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Introduction

Introduction

La doxorubicine (DOX), est un antibiotique anthracycline largement utilisé comme agent
anticancéreux. En dépit de son efficacité antitumorale élevée, son utilisation dans la
chimiothérapie clinique est limitée en raison de la diversité de ses effets toxiques, notamment
rénale, hépatique, hématologique, testiculaire et surtout la toxicité cardiaque qui se termine
finalement par une cardiomyopathie et une insuffisance cardiaque. (Ahmed et al., 2017).

Plusieurs hypothéses ont été suggérées concernant les mécanismes de la toxicité induite par les
anthracyclines. Il a été reporté que les radicaux libres de I’oxygene (RLO) sont supposés a étre un
facteur clé dans la toxicité de la DOX et les événements contr6lant cette blessure oxydative sont
largement appréciés. (Mohammad et al., 2014). En effet, la plupart des études mettent en jeu le
réle du stress oxydatif dans ce processus qui est induit par la formation des RLO découlant de la
structure chimique de la DOX ayant tendance a générer des especes réactives de 1’oxygéne durant
la métabolisation du médicament (Yarmohmmadia et al., 2017).

Au cours des derniéres décennies, et malgré la découverte des nouveaux composés en chimie
de synthese, les sources naturelles restent le principal fournisseur de nouveaux médicament et des
nouvelles structures chimiques. Nous assistons donc a un regain de la phytothérapie surtout pour
les produits riches en polyphénols, et principalement en flavonoides qui ont montré des propriétés

biologiques antioxydantes intéressantes (Gergiev et al., 2014).

En effet les plantes médicinales peuvent étre source de nouvelles molécules médicamenteuses.
Cependant, l'usage des plantes médicinales peut apporter directement des réponses a certains
problémes de santé. Les polyphénols sont capables d’inhiber le stress oxydant non seulement en
piégeant les ROS par transfert d’électron ou d’atome d’hydrogene, mais aussi, en chélates les ions
des métaux de transition. Plusieurs plantes contient des composés antioxydants ont montré un effet
protecteur dans la cardiotoxicité induite par la DOX sans réduire leur efficacité thérapeutique
(Teixeira et al., 2017). En outre, il y a un intérét croissant pour l'utilisation des antioxydants
naturels comme une stratégie de protection contre les problemes cardio-vasculaires (Dutta et al.,
2013). Les polyphenols constituent un vaste ensemble de composes chimiques répandus chez tous
les végétaux. Dans une méme plante, leur distribution peut varier selon le tissu ou l'organe
envisage ; leur teneur peut subir également des variations en relation avec les saisons ou I'état de

differenciation des cellules. Les flavonoides qui sont 1’un des constituants de ces plantes
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médicinales sont des substances naturelles qui acquiérent diverses propriétés pharmacologiques et
des applications thérapeutiques. De plus, les flavonoides ont la capacité de moduler la toxicité
induite par la DOX (Xiaoliang et al., 2017).

C’est dans cette optique que cette thése s’inscrit. Car, ces derni¢res années, 1’attention s’est
focalisée sur des substances d’origine végétale pouvant influencer une multitude de processus
biochimiques tels que la synthése des protéines, la modulation des facteurs de croissance, la
prolifération des cellules malignes, la différenciation cellulaire et ’adhésion cellulaire. Le présent
travail est consisté a évaluer I'effet protecteur des extraits butanoliques des plantes Helianthemum
confertum et Helianthemum ruficomum vis-a-vis de la toxicité aigle induite par la doxorubicine.
Cette étude a pour but d’élucider et comprendre le réle de ces constituants. Et plus précisément, si
les flavonoides de ces plantes peuvent protéger les organes cibles de cette toxicité. En évaluant
leurs capacités antioxydantes et les effets sur la peroxydation lipidique et les réserves de glutathion.
Ainsi, notre étude a pour but d’évaluer I’effet biologique de ces deux extraits butanoliques in vitro,
par I’étude de leurs réle antioxydants (teste de DPPH, peroxydation lipidique, anti cancéreux), et

I’évaluation de taux des phénols et flavonoides.
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I. Les Cancers
1. Définition

Il n’existe pas de définition simple du mot cancer, mais on peut le définir comme une
maladie générale de 1’organisme correspond a la multiplication anarchique de certaines cellules
de ’organisme qui échappent aux mécanismes normaux de différenciation et de régulation de
leur multiplication. De plus, ces cellules sont capables d’envahir le tissu normal avoisinant en le
détruisant puis de migrer a distance pour former des métastases (Bodin, 2005 ; Carole, 2011).

Le cancer est une maladie intrinseque de la cellule, contrairement & de nombreuses maladies
qui sont la conséquence du développement au sein de notre organisme d’un agent venu de
I’extérieur (virus, bactéries, parasites), le cancer provient du fait que certaines de nos propres
cellules ont perdu la capacité de contrdler leur prolifération et ont réussi a échapper aux
mécanismes de surveillance qui, dans ces circonstances, les conduiraient normalement a la mort.
Les cellules cancéereuses ne cessent de se diviser ; devenues immortelles et insensibles aux
signaux venus de I’extérieur, elles se multiplient a 1’infini, essaiment et finissent par envahir
I’organisme entier (Gunzburg, 2000).

2. Cancérogenése

Le cancer se présente habituellement comme une tumeur formée d’une masse cellulaire
qu’est I’aboutissement d’une série de transformations pouvant se dérouler sur une période de
plusieurs années. La cancérogenese est donc un processus complexe a plusieurs étapes qui
nécessite conjointement 1’activation d’oncogénes dominants et I’inactivation de geénes
suppresseurs de tumeurs, menant donc une cellule de 1’état sain a un état précancéreux et,
finalement, a un stade précoce de cancer (Pincemail et al., 1999 ; Gunzburg, 2000).

2.1. Les agents cancérigéenes

La survenue d’un cancer depend de multiples facteurs tant individuels (génétiques,

comportementaux) qu’environnementaux.
2.1.1. Agents génotoxique

Selon la classification du Centre international de recherche sur le cancer (CIRC), au moins
22 agents et mélanges d’agents chimiques sont des cancérogénes reconnus, alors qu’un nombre
équivalent de produits chimiques sont trés probablement eux aussi. En plus de ces produits
chimiques, des médicaments, des pesticides, des contaminants physiques (rayonnement ionisant,
UV) et biologiques (virus de 1’hépatite B ou C, virus d’Epstein-Barr) sont reconnus pour leur

pouvoir cancérogene (Gagnon et al., 2005).
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v Agents physique

Dans I’environnement général, les facteurs cancérogeénes qui ont le plus d’effet sur la santé
de la population sont le rayonnement ultraviolet (solaire) (Gagnon et al., 2005).

Les données cliniques, épidemiologiques et expérimentales attestent sans ambiguité du réle
fondamental des radiations ultraviolettes UVB et UVA dans la cancérogenése cutanée, auquel
s’ajoutent les prédispositions génétiques des sujets (Bertrand, 2007).

v Agents chimiques

La plupart des agents chimiques cancérigénes agissent en se fixant a I’ADN pour former un
adduit a ce dernier. Ces adduits peuvent conduire a des mutations (modification de patrimoine
génétique) dont une conséquence peut étre sa transformation en cellule cancéreuse. Certains
agents chimiques agissent directement (génotoxique direct), d’autre les progénotoxiques, doivent
subir une activation métabolique (Vincent et al., 1998).

2.1.2. Infection virale

Les virus sont I’un des facteurs a haut risque et qui sont étroitement liés a des cancers
humains. L’étiologie virale a été proposée dans plusieurs cancers humains, par exemple, EBV
dans le carcinome indifférencié du nasopharynx et le lymphome de Burkitt, et de I'népatite B et
C dans le carcinome hépatocellulaire. On estime que l'oncogenése virale est un facteur
étiologique de 20% de tous les cancers chez I'hnomme (EI Amrani et al., 2013).

2.1.3. Perturbation hormonal

Les hormones stéroides ovariennes de par leur effet mitogéne sont des agents promoteur des
tumeurs hormonaux-sensibles. Elles augmentent I’incidence des mastopathies proliferes ainsi
que la croissance des cellules cancéreuses mammaires en culture et des tumeurs mammaires in

vivo chez les rongeurs. (Rochefort et Rouesse, 2008).
3. Les 3 étapes de ’oncogenese
v’ L’étape d’initiation
Dans la phase d’initiation du cancer, les mutations genétiques et les altération structurales
induites par les dommages oxydatifs pourront étre ’origine de 1’activation d’oncogénes et de
I’inactivation de génes suppresseurs de tumeur. Lors d’une absence de réparation ou lors d’une
réparation dite fautive de I’ADN, les ERO peuvent avoir des effets mutagénes. En plus, les

processus de peroxydation lipidique peuvent aussi contribuer dans le mécanisme de

carcinogenése en formant des adduits avec I’ADN (Guéritat, 2015).
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Les ERO peuvent aussi agir comme messagers secondaires en modifiant dans la cellule la
régulation redox du glutathion (GSH) qui est un agent antioxydant important. Il en résulte une
activation de la thiorédoxine (TRX) qui active le facteur de transcription qu’est le NF-KB
(Nuclear Factor-kB) (joue un r6le majeur dans plusieurs processus d’oncogenése, incluant le
développement et métastase). Une fois activé, le NF-KB migre dans le noyau de la cellule ou il
peut transactiver des génes cibles (Figure 1). Il participe de la sorte a la synthése de hombreux
médiateurs comme des protéines d’adhésion impliquées dans le processus du développement du

cancer (Brian et al, 2009).

Membrane

NF-xB
<«——  Stress oxydatif
NF-kB actif (facteur de transcription)

!

Noyau

Translocation nucléaire

Activation de genes

Protéines d’adhésiom » Cancer

Figure 1 : Induction de la cancérogenése via I’activation du facteur transcriptionnel NF-xB
induite par le stress oxydatif (Pincemail et al., 1999).
v' La promotion
Les ERO peuvent participer a la phase de promotion de la tumorigenése en modulant les
voies de signalisation impliquées dans I’augmentation de la prolifération cellulaire et/ou la
diminution de la mort cellulaire. In vitro, les niveaux des ERO intracellulaires et extracellulaires

sont statiguement plus élevés durant la croissance cellulaire notamment durant la phase S et
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G2/M du cycle cellulaire. 1l est suggeré que ces dernieres, plus invasive et caractérisées par des
niveaux plus élevéees de 8-OHdg (Guéritat, 2015).

v' Laderniére phase de propagation (progression)

La progression tumorale implique des changements cellulaires et moléculaires irréversibles,
caractérisés par une accumulation de désordres génétique supplémentaire, par une instabilité
génétique et par une perturbation de 1’intégrité chromosomique étroitement corrélés a
I’augmentation du stress oxydant dans le tissue cancéreux au cours de I’évolution tumorale. Une
fois formées, les tumeurs malignes constituées d’un nombre considérable de cellules peuvent
envahir les tissus avoisinants ou essaimer vers d’autres organes et former des tumeurs
secondaires appelées métastases (Pincemail et al., 1999 ; Guéritat, 2015).

4. Méthodes conventionnelles de traitement contre tous les cancers

Le cancer a toujours été la principale cause de décés dans le monde depuis des décennies.

Ainsi, les scientifiques se sont activement consacrés a l'étude thérapeutique du cancer

(Thippeswamy et al., 2011).
4.1. Chirurgie

C'est un traitement local du cancer qui a pour objectif d'enlever la tumeur et les ganglions,
elle peut étre conservatrice ou radicale. La chirurgie est utilisée seule ou en combinaison avec

d'autres traitements (Weinberger et al., 2012).
4.2. Radiothérapie

Les premieres utilisations des radiations ionisantes dans le traitement du cancer avancé,
remontent & la fin du 19°™ siécle. La dose administrée et le type de rayonnement utilisé sont
fonction de la tumeur, de son volume, de la tolérance des tissus sains avoisinant ainsi que de
I’association ou non, a d’autres traitements comme la chirurgie et/ou la chimiothérapie.
(Barthelemy et al., 2012).

4.3. Immunothérapie

Notre systeme immunitaire lutte tous les jours contre les cellules cancéreuses. Pourtant, il
arrive que certaines cellules cancéreuses passent a travers des mailles du filet. Ces cellules ont
pour la plupart développé de nouvelles aptitudes leur permettant de se subtiliser a la surveillance

du systéme immunitaire ou encore, de I’inhiber. Il semble donc pertinent de relancer le systeme
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immunitaire contre la tumeur en le forcant a détecter ce qui lui était caché. C’est le principe de
I’immunothérapie du cancer (Guillaume, 2009).

4.4. Chimiothérapie

La chimiothérapie comprend I'utilisation d'agents chimiques pour arréter la croissance et a
éliminer les cellules cancéreuses, méme a des emplacements éloignés de l'origine de la tumeur
primaire, les anthracyclines sont parmi les médicaments les plus efficaces actuellement
disponibles pour le traitement des maladies néoplasiques. (Mauro et al., 2017 ; Shivani et al.,
2014 ; Chang et al., 2011). (Tableau 1).

Tableau 1 : Médicaments les plus utilisés pour la chimiothérapie (Tannock et Hill, 1998).

Agent alkylants

Moutard azotée

Chlorambucil

Melphalan

Cyclophosphamide
Nitroso-urée

Ifosfamide Actinomycine D

Busulfan Bleomycine

Antimétabolites

Méthotrexate
5-Fluorouacil
Cytosine Arabiniside
6-Thiouanine
6-Mercaptopurine
Gemcitabine

Carboplatine

Produits naturels et leurs dérivés

Anthracyclines

Doxorubicine
Daunorubicine
Epirubicine
Mitoxantrone

Mitomycine C

Alkaloides Vinea

Vinblastine

Vincristine

CCNU Vindesine

Etoposide (VP-16)
Camptothecins
Taxanes

Paclitaxel
Docetaxel

Autres agents
Cisplatine
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1. Doxorubicine et toxicité

1. Historique

La famille de médicaments anthracyclines (ANTS) origine dans les années 1950 avec
I'identification de la daunorubicine de la bactérie du sol Streptomyces peucetius. Dans les années
1960, la daunorubicine a été trouvé pour étre tres efficace dans le traitement des leucémies et des
lymphomes. Aussi dans les années 1960, un dérivé de la daunorubicine, 14-hydroxydaunomycin
ou Adriamycine (doxorubicine plus tard pour étre renommé), a été identifié et averé étre un
agent antitumoral plus efficace (Akman et al., 2015).

