une élévation hautement significative (P<0,01)

du taux de MDA chez les rats recevant le CDDP (12,21+1,68nmol /mg) par apport au groupe
témoin (4,90£2,007nmol/mg).

Par contre une diminution hautement significative (P<0.01) du taux du MDA a été constatée chez
le lot prétraité par la quercétine (5,26£2,003nmol/mg) et le lot prétraité par la propolis

(6,33+1,15nmol/mg) en comparant avec le lot traité par le CDDP seul (12,21+1,68nmol/mg)
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La peroxydation lipidique contient une série de réaction radicalaires en chaine et est également
associee a plusieurs types de dommages biologiques (Kuhlmann et al., 1997; Antunes et al ., 2000).
Dans diverses recherches qui ont étudies I'effet du stress oxydant au niveau des tissus, les peroxydes
lipidiques sont signalés a augmenter, ils sont formés par I'attaque des radicaux libres sur les résidus
d'acides gras polyinsaturés produisant finalement le malondialdéhyde mutagene et cancérigéne
(Scibior et al., 2013).

Dans notre étude, nous avons noté une augmentation des niveaux du MDA hépatique apres
I’administration de CDDP, ce dernier génére les ROS, comme l'anion superoxyde et les radicaux
hydroxyles et stimule la peroxydation lipidique. Cela conduit a des dommages oxydatifs des
composants cellulaires. Les mémes résultats ont été obtenus par Soudani et al. (2011) sur
hépatotoxicité de CDDP .

Cependant, le traitement par la propolis pourrait empécher l'altération induite par le CDDP
probablement par élimination des toxiques a partir du corps, empéchant ainsi la poursuite des
dommages provoqués par cet anticancéreux. La présence des polyphénols et des flavonoides dans la

propolis pourrait étre responsable de 1’activité antioxydante et hépatoprotectrice (Ajith et al., 2007).
11.2.2.2. Evaluation du taux de GSH cytosolique

Les résultats de I’évaluation des concentrations de GSH dans le tissu hépatique dans les différents

groupes sont illustrés dans la figure ci-dessous
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Figurel?7 : Variation des taux de GSH dans le tissu hépatique.

Les valeurs sont données en moyenne + Ecartype. Test de student : (*) p<0.05 représente une différence significative, (**) p<0.01
représente une différence hautement significative et (***) p<0.001 représente une différence trés hautement significative. (*: relatif
au témoin, #: relatif au Cisplatine)
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Notre étude a montré une baisse hautement significative (P<0.01) du taux de GSH du tissu
hépatique chez le groupe recevant le CDDP seul (1,7+0,67 mM) par rapport au groupe témoin
(4 ,18+ 1,35 mM),

Chez les rats prétraités par 1’extrait de la propolis on a enregistré une augmentation hautement

significative (P<0.01) de GSH (4,221 ,76 mM) par rapport au groupe CDDP seul (1,7+0,67 mM).

Par contre une augmentation non significative (P> 0,05) de glutathion réduit (GSH) est constatée
chez les rats preétraités par la quercétine (4, 14+0,89 mM) par rapport au groupe recevant le CDDP
seul (1,7£0,67 mM).

Le stress oxydant dans les cellules ou les tissus se référe a renforcer la production d'espéces
réactives de l'oxygeéne, les ROS générés sont efficacement piégés par le systéeme enzymatique
antioxydant comme la GPx et la GR, ainsi que les antioxydants non enzymatiques comme le GSH,
la vitamine A, C et E (Schlorff et al., 1999). Le GSH est le plus abondant thiol de basse masse
moléculaire crucial du mécanisme de défense antioxydante, fonctionne comme un capteur de

radicaux libres réactifs direct (Romao et al., 2006).