Suite a son isolement a partir de Streptomyces peucetius, la daunorubicine (DAU, aussi
connu comme la daunomycine ou rubidomycin) a été le premier antibiotique anthracycline
(ANT) impressionnant avec une activité clinique dans le traitement des leucémies aigués
pédiatriques. (Sterba et al., 2013).

Depuis l'introduction de la doxorubicine (DOX) pour le traitement du cancer en 1969, ce
composé a démontré une grande efficacité antitumorale. La DOX a un effet cytotoxique sur les
cellules malignes, ainsi que ses effets toxiques sur les divers organes sont considérés comme
étant liés a son activité de liaison d'intercalation de I'ADN et de lipides de la membrane cellulaire
(Nirwane et al., 2014 ; Mingning et al., 2017).

2. La doxorubicine

La doxorubicine est un large spectre agent chimiothérapeutique puissant, défini comme I'un
des agents les plus utiles comme un antibiotique antitumoral et anticancéreux, qui est tres
efficace dans le traitement des patients atteints de cancer tel que : la leucémie lymphoblastique
aigué, le lymphome de Hodgkin, lymphomes non hodgkiniens agressif, le carcinome du sein,
carcinome de l'ovaire et de nombreuses tumeurs solides (Hanusova et al., 2013 ; Alishahi et al.,
2013 ; Khan et al., 2014 ; Ahmed et al., 2017). Malheureusement, n’est pas suffisamment
efficace dans de nombreux cas, mais l'augmentation de la posologie de la DOX est limitée en
raison de sa toxicité systémique, en particulier la cardiotoxicité (Hanusova et al., 2013 ; Alishahi
etal., 2013).
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3. Pharmacologie
3.1. Structure moléculaire

La structure chimique des ANTSs est complexe (Montaigne et al., 2012), comme le montre la
(Figure 2), la DOX est composée d’aglycone et des fragments sucres. L'aglycone, appelé
doxorubicinon, est composé d'un anneau tétracyclique avec des groupements quinoniques-
hydroquinone adjacentes (Louisse et al., 2017). Les groupements quinoniques ont une
importance toxicologique en raison de leur implication tant dans la biotransformation réductrice
et oxydative conduisant a des especes hautement réactives impliqués dans la cardiotoxicité, et
d'une chaine latérale courte avec un groupe carbonyle en C-13 et d'un alcool primaire en C-14 ;
le sucre, appelé daunosamine, est fixé par une liaison glycosidique au C-7 du noyau
tétracyclique, et se compose d'un groupement 3-amino-2,3, 6-tridéoxy-L-fucosyl (Sacco et al.,
2003 ; Montaigne et al., 2012).

o, o Dy,
Q:)H I
Daunorubicin Idarubicin

NH
OH O HN~ ~— ~ T0oH

OH o HN\V/A\NHA\V/OH
L Mitoxantrone

Figure 2 : Structure de la doxorubicine, épirubicine, donorubicin, idarubicin. (Sacco et al.,
2003).
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3.2. Pharmacocinétique

Les agents anticancéreux ont une fenétre thérapeutique trés étroite, et leurs caractéristiques
pharmacologiques et pharmacocinétiques doivent étre particulierement prises en compte afin
d’optimiser I’efficacité des traitements tout en minimisant leur toxicité. Il est généralement
admis que P’activité d’un agent anticancéreux dépend de sa concentration et de la durée pendant
laquelle il est au contact de la tumeur. Or, le plus souvent, la dose efficace est tres proche de la
dose toxique, et c’est donc le schéma d’administration. L'hydrophobicité de la doxorubicine
associée a sa nature de base faible non chargée lui permet de diffuser passivement a travers la
membrane plasmique par un mouvement de flip-flop du feuillet externe au feuillet interne
(Figure 3) (Borst et al., 2000).

Anthracycline

- T

AT
P-gp I /I
NE(a ‘I Flip-Flop
& ‘ : X
Libération

2 ATP 2 (ADP + PPi) igra

Insertion
dans la membrane

Figure 3 : Modele de transport d'une molécule d'anthracycline par flip-flop (changement de
position des molécules d'un feuillet de la bicouche a l'autre) (Borst et al., 2000).

v Absorption et distribution

Une fois absorbés, les médicaments passent dans la circulation systémique, a partir de

laquelle ils sont distribués dans I’ensemble des tissus et organes de I’organisme (Ahmane et al.,

2014).

11
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v Métabolisme

Le métabolisme de la DOX se déroule principalement au niveau du foie, ¢’est un processus
trés complexe comprend plusieurs interactions :
» Réduction de la Fonction carbonyle (C = O) de I’atome de carbone numéro 13 dans la
chaine latérale de la DOX a un groupement alcoolique (OH) et cela par stimulation de I'enzyme
cytoplasmique (NADPH-dépendent Aldo-céto réductase) et formation du métabolite hydroxy
doxorubicine (Figure 4), nommé doxorubicinol qui est le principal métabolite actif de ce
médicament (Manach et al., 1996).
> Déglycosylation en activant I'enzyme cytochrome Paso réductase et formation de hydroxy
aglycones ou déoxy aglycones.
» Ensuite la DOX et ses métabolites sont excrétés par la bile sous forme de DOX ou
doxorubicinol ou bien sous forme de sulfates et glucoronides apres 48Heures.
La réduction enzymatique et le clivage en sucre de daunosamine aglycone sont accompagnés par

la formation des radicaux libres.

OH O
O HO
o O‘O DOXORUBICIN
OH O 0o

4

NH2lJ © " COOH
NADH Oxidase

Figure 4 : Métabolisme hépatique de la doxorubicine (Octavia et al., 2012).
12
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v EXcrétion

L’élimination de la DOX est biliaire, lente a partir des tissus qui se traduisent par une demi-
vie terminale de 20 a 48 heures (Xiuzhen et al., 2007), alors que seulement 5 & 12% du
médicament et de ses métabolites apparait au cours de la méme période de temps dans 1’urine
(Manach et al., 1996).

4. Principaux mécanismes d’action

v’ Intercalation dans la molecule d’ADN

La DOX s'insere entre deux paires de bases azotées, modifiant ainsi la structure de I'ADN
(Tsao, 2010). Ce changement conduit a entraver la corrélation enzymatique, les enzymes de
réplication de 'ADN polymérase, des enzymes de clonage ARN polymérase, les enzymes de
réparation de I'ADN ..., et inhibe ainsi les processus de réplication (Kocahan et al., 2017).

v’ Interaction avec l’enzyme topo-isomérase |l

La topo-isomérase Il, qui est une enzyme nucléaire chargée de modifier I'ADN lors de la
transcription, la réplication et la mitose, elle permet notamment d'ajouter et d'enlever des supers
tours dans les molécules d'ADN (Garazd et al., 2003 ; Dornfeld et al., 2015). La DOX se relie
avec le topo-isomérase Il par des liaisons covalentes stables (irréversibles) formant ainsi le
complexe topo-isomérase Il -ADN-DOXO qui inhibe 1’enzyme topo-isomerase Il ce qui entraine
des ruptures de brins d'ADN et induit I'apoptose (Figure 5) (Tsao et al., 2003 ; Zhao et al., 2005 ;
Louisse et al., 2017).
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Figure 5 : Interaction dans I'ADN et stabilisation de I'enzyme topoisomerase Il (Bohm et al.,
1998).
v Formation des radicaux libres
Les composés de dégradation de la doxorubicine entraineraient la formation de radicaux
libres tels que l'anion superoxyde(O2* ), le peroxyde d'hydrogeéne (H20), et le radical hydroxyle
(OH®). Ces radicaux libres endommageraient I'ADN, les protéines et les constituants des
membranes cellulaires (Crozier, 2009).

5. Toxicité de doxorubicine

Bien que le mécanisme sous-jacent de la cytotoxicité sévere de DOX soit pas entiérement
claire, les ROS sont supposés étre un facteur clé dans la toxicité de DOX et les événements qui
contrblent cette blessure oxydative sont largement appréciés. Cependant, le mécanisme de
toxicité organique n’est pas clair (Kawaii et al., 1999). En dépit de son efficacité antitumorale
élevée, l'utilisation de DOX en chimiothérapie a été largement limitée en grande partie en raison
de la diversité de ses effets secondaires indésirables graves toxiques dépendants de dose sur
divers organes tels que : le cceur, les reins, les poumons, et les testicules (Injac et al., 2008 ;
Chira et al., 2008 ; Tsao, 2010). Une hépatotoxicité et toxicité hématologiques sont aussi

illustrés (Day et al., 2000 ; Tsao, 2010).
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11.1. Doxorubicine et stress oxydant

Le stress oxydatif joue un réle important dans la toxicité de la DOX (Injac et al., 2008). Le
dommage oxydatif est médié par la génération des ROS, a savoir, l'induction de la formation des
radicaux hydroxyles, est probablement le mecanisme de I'activité antitumoral du DOX (Grayer et
Veitch, 2006).

1. Le stress oxydant

Depuis quelques années, le monde des sciences biologiques est envahi par un nouveau
concept, celui du « stress oxydant ». En 1991, Sies a défini la notion de stress oxydant comme
I’incapacité de I’organisme a se défendre contre 1’agression des espéces oxygenées activées,
suite a un déséquilibre lié soit a une production accrue d’especes réactives de 1’oxygene (ERO)
soit a une diminution de la capacité de défense antioxydante, ou encore par une association de
ces deux phénomenes. Cette rupture d'équilibre, lourde de conséquence, peut avoir de multiples
origines (Gardeés-Albert et al., 2003 ; Pincemail et al., 2007).

2. Les espéces réactives de I’oxygeéne et leur origine

Le systéme prooxydant comprend les espéces réactives de 1’oxygéne (ERO) soit de source
exogene, soit de source endogene et peuvent étre produites par des agents physiques comme les
rayonnements, des réactions chimiques et surtout enzymatiques, notamment les NADPH
oxydases au cours de I’inflammation et les cytochromes Psso au cours de la détoxication des
xénobiotiques. Ainsi, la mitochondrie, la membrane plasmique et le réticulum endoplasmique
sont les siéges principaux de libération d’ERO (Barouki, 2006).

2.1. Les radicaux libres oxygénes

Parmi toutes les especes radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il convient
de distinguer un ensemble restreint de composes radicalaires qui jouent un rdle particulier en
physiologie et que nous appellerons radicaux primaires. Les autres radicaux libres, dits radicaux
secondaires, se forment par réaction de ces radicaux primaires sur les composés biochimiques de
la cellule. Ces radicaux primaires dérivent de I'oxygéne par des reductions a un electron tels
I'anion superoxyde Oz™et le radical hydroxyle OH’, ou de l'azote tel le monoxyde d'azote NO".
D'autres especes dérivées de l'oxygene dites especes actives de I'oxygene, comme l'oxygéne
singulet 1O, le peroxyde d'hydrogéne (H202) ou le nitroperoxyde (ONOOH), ne sont pas des
radicaux libres, mais sont aussi réactives et peuvent étre des précurseurs de radicaux, ils ont une

réactivité beaucoup plus importante que I'oxygéne qui donnait leur naissance. L'ensemble des
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radicaux libres et de leurs précurseurs est souvent appelé espéces réactives de I'oxygene
(Favier, 2003 ; Gardés-Albert et al., 2003).
- L’anion superoxyde O2'"

Le radical superoxyde est produit a partir de 1’oxygeéne moléculaire, principalement par les
cellules phagocytaires (neutrophiles, monocytes, macrophages, éosinophiles), et il participe a
I'inactivation des virus et bactéries.

O2+e >0
-Le peroxyde d'hydrogene H202

L'eau oxygenée (ou peroxyde d'hydrogene, H202) n'est pas elle-méme un radical libre mais
une molécule (ayant tous ses électrons périphériques appariés). Sa production peut également
résulter de la réduction biélectronique de l'oxygene en présence d'oxydases comme les
peroxysomes. Par ailleurs, la membrane mitochondriale externe renferme une monoamine
oxydase capable de catalyser la désamination oxydative de certaines amines, avec production
simultanée de H20..

O2+2e +2H"— H20:2

Sa concentration est régulée par des enzymes telles que les glutathion peroxydases
(essentiellement localisées dans le cytosol).

H202 +2 GSH — 2 H20 + GSSG

- Le radical hydroxyle HO

I1 peut étre produit a partir de lI'eau par les radiations ionisantes dans tous les organismes
vivants mais il est surtout formé par la réaction de Fenton a partir d'H20,. L'ion ferreux réagit

avec le peroxyde d'hydrogéne selon la réaction suivante :
Fe?* + H202— OH' + OH" + Fe%*

Le radical hydroxyle formé est trés oxydant. Il peut initier une peroxydation lipidique qui

pour continuer en chaine. C'est le radical le plus dangereux pour I'organisme.
-Les radicales peroxyles (ROO")
L’attaque des molécules biologiques (R-H), principalement les lipides, ’ADN et les

protéines, par le radicale (HO’) génére des radicaux organiques, qui peuvent réagir avec

I’oxygéne pour former le radicale ROO". Celui-ci peut exister sous forme protonée
(hydroperoxyde ROOH) trés réactive.
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1.2. Origine des espéces réactives de I’oxygéne
Les différentes sources des radicaux libres sont mentionnées dans le (Tableau 2) :

Tableau 2 : Principaux systemes de production des ERO (Pincemail et al., 2001).

Dans ’organisme Extérieurs a I’organisme

/ altération du transport des électrons dans v exposition au soleil (UV)

Ig chaTnt_a respiratoir_e mitochondriale v exposition aux irradiations (rayon y)
(ischémie -reperfusion) J/ amiante

v biosynthese des prostaglandines V pollution

v oxydation de I’hémoglobine J ozone

v oxydation du glucose
v libération du fer de ses protéines de fumée de cigarette

transpf)rt . médicaments
v agrégation des plaquettes v

/ activation des cellules endothéliales
v activation des globules blancs
v cytochrome P 450

Vv alimentation

v L’origine endogéne des ROS

L’origine des radicaux libre endogéne issus du métabolisme physiologique mais ils peuvent

aussi étre, produits lors de « déviations » du métabolisme cellulaire. En effet, La respiration

oxydative est la principale source d’énergie pour les cellules aérobies. L’oxygene est

normalement transformé en molécules d’eau au niveau de la chaine respiratoire mitochondriale.

Cette réaction est cruciale puisqu’elle apporte a la cellule toute 1’énergie nécessaire (sous forme

d’adénosine triphosphate (ATP)). La réduction de I'oxygéne en eau nécessite l'apport de 4

électrons qui peuvent s'additionner un par un, successivement sur Oz, en conduisant aux

intermédiaires respectifs Oz, H202 et HO" selon la réaction suivante :

+e +¢ (42 HY) e +e (4HY
0: > 07 — H,0, ——> °‘OH(+'OH) — H;0
dioxygéne radical peroxyde radical
: superoxyde d'hydrogéne hydroxyle

Le processus n’est toutefois pas parfait car une faible partie de 1’oxygene (2 a 5%) est

convertie en ERO particuliérement réactives, mais elle peut s'amplifier lorsque la respiration

devient plus intense (effort physique, hyperoxie) (Pincemail et al., 2001 ; Favier, 2003

; Pincemail et al., 2003).
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L’inflammation est une réaction de défense de 1’organisme face a une agression extérieure.
Plusieurs agents peuvent en étre responsables. Ce processus, divise en une phase vasculaire et
une phase cellulaire, est donc indispensable au bon fonctionnement de 1’organisme. Les cyclo--
-oxygeénasses 1 et 2 sont les enzymes clés, qui orchestrent et induisent ce processus. Leur action,
lors de la phase vasculaire de I’inflammation, convertie I’acide arachidonique en prostaglandines
et thromboxanes (Zhang et al.,1999).

v L’origine exogéne des ROS

L’environnement externe est également une source des ROS. 1l y a, par exemple, les UVA et
UVB qui sont connu pour interagir avec des molécules endogénes a la peau et générer de
I’oxygene singulet ou des intermédiaires actifs (Rees et al., 2004).

Les mono-oxygénase du systeme cytochrome P 450 (CYP 450), impliqué dans 1’élimination
des xénobiotiques, sont également une source importante. Ce mécanisme est souvent incriminé
pour expliquer la toxicité de l'alcool, des résidus de la fumée de cigarette, ou de nombreux
médicaments (Favier, 2003 ; Rees et al., 2004).

Des toxiques tels que 1’oxyde d’azote (NO) et le dioxyde d’azote (NO2), présents dans notre
environnement (suies, goudron, tabac, polluants industriels), participent a la genése de radicaux
libres (Barouki, 2006).

Plusieurs médicaments anticancéreux produisent des ROS qui peuvent étre responsables de la
toxicité et des effets secondaires néfastes. L'administration de la doxorubicine conduit a la
formation de métabolites réactifs par exemple : 1’02~ et I’H20», ces derniéres attaquent les
membranes cellulaires, ce qui conduit a la peroxydation des acides gras polyinsaturés, la
libération de MDA, et I'épuisement du glutathion (Boutabet et al., 2011).

3. Les espéces réactives de I’oxygeéne et ses effets cellulaires ; implication en pathologie
3.1. Dommage de ’ADN
L’ADN est une cible privilégiée pour les ERO qui peuvent réagir avec la guanine, base
constitutive de I’ADN, pour la transformer en 8-hydroxy-2’ deoxyguanosine (8-OH2DG) (Figure
6) qui se couple normalement avec la cytosine, s’associera avec 1’adénine, entrainant des
mutations guanosine—-thymine dans le brin fille de I’ADN et conduisant a des altérations du
message génétique qui est capable d’induire des mutations spécifiques pouvant conduire au

développement du cancer (Pencemail et al., 1999 ; Pencemail et al., 2001 ; Haleng et al., 2007).
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Figure 6 : Illustration d’un mode d’action des radicaux hydroxyles (addition sur les doubles
liaisons) avec une base de I’ADN, la guanine. Deux radicaux libres sont formés : R1 (centré sur
I'atome de carbone 5) et R2 (centré sur I'atome d'azote 7). Ce dernier (R2) donne naissance a la
8-oxoguanine un des principaux marqueurs du stress oxydant dans I'ADN (Gardés-Albert et al.,

2003).
3.2. Peroxydation lipidique

La peroxydation lipidique est un phénomene général qui se produit dés la présence de
I’oxygene, c’est pour cette raison tous les lipides contenant des acides gras insaturés quelle que
soit leur origine sont concernés. In vivo, la peroxydation lipidique est un phénoméne également
tres important. Les membranes des cellules sont particulierement riches en acides gras
polyinsaturés (30 a 50 %) présents dans les phospholipides, les sphingolipides, les cardiolipines.
La lipoperoxydation des membranes va altérer leur fonctionnalité (modification de leur
perméabilité, de leur fluidité, perte d’activité d’enzymes et de récepteurs...) (Nakagawa, 2004).

Les acides gras polyinsaturés (RH) comme les acides linoléiques ou arachidonique sont les
cibles privilégiées des ERO. Dans une premiere étape, ils se transforment en peroxydes
lipidiques (ROOH). Sous I’action de métaux de transition (fer, cuivre), les peroxydes lipidiques
se décomposent ensuite en toute une série de sous-produits que sont les aldéhydes et les
hydrocarbones. Par ailleurs, la Malondialdéhyde (MDA), utilisée comme marqueur de la
peroxydation lipidique reflete le statut oxydatif des individus exposés aux xénobiotiques. La
détection spectrophotométrique d’MDA par le test a 1’acide thiobarbiturique (TBA) est la
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méthode la plus ancienne et la plus populaire pour mesurer la peroxydation lipidique (Pencemail
etal., 1999).

La phase d’initiation, sous 1’action d’une déshydrogénation, engendre la production d’un
radical libre. Ce composé est le produit de la rupture d’une liaison carbone hydrogéne du
groupement méthyléne d’un acide gras, sous I’influence d’un composé radicalaire réactif.

La propagation, en présence d’O2, se traduit par une succession de réactions rapides et lentes
qui engendrent la production de plusieurs radicaux libres. La terminaison est la troisieme et la
derniere phase du processus. Elle correspond a une dimerisation des radicaux libres (Figure 7).
En d’autres termes, les radicaux libres formés lors de 1’étape de propagation réagissent entre eux

pour former des composes non radicalaires (Savina, 2014).

RH (lipides)

Inducteur

Initiation R® (radical libre) + H

07

— ROQ®° (radical libre peroxyle)
RH (lipide)

)

Propagation ROOH (hydroperoxyde) + R° (radical libre)

Terminaison +R0OO0O° +R° + ROO°

(_ ROOR RR ROOR

N _/
v

Composé non radicalaire

Figure 7 : Schématisation des différentes phases du processus de peroxydation des lipides
(Sodergren, 2000).
3.3. Oxydation des protéines
Les modifications des structures primaire, secondaire et tertiaire des protéines par les ERO
sont a la base de la formation de dérivés protéiques carbonylés via plusieurs mécanismes
incluant la fragmentation et 1’oxydation des acides aminés, qui possedent des susceptibilités
différentes vis-a-vis des ERO. Les plus réactifs sont I’histidine, la proline, le tryptophane, la
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cystéine et la tyrosine. Toute attaque radicalaire d’un acide aminé provoquera 1’oxydation de

certains résidus, pour conséquences, 1’apparition de groupements carbonylés, des clivages de

chaines peptidiques et des ponts bi-tyrosine intra- et inter-chaines (Pencemail et al., 1999)
(Figure 8).
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Figure 8 : Nature de quelques modifications des chaines latérales d’acides amines des protéines

apres attaque radicalaire (Favier, 2003).

La plupart des dommages sont irréparables et peuvent entrainer des modifications

fonctionnelles importantes (non- reconnaissance d’un récepteur par un ligand, perte d’activité

enzymatique). Certaines protéines oxydees sont peu dégradées et forment des agrégats qui

s’accumulent dans les cellules et dans le compartiment extracellulaire. Les ERO peuvent

interagir avec des protéines, de I’ADN, des lipoprotéines et des acides gras polyinsaturés pour

former des dérives oxydés. L'organisme peut aussi réagir contre ces dérivés anormaux par

production des antioxydants qui peut agir directement ou indirectement en tant que moyen de

défense contre les dérivés actifs de I'oxygeéne et s'opposent aux mécanismes d'oxydation de

certaines molécules (Haleng et al., 2007) (Figure 9).
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CAT, SOD, GPx, GSH, | § ERO, 'O, ONOO;, _* » NOS, NOX,

Vit A, E, C, etc. OH"
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Altération des macromolécules
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cytochrome, etc.

Oxydation des lipides Oxydation des protéines Oxydation des bases nucléique
MDA, Isoprostanes Protéines carbonylées, 8-hydroxy-2’-désoxyguanosine
Hydroperoxydes Produits de glycation avancée,

Thiol protéiques

Figure 9 : L’homéostasie oxydative cellulaire. Interrelation entre le statut oxydant et le stress
oxydant. NOS: oxyde nitrique synthase; UV : ultraviolet; ERO : especes réactives de
I’oxygene ; SOD : superoxyde dismutase ; GPx : glutathion peroxydase ; CAT : Catalase ; GSH :

glutathion ; VIT : vitamine ; MDA : Malondialdéhyde (Rossary et Steghen, 2013).

4. Les antioxydants

L'ensemble des dommages radicalaires semble pouvoir étre limité, tout au moins en partie,

par l'action de molécules dites antioxydantes. Celles-ci ont pour rdle d'empécher les ERO

d'atteindre leurs cibles biologiques, d'ou leur fonction de protecteur chimique (Pencemail et al.,

2001).
4.1. Les systemes endogenes enzymatiques

v Le superoxyde dismutase (SOD)

Le superoxyde dismutase (SOD) est une enzyme qui catalyse I'élimination des radicaux

libres oxygeéne et diminue la durée de vie de I’anion superoxyde O2"par réduction univalente de
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I’oxygene. Il en existe de trois types : une SOD contenant du cuivre et du zinc (Cu-Zn-SOD),
localisée dans le cytosol des cellules eucaryotes et dans les globules rouges ; une SOD contenant
du manganese (Mn), située dans les mitochondries, et un facteur de haut poids moléculaire a
activité SOD situé dans le plasma et les poumons humains (Michel, 1983 ; Pencemail et al.,
1998 ; Defraigne et Pencemail, 2007).

v Les glutathion peroxydases (GPxs)

La GPx est une sélénoprotéine (cing isoformes) qui réduit les peroxydes aux dépens de son
substrat spécifique, le glutathion réduit (GSH). Son réle principal consiste en 1’élimination des
peroxydes lipidiques (réaction 1) résultant de I’action du stress oxydant sur les acides gras
polyinsaturés et non lipidique (réaction 2), en utilisant le glutathion réduit (GSH) comme
réducteur. La réaction transforme le glutathion en glutathion oxydé (GSSG), dans lequel deux
molécules sont unies par un pont disulfure (Rees et al., 2004 ; Haleng et al., 2007).

ROOH+2GSH —»ROH+H20+GSSG
H202+2GSH—»2H20+GSSG

v Catalase (CAT)

La catalase (CAT), cette enzyme tétramérique, contient des groupes hémiques ferriques,
responsable de ’activité catalytique. Elle est principalement présente dans les peroxysomes de
diverses cellules, dans les plaquettes et le stroma des érythrocytes. Le substrat de cette enzyme
est le H202 (Pencemail et al., 1998 ; Rees et al., 2004). Elles n'éliminent pas la totalité du
peroxyde d'hydrogene, mais leur rOle est trés important surtout en présence d'ions ferreux en
permettant d'éliminer I'exces de peroxyde d'hydrogéne afin que la réaction de Fenton ne puisse
pas s'amplifier (Goudable et Favier, 1997). La réaction catalysée par cette enzyme est la
suivante :

Catalase
2H202 » 02+2H20

v’ Le systeme thiorédoxine

L’antioxydant majeur responsable du maintien des protéines a 1’état réduit est la thiorédoxine
qui sera regénéree par le NADPH sous 1’action de la thiorédoxine réductase (TrxR) qui posséde

un groupement sélénocystéine dans son site actif. Elle intervient dans la dégradation des
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peroxydes lipidiques et du peroxyde d’hydrogeéne, ainsi que dans la régénération du radical

ascorbyl en acide ascorbique (Haleng et al., 2007).

4.2. Les systemes endogenes non enzymatiques

v Le glutathion(GSH)

Le glutathion (GSH) joue un rdle unique et essentiel dans la préservation des formes actives
de divers antioxydants de faible taille (vitamines C, E, ubiquinone, polyphénols). A ce titre, le
GSH constitue I’antioxydant principal de 1’organisme d’autant qu’il est aussi le Co-facteur de
toute une série d’enzymes antioxydantes (glutathion peroxydases, glutathion réductase,
thiorédoxine et peroxyrédoxines) (Defraigne et Pincemail, 2007).

Ainsi, par exemple, le glutathion (GSH) réagira avec le radical HO® pour former du
glutathion oxydé (GSSG) via la formation d’un radical thyil (GS) intermédiaire selon le
mécanisme suivant (Pencemail et al., 1998) :

GSH + OH" — GS*
GS' + GS” — GSSG

v' Lacoenzyme Q-10

Est une molécule liposoluble présente dans toutes les cellules de I’organisme et servant de
coenzyme & au moins trois enzymes mitochondriales essentielles pour la production d’ATP. Le
Co Q10 est le transporteur d’électrons entre, d’une part, le complexe I et II, et d’autre part, le
complexe III de la chaine respiratoire mitochondriale (phosphorylation oxydative). C’est
également par ce mécanisme qu’il exerce son deuxiéme grand role, c’est-a-dire sa fonction
antioxydante, protégeant a la fois les protéines de la membrane mitochondriale et I’ADN
cellulaire (Malchair et al., 2005).