Dans notre étude expérimentale, les résultats montrent une diminution des niveaux de glutathion
chez les rats traités par le CDDP. Le traitement des rats par la propolis suivi par le CDDP a montré
une amélioration importante ou le taux de GSH revient presque a la normale. La déplétion du taux
de GSH hépatique est expliquée par la participation du foie, a I'élimination des peroxydes lipidiques
et des électrophiles responsables des dommages tissulaire (Saka et al., 2002) ou de sa
consommation dans le processus de piégeage des radicaux libres produits par le CDDP (Bagchi et
al., 1995 ; Gunaratnam et Grant, 2008). Nos résultats sont en accord avec les résultats obtenus par
(Sarwat et al., 2012).

Il est évident que la propolis donné en prévention, semble jouer un role clé dans I'atténuation des
dommages du stress oxydant en diminuant la peroxydation des lipides, augmentant les niveaux du
GSH et maintenant les taux normaux des enzymes antioxydantes, ces résultats sont similaire a ceux
des auteurs Naghizadeh et al.(2008), Verna et al.(2006) qui ont étudi¢ I’effet de gengembre sur la

toxicité hépatique et cardiaque.
11.2.2.3. Evaluation de I'activité des enzymes antioxydantes
11.2.2.3.1. Evaluation de ’activité enzymatique de la GST cytosolique

Les résultats obtenus de dosage de GST dans le tissu hépatique sont illustrés dans la figure ci-

dessous :
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Figure 18 : Variation de L’activité de GST dans le tissu hépatique.

Les valeurs sont données en moyenne + Ecartype. Test de student : (*) p<0.05 représente une différence significative, (**) p<0.01
représente une différence hautement significative et (***) p<0.001 représente une différence trés hautement significative. (*: relatif
au témoin, #:relatif au Cisplatine)

L’activité de la GST présente une diminution non significative (P>0,05) chez le groupe de rats

recevant le CDDP seul (17,31+1,50U1/mg) par apport au groupe témoin (24 ,68+4,41 Ul/mg).

Le prétraitement des rats par la quercétine a donné une diminution non significative (P>0,05) de
I’activité de la GST (23,80+3,87+ Ul/mg) par apport au groupe CDDP seul (19,19£3,01 Ul/mg)

Cependant, le groupe prétraité par la propolis a marqué une augmentation significative (P<0,05) de
I’activité de la GST (23,12+1,18+ Ul/mg) par apport au groupe recevant le CDDP seul (19,19+3,01
ul/mg).

11.2.2.3.2. Evaluation de I’activité enzymatique de la CAT

Les résultats de I’activité enzymatique de la CAT chez les différents groupes sont représentés

dans la figure suivante :
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Figure 19 : Variation de ’activité de CAT dans le tissu hépatique.

Les valeurs sont données en moyenne + Ecartype. Test de student : (*) p<0.05 représente une différence significative, (**) p<0.01
représente une différence hautement significative et (***) p<0.001 représente une différence trés hautement significative. (*: relatif
au témoin, #:relatif au Cisplatine)

Une diminution significative (P<0,05) est enregistrée chez le groupe de rats recevant le CDDP

seul (0,08+0,01U1/mg) par apport a celle mesurée chez le groupe témoin (13+0,02U1/mg).

La mesure de ’activité de la CAT chez le groupe des rats prétraité par la quercétine a montré une
augmentation non significative (0,14+0,12Ul/mg) par apport au groupe recevant le CDDP seul
(0,08+0,01Ul/mg)

Par contre, le prétraitement par la propolis a entrainé une augmentation non significative
(P>0,05) de I’activité de la CAT (0,13+£0,13Ul/mg) par apport au groupe recevant le CDDP seul
(0,08+0,01UI/mg).

La CAT et la GST protégent les cellules contre les ROS. Dans cette étude, une diminution des
activités de ces antioxydants clés ont été trouvés dans le tissu hépatique. L'augmentation du MDA
dans le foie des rats traités par le CDDP peut étre liée a une diminution de l'activité de la CAT qui
catalyse I'élimination du peroxyde d'hydrogéne et des hydroperoxydes organiques. Ces
résultats sont similaires a ceux obtenus par Emre et al. (2014) qui ont examiné I’effet de
quércétine comme un flavonoides sur la diminution de stress oxydant induit par le CDDP. Le GSH
joue un réle important dans la neutralisation et la détoxification des xénobiotiques catalysées par la
GST qui a presenté des taux hépatiques normaux (phénomene de détoxification) (El-shenawy,
2010).
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11.2.3. Dosage des parameétres de stress dans le tissu cardiaque
11.2.3.1. Evaluation du taux de peroxydation lipidique MDA

D’aprés les résultats obtenus et qui sont illustrés ci-dessous:
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Figure 20: Variations des concentrations tissulaires en MDA dans le tissu cardiaque.

Les valeurs sont données en moyenne + Ecartype. Test de student : (*) p<0.05 représente une différence significative, (**) p<0.01
représente une différence hautement significative et (***) p<0.001 représente une différence trés hautement significative. (*: relatif
au témoin, #:relatif au Cisplatine)

Nous avons constaté une variation significative (P<0,05) du taux de MDA chez les rats recevant

de CDDP (11,66 + 0,57 nmol/mg) par apport au groupe témoin (10,66 + 2,08nmol/mg)

Par contre une diminution non significative (P>0.05) du taux du MDA a été constatée chez le lot
prétraité par la quercétine et le CDDP (8,66 + 0,47 nmol/mg) contre au lot traité par le CDDP seul
(11,66 + 0,57 nmol/mg).

Quant a, 1l se trouve une diminution de fagon significative (P<0,05) dans le groupe d’animaux
prétraité par 1’extrait de la propolis (6 ,33+ 0,57 nmol/mg) contre au lot traité par le CDDP seul
(11,66 £ 0,57 nmol/mg).

11.2.3.2. Evaluation du taux de GSH cytosolique

Les résultats de 1’évaluation des concentrations de GSH dans le tissu cardiaque dans les différents

groupes sont illustrés dans la figure ci-dessous :
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Figure 21 : Variation de taux de GSH dans le tissu cardiaque.

Les valeurs sont données en moyenne + Ecartype. Test de student : (*) p<0.05 représente une différence significative, (**) p<0.01
représente une différence hautement significative et (***) p<0.001 représente une différence trés hautement significative. (*: relatif
au témoin, #:relatif au Cisplatine)

Notre étude a montré une diminution significative (P<0.05) du taux de GSH du tissu cardiaque

chez le groupe recevant le CDDP (1,7+0,26 mM) par rapport au groupe témoin (3,16£2,45 mM).

Une augmentation significative (P<0.05) de glutathion réduit (GSH) est constatée chez les rats
recevant le CDDP et prétraités par la quercétine (2,8+0,03 mM) par rapport au groupe recevant le
CDDRP seul (1,7£0,26 mM).

Chez les rats prétraités par I’extrait de la propolis pendant 8 jours avant 1’administration d
CDDP, on a enregistré une augmentation significative (P<0.05) de GSH (3,49+1,41 mM) par
rapport au groupe réservant le CDDP (1,7£0,26 mM).

11.2.3.3. Evaluation de I'activité des enzymes antioxydant
11.2.3.3.1. Evaluation de ’activité enzymatique de la GST

Les résultats obtenus de dosage de GST dans le tissu cardiaque sont illustres dans la figure ci-

dessous :
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Figure 22: Variation de L’activité de GST dans le tissu cardiaque.

Les valeurs sont données en moyenne + Ecartype. Test de student : (*) p<0.05 représente une différence significative, (**) p<0.01
représente une différence hautement significative et (***) p<0.001 représente une différence trés hautement significative. (*: relatif
au témoin, #:relatif au Cisplatine)

L’activité de la GST a diminué significativement (P<0,05) chez le groupe de rats recevant le

CDDP seul (9,1£1,52 Ul/mg) par apport au groupe témoin (14,51+0,68 Ul/mg).