4.3. Les systémes exogénes antioxydants
v' Lavitamine E

La vitamine E est un terme qui désigne un ensemble de composés phénoliques appelés
tocophérols ou tocols et il existe au moins sept types différents appelés constituants de la
vitamine E (Pincemail et al., 1998). C’est 1’a-tocophérol qui est biologiquement le plus efficace
(Figure 10).
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Figure 10 : La structure chimique de la vitamine E (a-tocopherol) (Gardese-Albert et al., 2003).

Le caractéere hydrophobe de la vitamine E lui permet de s’insérer au sein de la membrane
biologique riche en acides gras polyinsaturés (RH) ou elle joue un rdle protecteur efficace en
empéchant la propagation de la peroxydation lipidique induite par les espéces oxygénées
activées. (Pincemail et al., 1998 ; Gardes-Albert et jore, 1998). Au cours de ces réactions, la

vitamine E (TOH) passe par un stade radicalaire en devenant le radical tocophéryle (TO). Ce

dernier est pris en charge par d’autres antioxydants, dont plus particuliérement la vitamine C, qui

le régénérent en vitamine E (Figure 11) (Pincemail et al., 1998).

Tocophérol (TOH) Radical ascorbyl
R
RH

Radical tocophéryle (TO") Acide ascorbique (AH2)

Figure 11 : Régénération de la vitamine E via I’action de la vitamine C lors de la peroxydation
lipidique (Pincemail et al., 1998).
v' Lavitamine C
L'acide ascorbique (Figure 12) agit comme antioxydant en donnant de I'hydrogéne (agent
réducteur). La présence de la fonction énediol dans sa structure lui confére son activité de donner
d’hydrogéne nécessaire aux nombreuses réactions dans lesquelles est impliquée (Mangels,

1993), phénomene gu'on appelle aussi désoxygénation.
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Figure 12 : La structure chimique de la vitamine C (acide ascorbique) (Gardése-Albert et al.,
2003).

v’ Les caroténoides

Le chef de file des caroténoides est cependant le B-carotene, également appelé provitamine
A, car aprés hydrolyse hépatique, il donne naissance a deux molécules de vitamine A. Tous les
caroténoides ne possedent toutefois pas cette propriété particuliere (Haleng et al., 2007).

5. Les anthracyclines et stress oxydant

Les anthracyclines (ANTS) sont bien connus pour leur capacité a produire les ROS par de
multiples voies (Figure 13). Tout d'abord, une réduction d'électrons de I'anneau C du tétracycle
des ANTSs conduit a la formation d’un radicale libre semiquinone. Son électron non apparié peut
étre donné a un oxygéne formant radicaux superoxydes (O2* ). La dismutation de 1’(O2* ) au
peroxyde d'hydrogene (H202) est catalysée par le superoxyde dismutase (SOD) ou peut se
produire spontanément. Cependant, I’(H203) et I’(O2* ) peuvent générer des radicaux hydroxyles
hautement réactifs et toxiques(OH®*). Ceci a lieu pendant la réaction de Haber-Weiss, qui est trés
lente & moins catalysée par des métaux de transition, surtout le fer. Les premiéres cibles de
dommages des radicaux libres a médiation des ANTSs sont différentes : membranes cellulaires,
qui sont riches en lipides sujettes a la peroxydation (Montaigne et al., 2012 ; Sterba et al., 2013).

Le deuxiéeme mécanisme de base, en presence d'un systeme réducteur (NADH cytochrome
P450 réductase ou des thiols, tels que la cystéine ou le glutathion), la quinone contenant dans la
DOX est enzymatiquement activée par réduction a un électron, par la NADPH-cytochrome
réductase du cytochrome P450 ou NADH-déshydrogénase, pour libérer un radical libre
semiquinone qui conduit ensuite a la génération des ROS en presence d'oxygéne moléculaire tel
que I’anions superoxyde et des radicaux hydroxyles provoquant une peroxydation lipidique
membranaire (LPO) (Grayer et Veitch, 2006 ; Nnenna et al., 2011; Sterba et al., 2013 ; Dornfeld
et al., 2015). L’ANT agit également comme un puissant chélateur de fer et le complexe résultant
ANT- Fe?* est un catalyseur efficace d’H20; et le converti & un radical hydroxyle (OH*) (Grayer

et Veitch, 2006 ; Sterba et al., 2013). En l'absence de systémes de réduction, le complexe ANT-
26



Premiére partie : Synthese bibliographique

Fe3* peut réduire son fer chélaté par une réaction d'oxydoréduction intramoléculaire, par
oxydation soit de la chaine latérale sur le C-9 ou la fraction de I'nydroquinone a I'anneau B,
formant un radical libre ANT-Fe?*. En présence d’O2, ce complexe est oxydé ; cédant en (O2*)
et ANT-Fe?* (Sterba et al., 2013).

Les flavoprotéines appropriés catalysent la formation des radicales semi-quinone reduit en
acceptant des electrons de NADH ou de NADPH et de les passer a ANT dans une séquence de
réactions connues comme le cycle d'oxydoreduction (Sterba et al., 2013).

En outre, en dehors de la formation des ROS, I'exposition aux ANTSs peut étre aussi liée a la
déréglementation de I'oxyde nitriqgue (NO). La production des radicaux libres et/ou la libération
de NO induite par la DOX est entierement responsable de la toxicité induite par DOX (Chira et
al., 2008) (Grayer et Veitch, 2006).

Cell

v
NAD(P)H+H" FpH, *0, — 555 H:0. GSSG/Fp
NAD(P)’ Fp o, + GSH/FpH,

DNA damage Protein modification Lipoperoxidation

(G0N oo _—

Figure 13 : Tllustration schématique des voies principales d’induction des anthracyclines et la
production de stress oxydatif par la catalysation du fer. Fe, le fer ; Fp, flavoprotéine ; GSH,
glutathion réduit ; GSSG, glutathione oxydée ; H>Ox, le peroxyde d’hydrogéne ; NAD (P), le

nicotinamide adénine dinucléotide (phosphate);(O2- ), Radical superoxyde ; —OH, Radical
hydroxyle ; SOD, superoxyde dismutase (Sterba et al., 2013).
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I11. Effets secondaires majeurs de traitement a la doxorubicine
1. Toxicité cardiaque

La cardiotoxicité induite par la chimiothérapie peut étre caractérisée comme étant de type 1
ou de type 2 basées sur I'effet de I'agent sur des cardiomyocytes. La cardiotoxicité du type | est
causées par la mort des cardiomyocytes, soit par nécrose ou apoptose se manifeste par une
insuffisance cardiaque chronique, et par conséquent n’est pas réversibles aussi bien chez
I’homme que chez les animaux de laboratoire. Paradoxalement la cardiotoxicité de type Il est
causée par un dysfonctionnement des cardiomyocytes plutdét que la mort des cellules et par

conséquent peut étre réversible (Volkova et Russell, 2011).

Une action antitumorale de la DOX est médiée par un grand nombre de mécanismes, mais
I'une des activités, a savoir d’un stress oxydatif et la génération des radicaux libres, est une des
principales causes de cardiotoxicité (HanuSova et al., 2013 ; Khan et al., 2014). Ce fait permet
aux chercheurs de développer des stratégies pour réduire les effets toxiques de la DOX sans
interférer avec ses propriétés antitumorales (Khan et al., 2014).

1.1. Principaux mécanismes de la cardiotoxicité des anthracyclines

Le mécanisme de cardiotoxicité induite par les anthracyclines est controversé et n’est pas
parfaitement connu, c’est pour cette raison plusieurs hypothéses ont été proposées (Fetohi et al.,
2012 ; Ichikawa et al., 2014). Les données les plus convaincantes supposent la génération des
radicaux libres, mais aussi un mécanisme non enzymatique induisant la syntheése d’ions ferrique,
qui auraient un potentiel délétére au niveau du myocyte du fait de sa faible capacité anti-
oxydative (Fetohi et al., 2012).

Plusieurs mécanismes sont impliqués dans la cardiomyopathie induite par la DOX, tels que
l'augmentation de stress oxydatif cardiaque et la peroxydation des lipides insaturés dans les
membranes qui sont a I'heure actuelle considéré comme étant le facteur le plus important
responsable du développement de la cardiotoxicité induite par la DOX, des changements dans
I'activité de I'adénylate cyclase qui conduisent a lI'apoptose et I’inflammation lié a une voie de
signalisation (Mahmoud et al., 2000 ; Basavaraj et al., 2013 ; Chen et al., 2015 ). Auparavant,
I'hypothése la plus largement acceptée pour la cardiomyopathie induite par ’ANT est la
génération des ROS par I'échange d'électrons entre le fragment anthracycline de quinone et les

molécules d'oxygene et d'autres donneurs d'électrons cellulaires. Les ANTs forment également
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des complexes avec le fer qui subissent un cycle redox et génerent des radicaux d'oxygene
(Vejpongsa et al., 2014).

Les mécanismes de cardiotoxicité des anthracyclines devraient donc étre conciliés avec le
concept d'une durée de vie a risque de cardiotoxicité. Une fois a l'intérieur de cardiomyocytes,
une grande partie de la toxicité des ANTs semble dépendre d'événements de bioactivation
(Spagnuolo et al., 2011): le fragment quinone subit un cycle redox a médiation de NAD (P) H
oxydoréductases a des organites intracellulaires, en générant des radicaux libres par une voie
enzymatique par la chaine respiratoire mitochondriale et par une voie non enzymatique
impliquant des interactions directes entre les ANTSs et le fer (Ayla et al., 2011 ; Hahn et al.,
2014).

Le complexe fer-DOX a été connus depuis 1980, lorsque les premiéres études ont déemontré
gue la DOX a une forte affinité pour le fer, et que le complexe de fer peut provoquer la
peroxydation des lipides a travers ses interactions avec les membranes chargées négativement.
La réduction de la DOX en présence de fer libre met également en place un cycle de génération
de radicaux libres (redox de recyclage) et le métabolite doxorubicinol est connu pour interagir
avec des groupes thiol sur des protéines, ce qui aggrave les dégats de la cellule (Octavia et al.,
2006) .Ce cycle d'oxydoréduction conduit & la formation de 1’anion superoxyde, qui est converti
en H>O> spontanément par le superoxyde dismutase tout en libérant le fer de la ferritine (Ayla et
al., 2011 ; Ichikawa et al., 2014).

Par la suite, I’H202 peut étre converti en radicaux hydroxyles hautement toxiques en
présence de métaux lourds tels que le fer, par la réaction de fenton (Ichikawa et al., 2014). Ces
processus éventuellement favorisent la formation de fer catalysée de radicaux hydroxyles ou
especes réactives similaires capables d'induire des dommages oxydatifs, ou les radicaux
hydroxyles toxiques provenant des complexes fer-anthracycline agissent comme des messagers
cytotoxiques, la concentration intracellulaire du fer semble donc étre un facteur clé dans la
cardiotoxicité de la doxorubicine (Sacco et al., 2003 ; Spagnuolo et al., 2011 ; Hahn et al.,
2014).

En outre, il a été montré que la DOX pourrait stimuler le transport transmembranaire de
I'arginine a fournir accrue de substrat et activer la production de NO par la médiation de NOS qui
joue également un réle dans la génération d'especes réactives de I'azote a médiation des ANTS et

aggrave le stress nitrosatif (Ayla et al., 2011 ; Hahn et al., 2014).
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L'oxyde nitrique (NO) est un vasodilatateur puissant et un médiateur important dans la
contraction du myocarde, et il est représenté comme étant impliquée dans la pathogenése des
maladies cardiaques tel que l'insuffisance cardiaque, l'ischémie / lésion de perfusion, et une
cardiomyopathie. Des essais récents ont démontré que le NO est impliqué dans la cardiotoxicité
associé a la DOX. Il a été montré que la DOX augmenté la synthése de NO dans le plasma et le
tissu cardiaque (Bahadir et al., 2013 ; Yagmurca et al., 2015 ; Mingning et al., 2017).

En comparaison a dautres types de cellules, les cardiomyocytes sont trés riches en
mitochondries qui ont été définies comme l'une des cibles de dommage subcellulaire induite par
la DOX dans le tissu, mais relativement pauvre en enzymes détoxifiants des ROS; il en résulte
que les cardiomyocytes seraient facilement succomber a une production soutenue des ROS que
la dégradation du sarcomere, un dysfonctionnement mitochondrial et Iésions d’ADN,
perturbation cardiaque spécifiques des programmes d’expression de genes, ou la mort
apoptotique nécrotique induite par la suite (Figure 14) (Ayla et al., 2011 ; Marques-Aleixo et al.,
2017).

Le risque de la cardiotoxicité des anthracyclines pourrait étre mieux concilié avec leur
conversion en métabolites secondaire, formé apres la réduction a deux électrons de leur groupe
carbonyle de la chaine latérale. Etre plus polaire que leurs médicaments parents, les métabolites
secondaires sont mal éliminés de cardiomyocytes et accumulent de devenir une signature d’ANT
toxiques de longue durée dans le ceeur (Spagnuolo et al., 2011).

Des études antérieures ont montré que la doxorubicine provogque des réactions
inflammatoires au voisinage des tissus cardiaques ou il a été constaté pour augmenter l'incidence
de la formation de thrombus dans l'oreillette de souris. Il induit également des effets
inflammatoires dans le systeme vasculaire et le myocarde et éléve les niveaux de cytokines pro-
inflammatoires (Flori et al., 2011 ; Lamberti et al., 2014).
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Figure 14 : Mécanisme de toxicité cardiaque de la doxorubicine dans les cardiomyocytes
(Thannickal et Fanburg, 2000).

1.2. Apoptose cellulaire induite par les anthracyclines

Il est généralement admis que le stress oxydatif évoqué par la doxorubicine active la
signalisation apoptotique conduisant a I'apoptose des cardiomyocytes, et que tant les voies
apoptotiques extrinseques et intrinseques sont impliquées. Un apercu de toutes les voies
apoptotiques impliqués dans la cardiotoxicité induite par la DOX est donné dans la (Figure 15).
Il est également devenu évident que la doxorubicine peut induire I'apoptose par des mécanismes

qui font impliquer directement la production de ROS et le stress oxydatif (Beom et al., 2015).

Il a été suggéré, que l'apoptose induite par la DOX peut faire partie du mécanisme d'action
cellulaire responsable de I'effet thérapeutique, la toxicité, ou les deux (Injac et al., 2008). Les
effets secondaires cardiaques des ANTs comportent deux mécanismes principaux, qui
interagissent les uns avec les autres, le stress oxydatif et I'apoptose. La plupart des événements

cellulaires induits par la production des ROS contribuent a la mort des cardiomyocytes, qui a été
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montré pour étre un mécanisme essentiel pour la cardiomyopathie induite par les ANTSs. En effet,
la perte des cardiomyocytes suite a l'activation des deux voies apoptotiques et nécrotiques
fournie une explication attrayante pour la cardiotoxicité induite par les ANTs. Des études chez
I'animal ont démontré que la mort cellulaire apoptotique se produit aprés une exposition in vivo a
des ANTs. Des cultures des cellules expérimentales ont également montré que les ANTS
induisent tous les deux la mort cellulaire apoptotique et nécrotique (Montaigne et al., 2012).

En raison de la présence de mécanismes de défense antioxydants moins développées du
cceur, ils sont particuliérement vulnérables a l'apoptose par les ROS induits par les ANTS
(Momin et al., 2011).

Les ROS qui sont produits par le métabolisme de la DOX provoquent la mort cellulaire par
les voies apoptotiques. Plus précisément, le traitement avec la DOX provoque ’activation de la
caspase 3 et la caspase 9, I'ouverture du pore mitochondrial de transition de perméabilité et la
libération subséquente de cytochrome C dans le cytosol. En outre, la DOX se lie directement au
phospholipide mitochondrial, la cardiolipine, ce qui perturbe la liaison de protéines de la
membrane mitochondriale interne avec la cardiolipine, et qui peut améliorer la libération du
cytochrome C, en réponse a un stress oxydant (Volkova et Russell, 2011). Il est également connu
que le stress oxydatif induit par I'activation des MAP kinases (mitogen-activated protein kinase),
qui sont les voies intermédiaires primaires pour la signalisation d’induction de l'apoptose qu’est
médiée en partie par I'activation de la MAPK p38 (Volkova et Russell, 2011 ; Rong et al., 2015).
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Figure 15 : Mécanismes cellulaires responsables de I'apoptose accrue dans les myocytes
cardiaques par la doxorubicine (Volkova et Russell, 2011).
2. Hépatotoxicité induite par la doxorubicine

Pendant le traitement avec la DOX, le foie recoit, accumule et métabolise des concentrations
élevées de DOX. Par conséquent, il est prévisible que le foie est I'un des organes les plus affectés
par le traitement avec la DOX. En effet, pres de 40% des patients a subi des dommages du foie
aprés un traitement avec la DOX (Zolfagharzadeh et Roshan, 2013). Alors que I'administration
de la DOX aux rats diminuer l'activité catalytique des plusieurs enzymes hépatiques du
cytochrome P450 (Beshay et al., 2011).

De méme, I'hépatotoxicité induite par la DOX est généralement médiée par la production des
radicaux libres (Beshay et al., 2011) qui peut aller parfois a une cirrhose du foie (Petra et al.,
2014).

3. Néphrotoxicité induite par la doxorubicine

Bien gque le mécanisme exact de la néphrotoxicité induite par la DOX demeure inconnue, il
se peut qu’étre mediée par la génération des ROS, I'oxydation des protéines et la peroxydation
lipidique (Rashikh et al., 2012). Cependant, il a été suggéré par de nombreux chercheurs que les

dommages cellulaires induits par la DOX est médié par la formation d'un radical libre
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(anthracycline-fer) qui a son tour provoque des dommages graves a la membrane plasmique
(Mansour et al., 1999).

Dans des essais sur les animaux, la DOX a démontré une activité néphrotoxique et produit la
maladie glomerulaire progressive chronique. Chez les rats atteints de néphropathie induite par la
DOX, protéinurie massive associée a un gonflement et une vacuolisation des cellules épithéliales
ont été signalés dans des expériences a court terme. De graves dommages rénaux, de vastes
Iésions glomérulaires, dilatation tubulaire, vacuolisation des glomérules rénaux, les dépdts de
protéines en lumiéere tubulaire, et la fibrose du stroma ont été observés dans les études a long
terme (Injac et al., 2008). L’atteinte rénale la plus fréquente au cours du traitement anticancéreux
est I’insuffisance rénale aigué (IRA) caractérisée par une élévation rapide de la créatininémie
(Vincent et al., 2008).

IV. Polyphénols, Flavonoides
1. Définition

Ces dernicres années, 1’intérét porte aux antioxydants naturels, en relation avec leurs
propriétés thérapeutiques, a augmenté considérablement. Des recherches scientifiques dans
diverses spécialités ont été développées pour 1’extraction, 1’identification et la quantification de
ces composeés a partir de plusieurs substances naturelles a savoir, les plantes médicinales et les
produits agroalimentaires (Popovici et al., 2009).

Ces dernieres années, la recherche appuie fortement sur le réle des polyphénols dans la
prévention des maladies dégénératives, en particulier des cancers, des maladies cardio-
vasculaires et des maladies neurodégénératives (Sahna et al., 2003 ; Machado et al., 2010). Les
polyphénols sont des antioxydants puissants qui complétent et ajoutent aux fonctions de
vitamines et enzymes antioxydantes comme moyen de défense contre le stress oxydatif causé par
I'exces des ROS (Yilmaz et al., 2006 ; Thippeswamy et al., 2011 ; Teixeira et al., 2017). Parmi
les composés phénoliques on detecte une classe majeure qui sont les acides hydroxycinnamiques,
largement distribués dans le regne vegétal (Xiuzhen et al., 2007).

Ainsi, on trouve les flavonoides qui sont un groupe de composeés polyphénoliques, largement
distribués a travers le régne végétal (Xiaoliang et al., 2017). A ce jour, environ 3000 variétés de
flavonoids sont connues. Beaucoup ont une faible toxicité chez les mammiféres et certains
d'entre eux sont largement utilisés en médecine pour le maintien de I'intégrité capillaire (Dumasa
etal., 2014) :
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» Les Neoflavonoides ne sont pas souvent trouvés dans les plantes de nourriture, mais le dalbergin
qui est le neoflavone le plus commun et le plus distribué dans le royaume des plantes (Garazd et
al., 2003).

» Les Chalcones d'anneau ouvert sont trouvées dans les fruits ainsi que dans les bieres
(Zhao et al., 2005).

v Flavones, Flavonols, flavanones

Les Flavones sont structurellement tres proches des flavonols, la différence provenant de
I’absence de 1’hydroxyle en C3. Les flavonols sont des composés flavonoides largement
répandus. La myricétine, la quercétine, I’isorhamnétine et le kaempferol sont la plupart du temps
présents sous forme d’O-glycosides, leurs conjugaisons est plus souvent en position 3 du noyau
aromatique C, bien que des substitutions en positions 5, 7,4°,3” et 5° soient possibles (Chira et
al., 2008).

Les flavanones sont les premiers produits de la voie de synthése des flavonoides. Elles sont
caractérisées par I’absence de la double liaison entre C2 et C3 et par la présence d’un centre de
chiralité en C2 (Figure 16) (Kawaii et al., 1999 ; Grayer et Veitch, 2006 ; Chira et al., 2008).

v Les flavan-3-ols

Les flavan-3-ols sont la catégorie de flavonoides la plus complexe. Ces composés vont des
simples monomeres (+) -catéchine et son isomere (—) -épicatéchine. Ces dernieres formes les
proanthocyanidines avec des couplages oxydatifs entre les positions C4 de 1’hétérocycle et C6 ou
C8 du monomere adjacent (Figure 16). Les oligoméres de procyanidines sont formés de 2 a 5
unités de catéchines ou d’épicatéchines, les polymeres étant formés de 6 unités ou plus. De plus,
les flavan-3-ols peuvent étre estérifiés avec 1’acide gallique ou bien hydroxylés pour former des
gallo-catéchines (épicatéchine gallate, épigallo-catéchine, épigallo-catéchine gallate) et des
gallo-tanins (Xiuzhen et al., 2007 ; Chira et al., 2008).

v' Les stilbéne

Les stilbéne sont des composes polyphénoliques qui ont une structure C6-C2-C6, deux
noyaux benzéniques reliés par un pont méthyléne, ils sont produits par les plantes en réponse a
des attaques fongiques, bactériennes ou virales, ce qui a été démontré pour le trans- resvératrol.
Le resvératrol est synthétisé par la condensation du 4-coumaryl, avec 3 malonyl CoA donnant
chacun 2 atomes de carbone. La réaction est catalysée par la stilbéne synthase, les produits

impliqués étant les mémes que pour la synthese des flavonoides, la seule différence concernant
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I’enzyme catalysant la réaction. Alors que le resveratrol se trouve dans les tissus végétaux
principalement sous forme de trans-resveratrol-3-O-glucosides (Chira et al., 2008).

v' Tanins
Les tanins sont un groupe de polyphénols solubles dans I'eau, sont subdiviseés en tanins
condensés et hydrolysables, et on trouve couramment complexé avec des alcaloides, des

polysaccharides et des protéines, en particulier celui-ci (Xiuzhen et al., 2007).
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Figure 16 : La structure chimique des différents types des flavonoides (Tsao, 2010).
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2. Biosynthese des composés phénoliques

Les composes phénoliques sont principalement synthétises a partir des hydrates de carbone
via la voie de I’acide shikimique et la voie de 1’acétate, celles de I’acide shikimique conduisant
aprés trans-amination et désamination aux acides cinnamiques et a leurs dérivés et celles de
I’acétate conduisant aux poly-cétoesters ou polyacétates (malonate) (Chira et al., 2008 ; Kawaii
etal., 1999).

La structure des composés phénoliques va du simple noyau aromatique de faible poids
moléculaire jusqu’aux tanins complexes de trés haut poids moléculaire, et ils peuvent étre classés
par le nombre et I’arrangement des atomes de carbone, en fonction de la nature, de leur squelette
carboné et en fonction de la longueur de la chaine aliphatique liée au noyau benzénique (Chira et
al., 2008).

La biosynthése des polyphénols complexes tels que les flavonoides est lié au métabolisme
primaire a travers plastide et mitochondriales dérivés intermédiaires, chacun nécessitant
I'exportation vers le cytoplasme ou ils sont incorporés dans des parties distinctes de la molécule.
Les trois unités malonyl-CoA sont ajoutées grace a des réactions de condensation de
décarboxylation séquentielle, qui initie la biosynthese des flavonoides. Phénylalanine ammonia-
lyase (PAL) est une enzyme clé de la voie des phényl propanoides, qui catalyse la conversion de
la phénylalanine a cinnamate, ce qui conduit alors a des structures en C6-C3 (Tsao, 2010).

3. Biodisponibilité des polyphénols

Les polyphénols sont les antioxydants les plus abondants dans I'alimentation humaine, ils
montrent une diversité structurelle considérable, ce qui influence largement leur biodisponibilité.
La biodisponibilité semble différée grandement entre les différents polyphénols, et les
polyphénols les plus abondants dans notre alimentation ne sont pas nécessairement celles qui
conduisent aux plus fortes concentrations de métabolites actifs dans les tissus cibles. Les deux
isoflavones et les acides phénoliques tels que I'acide caféique et I'acide gallique sont les mieux
absorbés, suivis par les catéchines, flavanones et glucosides de quercétine, mais avec des
cinétiques différentes. Une fois absorbé, les polyphénols sont conjugués a des groupes
glucuronide, sulfate et de méthyle dans la muqueuse intestinale et tissus internes. Les
polyphénols non conjugués sont pratiqguement absentes dans le plasma. De telles réactions
facilitent leur excrétion et de limiter leur toxicité potentielle. Les polyphénols atteignant le colon
sont largement métabolises par la microflore dans un large éventail de poids d'acides phénoliques
de faible masse moléculaire (Xiuzhen et al., 2007).
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3.1. Le métabolisme des flavonoides

L'absorption des flavonoides libérés de la nourriture par la mastication dépendra de ses
propriétés physico-chimiques. Les flavonoides peuvent étre absorbés par le petit intestin ou doit
aller aux deux points avant 1’absorption. 1l peut dépendre de la structure du flavonoide, c'est-a-
dire, s’il est glycoside ou aglycone. Les flavonoides aglycones peuvent étre facilement absorbés
par le petit intestin, alors que les flavonoides glycosides doivent étre convertis en forme aglycan
(Hollman et al., 1999).

Un mécanisme alternatif suggere que les flavonoides glucosides sont hydrolysés par
I'nydrolase de phloridzin de lactase (LPH), et par b-glucosidase sur la membrane extérieure de la
brosse de I’intestin gréle (le petit intestin). Plus tard, I'aglycone libérée peut étre absorbé par lui-
méme (Day et al., 2000).

Aprés absorption, les flavonoides sont conjugués dans le foie (Figure 17) ou métabolisés a
des plus petits composés phénoliques (Bravo, 1998). En raison de ces dernieres réactions de
conjugaison, aucuns flavonoides aglycones libres ne peuvent étre trouvés en plasma ou urine,
excepté la catéchine (Hollman, 2004).

Les flavonoides sécrétés avec la bile dans I'intestin et ceux qui ne peuvent pas étre absorbé
par I’intestin gréle sont dégradés dans les deux points par la flore microbienne intestinale qui

décompose également la structure de 1’anneau des flavonoides (Spencer, 2000).
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Figure 17 : Le métabolisme des flavonoides (Wilhelm et al., 2002).

4. Activités biologiques des flavonoides

Les flavonoides présentent plusieurs effets biologiques tels que anti-inflammatoire, anti
actions hépatotoxiques et antiulcéreux. Ils inhibent aussi les enzymes telles que 1’aldose
réductase et de la xanthine oxydase. Ils sont des antioxydants puissants et ont des capacités de
piégeage des radicaux (Dumasa et al., 2014).