Le prétraitement d’un groupe des rats par la quercétine a donné une augmentation Nnon
significative (P>0,05) de I’activité de GST (15,09£1,18 Ul/mg) par apport au groupe recevant le
CDDRP seul (9,1£1,52 Ul/mg).

Cependant, le groupe prétraité par la propolis a marqué une augmentation significative (P<0,05)
de l’activité de GST (17,12+1,4 Ul/mg) par apport au groupe recevant le CDDP seul (9,1+1,52
Ul/mg).

[1.2.3.3.1. Evaluation de I’activité enzymatique de la CAT

Les résultats de I’activité enzymatique de la CAT chez les différents groupes sont représentés

dans la figure suivante :
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Figure 23: Variation de ’activité de CAT dans le tissu cardiaque.

Les valeurs sont données en moyenne + Ecartype. Test de student : (*) p<0.05 représente une différence significative, (**) p<0.01
représente une différence hautement significative et (***) p<0.001 représente une différence trés hautement significative. (*: relatif
au témoin, #: relatif au Cisplatine)

Une diminution significative (P<0,05) est enregistrée chez le groupe de rats recevant le CDDP

seul (0,23+£0,07 UL/mg) par apport a celle mesurée chez le groupe témoin (0,21+0,15Ul/mg).

La mesure de I’activité de la CAT chez le groupe des rats prétraité par la quercétine a montré une
augmentation significative (P<0,05) du (0,19£0,10 Ul/mg) par apport au groupe recevant le CDDP
seul (0,21+0,15U1/mg).

Le prétraitement d’un groupe des rats par la propolis a marqué une augmentation significative
(P<0,05) de I'activité de CAT (0,23+£0,07Ul/mg) par apport au groupe recevant le CDDP seul
(0,21+0,15Ul/mg)

Dans cette présent étude, les résultats ont montré une augmentation de MDA dans le tissu
cardiaque. Le développement d’un stress oxydant induit par le CDDP peut expliquer cette
peroxydation lipidique. Cette sensibilitt au CDDP est liece a un déficit relatif des défenses
antioxydantes des myocytes cardiaques et 1’abondance des mitochondrie qui sont trés riches on

lipides polyinsaturés, cible direct des ROS (Carvalo et al., 2014).

Le prétraitement par la propolis ou la quercétine a diminué le taux de MDA ce ci prouve que la
propolis ou la quercétine semblent apporter une protection contre la cardiotoxicité. Ces résultats

sont en accord a ceux des auteurs (Fadillioglu et al., 2003 ; Atessahin et al.,2006) .

Des études ont montré une diminution des niveaux de GSH cardiaque aprés traitement par le
CDDP. Toutefois, dans la présente étude le GSH cardiaque a diminué par rapport au groupe
témoin. Cet état peut étre expliqué par le fait que la synthése du GSH a été inhibée dans les
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myocytes exposees au stress oxydatif. Tian et al., (2001) ont suggéré que dans des conditions de
stress oxydatif fort, il peut y avoir une inhibition des enzymes régulant la biosynthése du GSH et
par la suite du cycle oxydoréductase modulée par les enzymes antioxydantes, notamment les GPX
qui régenerent le GSSG au GSH. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par Martinis et al.

(2001) qui on examiné la toxicité cardiaque de CDDP chez sur un modéle de rats.

La diminution de I'activité enzymatique de la CAT et de la GST peut étre due a I'excés de I'anion
superoxyde suite a une réduction de I'activité de la SOD (Houssam et al., 2005) ou a une carence en
NADPH au cour du stress oxydatif induit par I'exposition au CDDP chez les rats traités, sachant que
le NADPH est nécessaire pour l'activation de la CAT. Nos résultat sont corroborés par ceux d'El-
shenawy (2010) qui a déemontré une diminution de la GST aprés une exposition au CDDP due fait

que les myocytes sont cibles au stress oxydant induit par les ROS (Pietta et al., 2000).