4.1. L’activité antioxydant

La production de radicaux libres dans les cellules animales peut étre soit accidentelle ou
délibérée. Avec l'acceptation croissante des radicaux libres comme lieu commun et des
intermédiaires biochimiques importantes, ils ont été impliqués dans un grand nombre de
maladies humaines (Narayana et al., 2001). Les antioxydants les plus connus sont le B-caroténe,
I’acide ascorbique, le tocopherol ainsi que les composés phénoliques. En effet, la plupart des
antioxydants de synthése ou d’origine naturelle possédent des groupes hydroxy phénoliques dans

leurs structures et les propriétés antioxydants sont attribuées en partie, a la capacité de ces
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composes naturels a pieger les radicaux libres tels que les radicaux hydroxyles et superoxydes
(Popovici et al., 2009).

Les polyphénols peuvent induire des enzymes antioxydants telles que la glutathione
peroxydase, la catalase et le superoxyde dismutase qui décomposent les hydroperoxydes, le
peroxyde d'hydrogene et des anions superoxydes, respectivement (Tsao, 2010).

4.2. Activité antimicrobienne

Des flavonoides et des esters d'acides phénoliques ont été étudiés pour leurs propriétés
antibactériennes, antifongiques et antivirales. L'activité antibactérienne a été affichée par un
certain nombre de flavonoides. (Narayana et al., 2001).

4.3. Propriétés antimutagénes / anti cancérigénes

Les Polyphénols alimentaires peuvent moduler divers processus biochimiques impliqués
dans la cancérogenése. La Curcumin exerce des activités antitumorales par l'inhibition de la
prolifération cellulaire et de l'angiogenése, le blocage de la progression du cycle cellulaire
tumorale, et I'induction de la mort cellulaire programmée in vivo et in vitro (Xiuzhen et al.,
2007).

4.4, L’activité anti inflammatoire

Le stress oxydatif induit par une inflammation est médié par l'activation de NF-kB. Il affecte
une grande variété de processus de signalisation cellulaire conduisant a la production de
médiateurs inflammatoires et de remodelage de la chromatine. Ce dernier permet I'expression de
genes pro-inflammatoires telles que le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-alpha) et iNOS. Il
peut aussi provoquer une augmentation des enzymes telles que la cyclooxygénase (COX) et
lipoxygénase (LPO), qui sont impliqués dans la libération des facteurs tels que les interleukines
et chimiokines. Les effets indesirables du stress oxydatif ont été trouvés pour étre commandé par
les antioxydants et / ou anti-inflammatoires, et il a été démontré que les polyphénols, quercétine
en particulier, inhibent la COX et LPO (Xiuzhen et al., 2007).

L’EGCQG, a différentes doses, réduit la peroxydation des lipides. Cependant, les catéchines
suppriment l'activation du NF- kB par la répression de dégradation de 1'unité d'inhibition I kBa,
ce qui entrave la translocation nucléaire subséquente de la sous-unité fonctionnellement actifs de
NF-kB. En outre, les catéchines gerent la génération des ROS en inhibant les enzymes «

prooxydant », tel que I'oxyde nitrique inductible synthase (iNOS) et de la xanthine oxydase, et en
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induisant des enzymes antioxydantes, telles que la SOD, CAT et GPX (Figure 18) (Kris-Etherton
et al., 2002).

NADPH oxidase
Lipoxygenase
Cyclooxygenase
Xanthine oxidase
INOS

OH- H,O + O,

H,0

Figure 18 : mécanisme de défense de catéchines (Kris-Etherton et al., 2002).

Fleche pointé indique I'inhibition, tandis que les fleches simples indiquent I'activation. Les
catéchines activent des enzymes antioxydants comme le superoxyde dismutase (SOD), la
catalase (CAT), et Glutathion peroxydase (GPX), et inhibent les enzymes qui sont responsables
du stress oxydatif telles que la NADPH-oxydase, la lipoxygénase, de la cyclooxygénase, de la
xanthine oxydase et de I'iNOS (inductible I'oxyde nitrique synthase).

4.5. Activité Hepatoprotective

Les anthocyanines ont un grand effet préventif contre les diverses maladies, il a été
démontré que 1’anthocyanine cyanidin-3-O -£-glucoside (C3G) augmente I'expression de la
glutamate-cystéine ligase catalytique Gcelc hépatique par I'augmentation des niveaux de I’AMPc
pour activer la protéine kinase A (PKA), qui a son tour régule la phosphorylation d'AMPc
I’élément de réponse qui lie les protéines (CREB) pour promouvoir CREB-DNA-binding et
augmenter 1’expression de Gclc qui entraine une diminution dans les niveaux des ROS et la

signalisation pro-apoptotique (Zhu et al., 2012).
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La Silymarine a des applications cliniques dans le traitement de la cirrhose, des dommages
ischémiques, et de I'népatite toxique induites par de diverses toxines comme acétaminophen, et

les champignons toxiques (Saller et al., 2001).
5. Description botanique du genre Helianthemum

Helianthemum est un genre botanique appartenant a la famille des Cistaceae qui contient plus
de 110 espéces qui se répartissent en majorité dans le bassin méditerranéen, encore assez bien
représenté dans le Sahara septentrional. Les Helianthemum sont des arbustes souvent trés petits,
a feuilles opposées ou rarement alternes a fleurs jaunes ou jaunatre portant 5 sépales dont deux
plus petits, un ovaire formé de 3 carpelles soudés et coiffé d’un style unique coudé (Figure 19)
(Benabdelaziz et al., 2015).

Figure 19 : Le genre Helianthemum (Cistaceae).
https://fr.wikipedia.org/wiki/Helianthemum.

5.1 Les especes Helianthemum confertum et ruficomum
L’espéce H. confertum comprend des sépale ovales ou ovales-lancéolés, s’atténuant
graduellement en pointe aigue et un peu allongée, intérieurement a soies apprimes. Plante a tige
ligneuses dressées pouvant atteindre 150 cm. Capsule mure plus courte que les sépales. Alors
que I’espéce H. ruficomum contient des feuilles petites (1.20 cm de long au plus), les inférieures
obovales, les supérieures linéaires ou linéaires-lancéolées. Sépales présentant sur les nervures
des poils raides et naissant en faisceau d’un tubercule. Calice nettement tordu. Feuilles vertes en

dessus et canescentes en dessous. Grappes simple ou le plus souvent, géminée (Chemam, 2017).

42


https://fr.wikipedia.org/wiki/Helianthemum

Premiére partie : Synthese bibliographique

5.2. Classification botanique des deux plantes

Dans cette étude on a utilisé les extraits butanoliques des plantes H. ruficomum et H.
confertum. Ces espéces sont récoltées dans le sud-ouest d’Algérie durant le mois de mai 2012 et
identifiées par le professeur Mohamed Benabdelhakem, le directeur de 1’agence de protection de
la nature de Bechar. (Quezel et Santa, 1963). La classification botanique des deux plantes H.

confertum et H. ruficomum est illustrée dans (le tableaux 3) en dessous :

Tableau 3 : Classification systématique des deux plantes H. confertum et H. ruficomum.

Régne Plantae Plantae

Sous-régne Viridaeplantae Viridaeplantae

Division Magnoliophyta Magnoliophyta

Class Equisetopsida Equisetopsida
Sous-classe Magnoliidae Magnoliidae

Ordre Malvales Malvales

Famille Cistaceae Cistaceae

Genre Helianthemum Helianthemum

Espece Helianthemum confertum Helianthemum ruficomum

5.3 Principaux métabolites secondaires isolés du genre Helianthemum

Des études prealables sur cette genre ont conduit a l'isolement a des nouvelles molécules qu’est
I’acide para-hydroxy benzoique et la lavandoside. L'isolement de flavonoides d’aglycones, de

glucosides flavonoides et de lignanes a également été rapportée. (Chemam, 2017).
5.4 Activité biologique du genre Helianthemum

Toutes les especes de la famille Cistaceae sont freqguemment employées dans la médecine
traditionnelle pour leurs propriétés antimicrobienne, antitumorale, antivirale, anti-inflammatoire,
antifongique, antiulcéreux, antioxydante (Benabdelaziz et al., 2017). Ainsi, la médecine
traditionnelle mexicaine utilise une grande variété de plantes dans le traitement des troubles gastro-

intestinaux tels que la diarrhée (Angela et al., 2013).
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I. Matériels et Méthodes
1. Matériel végétal et I’étude phyto-chimique
1.1. Préparation des extraits
L'extraction des feuilles et des fleurs des deux plantes a été effectuée selon le protocole
utilisée habituellement dans le laboratoire (Unité de Recherche Valorisation des Ressources
Naturelles, Molécules Bioactives et Analyses Physicochimiques et Biologiques. Département de
Chimie, Université Fréres Mentouri, Constantine 1) (Figures 20 et 21).

L’extraction est réalisée par Mademoiselle CHEMAM Yasmine, doctorante en chimie.

v" Helianthemum confertum
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Figure 20 : Protocole d’extraction de la plante H. confertum.
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v" Helianthemum ruficomum
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Figure 21 : Protocole d’extraction de la plante H. ruficomum.
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2. Etude phyto-chimique
2.1. Détermination de la teneur totale des deux extraits en phénols

La teneur totale en phénols dans les deux extraits des plantes H. ruficomum et H. confertum a
été déterminée en utilisant le réactif Folin-Ciocalteu selon la méthode de Singleton et al., (1999).
Les extraits sont solubilisés dans le méthanol (MeOH) a une concentration de 1mg/mL. A
chaque 20 pl des solutions d'extraits préparés, 100 pl de Folin-Ciocalteu et 1580 pl d'eau distillée
ont été ajoutés successivement. Trois minutes plus tard, on ajoute 300 pl de carbonate de sodium
(20 %). Les tubes a essai ont été secoués pendant 2 h a température ambiante et I'absorbance est
mesurée a 765 nm en utilisant un spectrophotometre (Shimadzu, Kyoto, Japan). La concentration
des composés phénoliques totaux a été¢ déterminée en pg d'équivalent d'acide gallique (GAE) par
mg d'extrait en utilisant I'équation suivante de la courbe étalon d'acide gallique (annexe).

Absorbance = 0.001 x [acide gallique]
2.2. Détermination de la teneur totale des deux extraits en flavonoides

La teneur totale en flavonoides dans les extraits butanolique des deux plantes a été
déterminée selon la méthode de Ordonez et al., (2006). A chaque 0.5 ml des extraits préparés
dans le méthanol a une concentration de 1mg/ml, 0.5 ml d'AIClz a 2% a été ajouté. Aprés 1 h
d'incubation a température ambiante, I'absorbance a été mesurée a 420 nm. La concentration des
flavonoides a ét¢ déterminée en pg d'équivalent de quercétine (QE) par mg d'extrait en utilisant
I'équation suivante du courbe étalon de la quercétine (annexe).

Absorbance = 0.034 x [quercétine (ug)] + 0.015

2.3. Evaluation du pouvoir antiradicalaire (DPPH")

La capacité des extraits butanolique des deux plantes a piéger le radical DPPH" (2,2-
diphényl-1-picrylhydrazyle) a éte évaluée par la méthode de Braca et al., (2001). Tout d'abord, le

DPPH', la vitamine C et les deux extraits sont préparés préalablement dans le méthanol. Ensuite,

3 ml de solution de DPPH" (0.004%) a été ajouté a des concentrations croissantes (1, 2.5, 5, 10,

15, 20, 30, 40, 50, 75ug/ml) d'extraits ou de la vitamine C préparés dans le méthanol. Les essais
ont été effectués en triple. Les tubes a essai des échantillons ont été incubés dans I'obscurité et a
une temperature ambiante pendant 30 min. L'absorbance a été ensuite mesurée a 517 nm. La
vitamine C a été utilisée comme contrdle positif et le pourcentage d'activité de piégeage de
DPPH (I %) a été calculé en utilisant I'équation :
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| % = [(AD-AL) /A0] x100.

A0 : Absoarbance de la solution de DPPH' seule

Al : Absorbance de la solution de DPPH" + l'extrait ou de la vitamine C.

Les concentrations inhibitrices médianes (IC50) des deux extraits et de la vitamine C ont été

calculées a partir des équations des courbes de tendances linéaires obtenues des graphiques de la
variation du pourcentage d'inhibition du radical DPPH" (I %) en fonction des concentrations

croissantes des extraits et de la vitamine C.
2.4. Inhibition de la peroxydation lipidique (LPO)

La capacité des extraits des deux plantes a inhiber la peroxydation lipidique a été évaluée par
le dosage de la concentration de (MDA), qui résulte de la peroxydation lipidique suivant la
méthode de Banerjee et al., (2005) qui est basée sur la réaction de jaune d’ceuf et 1’acide
thiobarbiturique. A 0.5 ml d'homogénat de vitellus d'ccuf a 10%, 50 ul de FeS04 (0.07 M) ont été
ajouté. Le mélange a été incubé ensuite avec des concentrations croissantes des deux extraits ou
de la vitamine C (0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 mg/ml) a 37 ° C pendant une heure.

Apres incubation, on ajoute successivement 1 ml de TCA 20% (acide trichloracétique) et 1.5 ml
de TBA 1% (acide thiobarbiturique). Les échantillons ont été mélangés puis incubé une
deuxieme fois pendant 15 minutes a 95°C.

Apreés centrifugation des échantillons & 400 g pendant 20 min, les substances réactives
thiobarbiturique résultantes (TBARS) ont été mesurées dans le surnageant a 532 nm.

La vitamine C a été utilisée comme contrdle positif et le pourcentage d'inhibition de la
peroxydation lipidique (I %) a été calculé en utilisant I'équation suivante :

| % = [(A0-Al) /A0] x100.

A0 est I'absorbance de témoin (sans extrait ou vitamine C) et Al est I'absorbance de I'échantillon
+ de I'extrait ou de la vitamine C.

Les concentrations inhibitrices médianes (IC50) des deux extraits des deux plantes et de la
vitamine C ont été calculées a partir des équations des courbes de tendances linéaires obtenues
des graphiques de la variation du pourcentage d'inhibition de la peroxydation lipidique (I %) en

fonction des concentrations croissantes des extraits et de la vitamine C.
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2.5. Etude de I’effet des extraits des plantes sur des lignes cellulaires cancéreuses in vitro

L’activité anticancéreuse des extraits a été évaluée sur des lignes cellulaires HeLa (human
cervix carcinoma) et HT29 (human colorectal adenocarcinoma). Cette activité a été évaluée par
I’analyseur de cellules en temps réel XCELLigence (RTCA) dans les laboratoires Plant Research
a I’université de Cankiri en Turquie.

v Culture des cellules et préparation de la suspension cellulaire

Les lignes cellulaires HeLa (human cervix carcinoma) et HT29 (human colorectal
adenocarcinoma) ont été cultivées a 37 ° C dans une atmosphere humidifiée a 5% de CO; dans
un milieu d'aigle modifié par Dulbecco (DMEM, Sigma), supplémenté avec 10% du sérum feetal
bovin (FBS) (Sigma, Allemagne) et 2% d'une solution pénicilline/streptomycine (Sigma,
Allemagne) dans des boites de Peétri pour culture cellulaire, stériles. Toutes les cellules ont été
soumises a des passages par trypsinization lorsqu'elles atteignent 70-80% de confluence.

Lors de l'expérience, les cellules HeLa et HT29 ont été détachées du fond des boites de
culture par 10 ml d'une solution de trypsine-EDTA. Aprés le détachement des cellules, la
trypsinization est arrétée par 10 ml de milieu de culture et mélanger soigneusement. Les
suspensions ont été transferées dans deux tubes coniques et placés dans la centrifugeuse. Le
surnageant est aspiré par vacuum et les cellules qui restent au fond des tubes sont diluées dans 4
ml de milieu. La concentration cellulaire de chaque suspension obtenue a été mesurée par
CEDEX HiRes compteur des cellules qui utilise le bleu de Trypan.

v' Préparation des extraits

Les extraits sont préparés dans le diméthylfoxyde (DMSO) a une concentration de 20mg/ml
puis stockés a 4°C dans I’obscurité.

v Traitement des cellules par les extraits et mesure de la prolifération cellulaire

Avant de commencer la manipulation, la hotte de culture cellulaire ainsi que les matériels qui
y seront utilisés dedans doivent étre stérilisés par I'éthanol a 70% pour éviter la contamination.

Une plaque 96 puits stérile a été utilisée. Premiérement on a ajouté 50 pl du milieu de culture
DMEM dans tous les puits de la plaque et on la laissée dans la hotte pendant 15 minutes, puis
dans l'incubateur a CO. pendant 15 minutes supplémentaires. Apres ce temps, une mesure de
nombre des cellules a été effectuée pour confirmer que le milieu nutritionnel n'est pas contaminé
par des cellules. Ensuite, on a ajouté 100 ul de la suspension cellulaire (2.5 x 104 cellules/100 ul)
dans les tous les puits de la plaque a I'exception les trois derniers qui sont utilisés comme

contr6le négative (contiennent du milieu de culture sans cellules). La plaque est laissée dans la
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hotte pendant 30 min. Ensuite, la plaque a été insérée dans l'instrument XCELLigence dans
I'incubateur a CO> et une mesure a été effectuée pendant 80 min (Abay et al., 2015). Aprés, 50-
20 et 10pl de la solution d’extrait (dissoudre au DMSO) sont ajoutés dans les puits
respectivement pour les doses 250-100 et 50pug/mL. A la fin, le volume final a été complété dans
les puits a 200 ml avec du milieu de culture DMEM. Trois puits avec des cellules HeLa et HT29
non traitées, utilisées comme contrdle positif.
La plaque a été insérée ensuite dans I'instrument XxCELLigence dans l'incubateur pendant 51 h.
La prolifération des cellules en présence et en absence des extraits est mesurée par xCELLigence
durant toutes les 51 h et suivi a I'aide d'un ordinateur lié a I'instrument.
3. Expérimentations animales

3.1. Effet préventif de la plante Helianthemum confertum sur la toxicité aigle induite par
la doxorubicine (10mg/kg)

Dans cette étude, les rats males de la souche Wistar albinos (Institut Pasteur, Alger) pesant
entre (200-250g) sont utilisés. Des leurs réceptions, les rats sont divisés en groupe de 6 rats dans
des cages standards pour une période d’acclimatation (2 semaines) avant d’étre utilisés dans des
différentes expériences. Pendant cette période les animaux ont un acces libre a la nourriture et a
I’eau (croquettes provenant de la société de production des aliments d’animaux, Bouzaréat,
Alger), ils sont maintenus dans une animalerie a une température constante (22 + 2) °C a un
cycle de lumiere/obscurité de 12/12h. Ces expériences ont toujours lieu de 8h a 10h du matin.

Pour évaluer 1’effet protecteur de I’extrait butanolique de la plante Helianthemum confertum
sur les rats durant 10 jours. Les rats sont répartis en six groupes de 7 rats chacun de la maniére
suivante :

Groupe témoin : non traité.

Groupe EXT 50mg/kg : recoit I’extrait par gavage a la dose (50mg/kg) pendant 10 jours.

Groupe EXT 100mg/kg : regoit I’extrait par gavage a la dose (100mg/kg) pendant 10 jours.
Groupe DOX : recoit une seule injection intrapéritonéale (10mg/kg) au 7 €™ jour (Ashour et al.,
2011).

Groupe DOX-EXT 50mg/kg : traités avec ’extrait par gavage a la dose (50mg/kg) pendant 10
jours et d’une seule dose de DOX par voie intrapéritonéale a la dose de (10mg/kg) au 7 ™ jour.
Groupe DOX-EXT 100mg/kg : traités avec I’extrait par gavage a la dose (100mg/kg) pendant 10

jours et d’une mono prise de DOX par voie intrapéritonéale & la dose de (10mg/kg) au 7 €™ jour.
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3.2. Effet préventif de la plante Helianthemum ruficomum sur la toxicité aigie induite par
la doxorubicine (15mg/kg)

Pour évaluer ’effet protecteur de 1’extrait butanolique de la plante H. ruficomum sur les rats
durant 10 jours. Nous avons huit groupes comportant? rats chacun de la maniére suivante :
Groupe témoin : non traité
Groupe EXT 50mg/kg : recoit I’extrait par gavage a la dose (50mg/kg) pendant 10 jours.

Groupe EXT 100mg/kg : regoit I’extrait par gavage a la dose (100mg/kg) pendant 10 jours.
Groupe DOX : recoit une seule injection intrapéritonéale (15mg/kg) au 7 €™ jour (Ashour et al.,
2011).
Groupe DOX-EXT 50mg/kg : traités avec 1’extrait par gavage a la dose (50mg/kg) pendant 10
jours et d’une seule dose de DOX par voie intrapéritonéale a la dose de (15mg/kg) au 7 ™ jour.
Groupe DOX-EXT 100mg/kg : traités avec 1’extrait par gavage a la dose (100mg/kg) pendant 10
jours et d’une seule dose de DOX par voie intrapéritonéale a la dose de (15mg/kg) au 7 €™ jour.
Groupe Vit E : traités par la vit E par gavage a la dose (100mg/kg) pendant 10 jours.
Groupe vit E-DOX : traités avec la vit E par gavage a la dose (100mg/kg) pendant 10 jours et
d’une seule dose de DOX par voie intra péritonéale a la dose de (15mg/kg) au 7 ™ jour.

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

Apres les différents traitements, les rats sont décapités par dislocation cervicale et la collecte
du sang s’effectue a partir de la veine porte dans des tubes héparines, puis il est centrifugée a
3000tours/10 min pour récupérer le sérum. Les activités enzymatiques d’AST et d’ALT (qui sont
des biomarqueurs de la fonction hépatique) sont mesurées. Aussi bien les biomarqueurs de la
fonction rénale (I’urée et la créatinine) et le biomarqueur de la fonction cardiaque (LDH) ont été
estimes. Les parametres cités précedemment sont détermines par des méthodes colorimétriques
en utilisant des Kits commerciale (Spinreact, Espagne).

3.2.2. Préparation d’homogénat et de cytosol

Apreés le sacrifice des rats, une perfusion aura lieu avec une solution froide de KCL (1.15%)
afin de drainer tout le sang restant dans les organes. En suite les organes sont coupés en petits
morceaux, pesés, homogénéisés pour doser ’'MDA, le GSH et I’activité enzymatique de GPx.
L’homogénat est centrifugé pendant 45 min a 4°C pour obtenir le surnageant qui sera utilisé
comme une source de CAT. Le dosage des protéines dans les fractions cytosoliques est réalisé

par la méthode de Lowry (1951).
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3.2.3. Evaluation biochimique et mesure des parametres de stress
3.2.3.1. Dosage de TGO, TGP au niveau du plasma
Le dosage des indicateurs de la fonction hépatique AST et ALT est réalisé selon la méthode
de (Bergmeyer et al., 1987).
3.2.3.2. Dosage du cholestérol
Le dosage du cholestérol est réalisé selon la méthode de Naito (1984). Ce dosage est basé sur
la transformation des esters de cholestérol au cholestérol libre, ensuite leur oxydation donne la
naissance de peroxyde d’hydrogéne (H202) qui réagit avec le phénol et le 4-Aminophenazone
dont la présence de ’enzyme de peroxydase pour donner un composant de couleur rose. Leur
densité augmente proportionnellement avec la concentration de cholestérol dans 1’échantillon a
505 nm.
3.2.3.3. Les triglycérides
Le dosage des triglycérides est réalisé a I'aide d'un kit commercial (Spinreact, Espagne) et
selon la méthode enzymatique et colorimétrique de Fossati et principe (1982). Les triglycérides
incubés avec de la lipoprotéinlipase (LPL) liberent du glycérol et des acides gras libres. Le
glycérol est phosphorylasé par la glycérophosphate déshydrogénase (GPO) et de I'ATP en
présence de glycérol kinase (GK) pour produire du glycérol-3-phosphate (G3P) et de
I'adénosine-5-di phosphate (ADP). Le G3P est alors transformé en dihydroxiacétone phosphate
(DAP) et en peroxyde d'hydrogéne (H202) par le GPO. Au final, le peroxyde d’hydrogéne
(H202) réagit avec du 4-aminophénazone (4- AF) et du p-chlorophénol, réaction catalysee par la
peroxydase (POD), ce qui donne une couleur rouge. L'intensité de la couleur formée est
proportionnelle & la concentration de triglycérides présents dans I'échantillon a D505 nm.
3.2.3.4. Dosage de ’urée
Le dosage de 1’urée se fait a 1’aide de la méthode de Balleterl et al., (1961). Le sérum traité
par ’enzyme de 1’Urease libére le carbonate et I’ammonium. Les ions de I’ammonium résultent
vont réagir avec le Salicylate et I’Hypochlorite de sodium, composant un complexe coloré en
vert leur densité lue a 590 nm.
3.2.3.5. Dosage de la créatinine
La créatinine est dosée selon la méthode de Spierto et al., (1979). Dans un milieu basique, en
utilisant I’acide picrique qui va réagir avec la créatinine pour former un complexe coloré, sa

densité lue a 510 nm.
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3.2.3.6. Dosage de MDA au niveau d’homogénat
La peroxydation lipidique est estimée par le dosage de malondialdehyde (MDA) selon la
méthode de Uchiyama et Mihara (1978). L'MDA est I’'un des produits terminaux de 1’oxydation
des acides gras polyinsaturés (AGPI) par les radicaux libres libérés au cours de stress. En milieu
acide et a chaud (100°C) une molécule d’MDA est condensée avec deux molécules de I’acide
thiobarbiturique (TBA) pour former un complexe coloré en rose. Le principe de cette méthode

est résume dans la figure ci-dessous (Figure 22) :

H H H= \"/,-N i
ﬁ . = r e
iz ko ndialcs hyda =
£l Do) [H] ) ) o
Aczicka thiobarbtungus
L) (TE.)

Ioériees DAL A CTTE S =

coloréd en rose

Figure 22 : Principe de dosage du malondialdehyde.
La densité optique du complexe forme entre le MDA de I'échantillon et le TBA est mesurée a 532
nm et la concentration du MDA est exprimée en nmol/g tissue.
3.2.3.7. Dosage de glutathion (GSH)
Le dosage du GSH est réalisé selon la méthode colorimétrique d’Ellman (1959). Son principe
est basé sur la réaction d’oxydation du GSH par 1’acide 5,5’-Dithiobis2-nitrobenzoique (DTNB),

libérant ainsi I’acide thionitrobenzoique (TNB) selon la réaction suivante (Figure 23) :
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Figure 23 : Principe de dosage de glutathion.
Les concentrations sont exprimées en nmol/gramme d’organe.
3.2.3.8. Evaluation de P’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx)

L’activité enzymatique du glutathion peroxydase (GPx) a été mesurée par la méthode de
Flohe et Gunzler (1984). Cette méthode est basée sur la réduction de peroxyde d’hydrogene
(H202) en présence de glutathion réduit (GSH), ce dernier est transformé en (GSSG) sous
I’influence de la GPx selon la réaction suivante :

H202 + 2 GSH »  GSSG + 2H20

La densité optique a été mesurée a 412 nm et l'activité de I’enzyme GPx a été exprimée en

umol GSH / mg protéine).
3.2.3.9. Evaluation de I’activité enzymatique du catalase (CAT)

L'activité de la catalase a été estimée selon la méthode de Claiborne, (1985). Le principe est
basé sur la disparition du peroxyde dhydrogéne (H.O2) du fait de l'activité de la catalase
présente dans I'échantillon selon la réaction suivante :

Catalase
2 H202 » H20+O02
Un volume de 25 pl du cytosol a été mélangé avec 1 ml de tampon phosphate (0.1 M, pH

7.4) et 975 ul du peroxyde d'hydrogeéne (0.019 M). La densité optique a été mesurée trois fois
successive chaque 60 secondes a 560nm. L'activité de la catalase a été exprimée en unité
internationale par minute et par gramme de protéine (Ul / min/g de protéine), selon 1’équation
suivante :

Ul/g= (2.3033/T) x (logA1/A2) /g de protéine
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Al : Absorbance a la premiére minute.
A2 : Absorbance a la deuxieme minute.
T : Intervalle de temps en minute.
La concentration cytosolique des protéines est évaluée par la méthode de Lowry (1951). Sous les
mémes conditions, une gamme étalon est établie en utilisant (0 a 0,5 mg) de protéine avec le
sérum albumine bovine. L’absorbance est mesurée a 750 nm.
3.2.3.10. Dosage de protéine total

Le dosage des protéines totales est réalisé par la méthode de Biuret en utilisant un Kit
commercial (Spinreact, Espagne). Les protéines de I'échantillon donnent une couleur
violette/bleue avec le réactif de Biuret. L'intensité de la couleur formée est proportionnelle a la
concentration de protéines totales dans I'échantillon.