Le prétraitement par la propolis a restauré l'activité des enzymes antioxydantes cardiaques grace sa
richesse en polyphénols. les résultats sont en accord avec ceux de Linares et al. (2008) qui ont

examiné I’effet d’acide ellagique sur la toxicité cardiaque du CDDP.
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Conclusion

Les résultats obtenus dans cette étude ont montré que le traitement par le cisplatine a induit une
toxicité rénale ainsi qu'une toxicité hépatique et cardiaque chez les rats wistar albinos. Cette toxicité
est traduite d'une part, par la libération des transaminases, LDH, bilirubine, PAL, CPK dans le sang
et la diminution du taux des protéines totales, et d’autre part, par un deficit au systeme antioxydant
enzymatique et non enzymatique avec augmentation de la peroxydation lipidique. Cela conduit a

des altérations au niveau tissulaires.

Le prétraitement par I’EEP a réduit remarquablement la toxicité du cisplatine par amélioration
des taux des paramétres sériques, renforcement du systéme antioxydant enzymatique et non
enzymatique et diminution de la peroxydation lipidique.

Cette recherche nécessite d’autres études plus approfondies pour mieux se concentrer sur les effets
révélés. 1l serait souhaitable de développer cette étude en mesurant d’autres parametres du statut
antioxydant et pro-oxydant. Des études a 1’échelle moléculaire sont nécessaires pour apprécier le
mécanisme de la toxicité du cisplatine et pour mieux comprendre I'effet protecteur des polyphénols

de la propolis.
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Annexe 1

0,8 y = 0,0024x - 0,0004
0,6 R? = 0,9967

0,4 //
0,2

100 200 300 400 500

Les concentrations ( mg/ml)

Densité optique

Figure 01 : Courbe étalon de I’acide gallique (Moyenne de trois essais).
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Figure 02 : Courbe étalon de la quercétine (Moyenne de trois essais).
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Tableau 01 : Evaluation de I’activité antiradicalaire des différents de ’EEP de Kaous et quercétine

Annexe 02

a différentes concentrations vis-a-vis le radical libre DPPH®.

50pg/mi 100 pg/ml 200 pg/mi 400 pg/ml
EEP Kaous 38,05+5,26 46,3616,43 59,092+5,11 66,88+11.67
Quercétine  41,59+8,36 53,42+15,55 61,55+6,19 67.45+7,51

Tableau 02 : Dosage des parameétres du stress oxydant dans le tissu rénal

Parametres [GSH] [MDA] Activité de Activiteé de [Protéines]
(nmol/mg) (nmol/L) | GST(UIl /mg) CAT (mg/ml)

Groupes (Ul /mg)
Témoin 3,36 7,96 59,58 0,26 0,15

t t t t t

0,47 1,59 8,15 0,05 0,0005
Cisplatine 1,83 21,73 32,77 0,05 0,13

t t t t t

0,34** 3,82* 1,07** 0,03** 0,002**
Cisplatine 3,9 6,73 49,96 0,21 0,14
+Quercetine | £ + t + t

0,60* 1,30%* 3,47%* 0,01** 0,001**
Cisplatine 4,68 8,16 45,02 0,21 0,14
+ propolis * + t t +

1,04%* 2,02%* 1,35%** 0,09* 0,001**

Tableau 03 : Dosage des parametres du stress oxydant dans le tissu hépatique.

Parametres [GSH] [MDA] Activité de Activite de [Protéines]
(nmol/mg) (nmol/L) | GST(UI /mg) CAT (mg/ml)

Groupes (Ul /mg)
Témoin 4,18 4,90 32,01 0,13 0,14

+ t + + +

1,35 2,007 7,45 0,02 0,008
Cisplatine 1,7 12,21 17,31 0,08 0,11

+ t + + +

0,67* 1,68** 1,50* 0,01* 0,007**
Cisplatine 4,14 5,26 23,80 0,14 0,14
+Quercetine | + + + + +

0,89 2,003** 3,87* 0,12 0,005**
Cisplatine 4,22 6,33 23,12 0,13 0,14
+ propolis t t t t t

1,76** 1,15%* 1,18** 0,13 0,01*




Tableau 04 : Dosage des parametres du stress oxydant dans le tissu cardiaque.

Parametres [GSH] [MDA] Activité de Activite de [Protéines]
(nmol/mg) (nmol/L) GST(UIl /mg) CAT (mg/ml)

Groupes (Ul /mg)
Témoin 3,49 10,66 14,51 0,21 0,12

t t t t t

0,43 2,08 0,84 0,15 0,009
Cisplatine 2,8 11,66 9,51 0,20 0,10

t t t t t

0,005* 0,57 1,86* 0,08 0,0005*
Cisplatine 2,8+ 10,33 15,09 0,19 0,14
+Quercetine | 0,03 + t + +

0,57* 1,18** 0,10 0,02*

Cisplatine 3,49 6,33 17,12 0,23 0,12
+ propolis + + t t t

1,41 0,57*** 6,7 0,07 0,008**
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Effet protecteur de la propolis sur la néphrotoxicité, ’hépatotoxicité et la cardiotoxicité
induite par le cisplatine.

Résume : Le cisplatine est I'un des agents cytotoxiques le plus actif dans le traitement du cancer. La présente étude est
congue pour déterminer leurs effets toxiques sur le tissu rénal, hépatique et cardiaque ainsi que le possible effet
protecteur des polyphénols de la propolis. Le groupe 1 (contrdle) a recu l'eau distillée. Le groupe 2 a regu une dose
unique de CDDP 5mg /Kg par voie intrapéritonéale. Le groupe 3 a recu 100mg / kg de la propolis per os pour 8 jours
suivie de 5mg /kg CDDP. Le groupe 4a recu 10mg/kg de la quercétine per os pour 8jours suivie par le CDDP
(5mg/kg, IP). A la fin de la période du traitement, le taux du MDA et du GSH, I'activité enzymatique de la GST et de la
CAT ont été déterminés aux niveaux du rein, du foie et du cceur. Le cisplatine a diminué le taux de GSH, l'activité
enzymatique de la GST et de la CAT en comparaison avec le control essentiellement au niveau du rein. Il a augmenté le
taux de MDA et des parametres sériques. Le prétraitement par la propolis a diminué le taux de MDA, a augmenté celui
de GSH, de l'activité enzymatique de la CAT et de la GST ainsi qu'il a amélioré les parametres sériques. En conclusion,
la propolis peut étre utilisée en association avec le anticancéreux en chimiothérapie pour protéger les tissus du stress
oxydatif et les dommages induits.

Mot clés : Cisplatine, stress oxydatif, néphrotoxicité, propolis, hépatotoxicité, cardiotoxicite

Abstract: Cisplatin is one of the most active cytotoxic agents in cancer treatment. The present study was designed to
determine it's kidney, liver and heart toxicity as well as the possible protective effects of propolis polyphenols. Group
1 (control) received distilled water. Group 2 received a single dose of CDDP at 5mg / Kg intraperitoneally. Group 3
received 100mg / kg of propolis per os for 8 days and CDDP (5mg / kg IP). Group 4 received 10mg / kg of quercetin
per os for 8 days and CDDP (5 mg / kg IP). At the end of the treatment period, rats were killed, MDA and GSH levels,
GST and CAT activities were determined in Kidney, liver and heart tissues. Ciplatin decreased = GSH amounts,
enzymatic activity of GST and CAT when compared to control especially in kidney tissue. It increased MDA levels and
serum parameters. Pretreatment with propolis decreased MDA level, increased GSH amount, GST and CAT activities
and ameliorate serum parameters. In conclusion, propolis may be used in combination with anticancer drugs in
chemotherapy to protect tissues of oxidative stress damages.

Key words: Cisplatin, oxidative stress, propolis, nephrotoxicity, hepatotoxicity, cardiotoxicity
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