3.2.4. Etude histologique

Apreés le sacrifice des animaux et leurs dissections, une perfusion aura lieu avec une solution
froide de KCL (1.15%) afin de drainer tout le sang restant dans les organes. Les organes sont
immédiatement prélevés (le foie et les reins) coupés en petits morceaux, et conserves dans le
fixateur formol (10%) Les fragments des organes sont déshydratés par submersion en utilisant
des bains d’éthanol a des concentrations allant en ordre croissant. Aprés déshydratation par
I’éthanol, les échantillons subissent deux bains de xylene et deux autres de paraffine fondue
durant 24 heures pour chacun. Le xyléne occupe la place de I’eau pour faciliter la pénétration de
la paraffine puisque cette derniére est hydrophobe. Les échantillons des foies et des reins sont
placés dans des moules (barres de Leucart) et recouverts de paraffine fondue. Aprés
refroidissement, les blocs sont préts a la coupe.
- Réalisation des coupes et coloration : les blocs sont placés dans le microtome afin de réaliser
des coupes de 5Sum d’épaisseur. A 1’aide d’une pince trés fine, les coupes sont placées sur des
lames couvertes de gélatine qui sont ensuite déparaffinées par chauffage a 1’étuve pendant une
heure. Aprés ringage par 1’eau distillée, les coupes réhydratées sont placées dans un bain
d’hématoxyline pour colorer les noyaux. Elles sont mises ensuite dans un bain d’éosine (8 min)
pour colorer le cytoplasme. Les lames ainsi colorées sont couvertes de lamelles et prétes a
I’observation microscopique (objectif x 10 et x 40).
L’étude histologique s’effectue dans les laboratoires d’anatomie pathologique de la cité EI-Bir

Constantine.
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3.2.5. Etude statistique
Les résultats ont été exprimés sous forme de moyennes et écart-types. L’évaluation
statistique est effectuée en utilisant le test t de Student. La valeur trouvee par le calcul du t peut
affirmer que les populations sont différentes avec un risque d’erreur p tel que :
ns ;p > 0,05 = la différence n’est pas significative-
*,0,05>p > 0,01 = la différence est significative-
**-0,05 > p > 0,001 = la différence est hautement significative-

*** - p <0,001 = la différence est tres hautement significative.
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I1. Résultats et discussion

11.1. Résultats et discussion de I’étude expérimentale in vitro
1. Extraction et dosage des phénols totaux et des flavonoides

Ces derniéres années, 1’intérét des propriétés thérapeutiques des antioxydants naturels a
augmenté considérablement. Des recherches scientifiques dans diverses spécialités ont été
développées pour I’extraction, 1’identification et la quantification de ces composés a partir de
plusieurs origines tel que : les plantes médicinales. La plupart des antioxydants de synthese ou
d’origine naturelle possédent des groupes hydroxyphenoliques dans leurs structures et les
propriétés antioxydants sont attribuées en partie a la capacité de ces composés naturels a piéger
les radicaux libres comme les radicaux hydroxyles (HO") et superoxydes (O2") (Popovici et al.,
2010).

Les résultats de dosage des polyphénols révélent que les extraits butanoliques des plantes H.
confertum et H. ruficomum contiennent une grande quantité des phénols totaux 263,33+19,85 ug

et 179,5+2,12 pg d’équivalent d’acide gallique/mg de I’extrait (Figure 24).
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H.confertum H.ruficomum

Figure 24 : La teneur en phénols totaux des deux extraits butanoliques des plantes H.
ruficomum et H. confertum.
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L’évaluation quantitative des flavonoides (la quercétine comme standard) montre que les
extraits butanoliques des plantes H. ruficomum et H. confertum contiennent des quantités

importantes des flavonoides 44,01+3,23 pg/mg et 25,35+0,96 pug/mg (Figure 25).

H.confertum H.ruficomum

Figure 25 : La teneur en flavonoides des deux extraits butanoliques des plantes H. ruficomum
et H. confertum.

2. Evaluation du pouvoir anti radicalaire

L’activité anti radicalaire des deux plantes vis-a-vis du radical DPPH" a été évaluée dans les

extraits butanoliques.

Les résultats obtenus dans cette méthode montrent que les extraits butanoliques des plantes

H. confertum et H. ruficomum ont une capacité de donner I’hydrogéne au radical DPPH'". Une

diminution dose-dépendante du radical DPPH" a été observée lors du traitement. On observe que

les deux extraits ont des capacités de piéger le radical DPPH avec une IC50 équivalente a
26,27+0,73 ng/ml et 32,05+1,87 pg/ml respectivement (Figure 26).

Les figures (27, 28) indiquent qu’il y a une augmentation significative du pourcentage de
piégeage du radical DPPH".

Le pouvoir antiradicalaire, (50%) de I’extrait butanolique de la plante H. ruficomum est

observé avec une dose de 12,81 pg/ml et un pouvoir équivalent a celui qu’exerce I’extrait
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butanolique de la plante H. confertum (49 ,84%) a la concentration 25ug/mL. Donc, 50% des
radicaux DPPH" ont été piégés avec seulement 12,81 pug /ml et 25ug/ml pour les deux plantes

respectivement. Par contre le pouvoir de la vitamine C est de 95% a la dose 5ug/mL. Les
résultats obtenus indiquent que les deux extraits butanoliques des plantes ont un effet anti
radicalaire dose-dépendante. Cet effet est d0 grace aux constituants phénoliques comme les

flavonoides et les acides phénoliques qui sont capables de piéger les radicaux libres.

100 - y= 1,764x + 3,673 90 - y= 1,757x - 6,321
Rz =0,997 80 - R?=0,985
80 - H.confertum H.ruficomum
c IC50=26,27+0,73 c 70 - IC50=32,05+1,87
2 2 60 -
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Concentration pg/ml Concentration pg/ml

Figure 26 : Le pouvoir anti radicalaire des extraits butanoliques des plantes H. confertum et
H. ruficomum a différentes concentrations (IC50) (moyenne de trois répétition).
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Figure 27 : ’activité anti radicalaire de radical DPPH' de 1’extrait butanolique de la plante H.
ruficomum et de la vitamine C (moyenne de trois répétition).
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Figure 28 : I’activité anti radicalaire de radical DPPH" de 1’extrait butanolique de la plante H.
confertum et de la vitamine C (moyenne de trois répétition).

3. Le pouvoir d'inhibition de la peroxydation lipidique

La peroxydation lipidique est parmi les parametres les plus importants pour évaluer 1’effet
antioxydant des plantes. Les composants résultent d’aprés la peroxydation lipidique par les
radicaux libres ont un effet néfaste contre les enzymes et les récepteurs membranaires, et parmi
ces composants terminant, on cite ’'MDA qui est le composant le plus effectuant (Gul et al.,
2013). L’évaluation des capacités des extraits d’inhiber la peroxydation lipidique (non
enzymatique dans le jaune d’ceuf est excitée par le FeSOs) est illustrée dans les figures suivantes
(Figure 29, 30, 31).

Une diminution dose-dépendante de la peroxydation lipidique a été observé avec les deux
extraits butanolique H. confertum et H. ruficomum (IC50= 242,15+8,25 pg/ml et 300£5,62pug/ml,
alors que I’IC50 de la vitamine C est de 20+ 0,17 ug/ml). Ces résultats montrent que les extraits

ont une capacité modérée d’inhiber la peroxydation lipidique.
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Figure 29 : Inhibition de la peroxydation lipidique (formation du MDA) par les deux extraits
butanoliques des plantes H. confertum et H. ruficomum a différentes concentrations (1C50)
(moyenne de trois répétition).
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Figure 30 : I’activité inhibitrice de la peroxydation lipidique (formation du MDA) de I’extrait
butanolique de la plante H. ruficomum et de la vitamine C (moyenne de trois répétition).
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Figure 31 : I’activité inhibitrice de la peroxydation lipidique (formation du MDA) de I’extrait
butanolique de la plante H. confertum et de la vitamine C (moyenne de trois répétition).
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4. L’effet des extraits des plantes sur des lignées cellulaires cancéreuses in vitro

L’activité anticancéreuse des deux extraits a été¢ évaluée sur deux lignes cellulaire : Hela
(human cervix carcinoma) et HT29 (human colorectal adenocarcinoma). Les résultats obtenus

montrent que les extraits possedent une activité anticancéreuse tres significative.

Le suivi de la prolifération des cellules HeLa et HT29 en présence et en absence des extraits
par I’analyseur des cellules en temps réel XCELLigence (RTCA) durant les 51h montre que les
extraits ont une activité antiproliferative dose-dépendante contre les cellules HelLa et HT29 le
long de I’expérience, comparant au controle (prolifération des cellules HeLa et HT29 sans
traitement) et au milieu de culture (niveau de prolifération est zéro). Les Figures (32 A, 32B et
33 A, 33 B) montrent des différents profils de différentes concentrations, on a remarqué que
I’effet le plus intéressant correspond a la dose la plus élevée (250 pug/ml) par rapport au contréle
et au milieu de culture, tandis que les deux autres doses (50 et 100 pg/ml) présentent un effet
anticancéreux significatif presque semblable a la dose 250ug/ml durant les 51 h. Ces résultats
sont confirmés par d’autres travaux qui découvrent que les plantes médicinales sont des agents
anticancéreux puissants contre une variété des cellules malignes humaine y compris : la prostate,
le colon, les reins, le pancréas et les glandes mammaires (Chung et al., 2011). Cette effet
bénéfique est due a la présence des quantités importantes des polyphénols qui sont des

antioxydantes puissants (Yaglioglu, et al., 2013).
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Figure 32 A: L’activité anti cancereuse de 1’extrait butanolique de la plante H. confertum sur
la ligne cellulaire HT29 (2,5X10* cell/well). Trois concentrations d'extrait ont été appliquées
aux cellules représentées par des couleurs différentes (50, 100, 250 pg / ml). Chaque
concentration a été testée en deux expériences et en trois répétitions (n = 3) en utilisant
I'instrument xCELLigence RTCA.
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Figure 32 B: L’activité anti cancereuse de 1’extrait butanolique de la plante H. confertum sur
la ligne cellulaire HeLa (2,5X10* cell/well). Trois concentrations d'extrait ont été appliquées
aux cellules représentées par des couleurs différentes (50, 100, 250 pg / ml). Chaque
concentration a été testée en deux expériences et en trois répétitions (n = 3) en utilisant
I'instrument XCELLigence RTCA.
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Figure 33 A : L’activité anti cancéreuse de I’extrait butanolique de la plante H. ruficomum
sur la ligne cellulaire HT29 (2,5X104 cell/well). Trois concentrations d'extrait ont été
appliquées aux cellules représentées par des couleurs différentes (50, 100, 250 pg / ml).
Chague concentration a été testée en deux expériences et en trois répétitions (n = 3) en
utilisant I'instrument xCELLigence RTCA.
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Figure 33 B : L’activité anti cancéreuse de 1’extrait butanolique de la plante H. ruficomum sur
la ligne cellulaire HeLa (2,5X104 cell/well). Trois concentrations d'extrait ont été appliquées
aux cellules représentées par des couleurs différentes (50, 100, 250 pg / ml). Chaque
concentration a été testée en deux expériences et en trois repeétitions (n = 3) en utilisant
I'instrument XxCELLigence RTCA.
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11.2. Résultats et discussion de I’étude expérimentale in vivo

2.1. L’Effet protecteur de I’extrait butanolique de la plante Helianthemum confertum

vis-vis la toxicité aigué induite par la doxorubicine (10mg/kg)
2.1.1. L’effet des différents traitements sur les marqueurs biochimiques

2.1.1.1. Les enzymes transaminase AST et ALT

L’effet de la doxorubicine et I’extrait butanolique sur la fonction hépatique est illustré dans la
(Figure 34). Les résultats obtenus montrent une élévation trés hautement significative (p < 0.001)
du niveau sérique d’AST chez les rats traités par la DOX en comparaison avec le groupe témoin
non traite.

Par contre I’administration de 1’extrait (50 et 100 mg/kg) temporise 1’effet de la doxorubicine
comparant avec le groupe traité par la DOX (p < 0.05). Aussi bien, le groupe traité par la DOX
(10mg/kg) indique une élévation non significative du niveau sérique d’ALT par rapport au
groupe témoin non traité. Cependant et comparant avec le groupe traité par la DOX, le
prétraitement par I’extrait butanolique (100mg/kg), on constate une diminution significative (p <
0.05) d’ALT. Ces résultats confirment que 1’extrait butanolique de cette plante a un effet
protecteur vis-a-vis la toxicité provoquée par la DOX.
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Figure 34 : Effet de la DOX (10mg/kg) et I’extrait butanolique de la plante H.
confertum (50, 100mg/kg) sur la concentration sérique des aminotransférase : AST et
ALT. Les valeurs sont des moyennes + Ecart type. * : P <0.05, ** : P< 0.01, *** : P<
0.001.
a : Groupe comparé au groupe controle.
b : Groupes comparés au groupe DOX.
ns : non significative.
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2.1.1.2. L’effet des différents traitements sur le taux du cholestérol et les triglycérides

Les résultats présentés dans la (Figure 35) montrent une augmente significative du taux du
cholestérol (p < 0.01) chez les rats traités par la DOX en comparant avec les rats du groupe
témoin non traité. Par contre, chez les rats prétraités par 1’extrait par les deux doses de 1’extrait
(50 et 100 mg/kg) provoque une diminution du taux de cholestérol. Cependant, on note que ce
traitement temporise 1’effet de la DOX et normalisent les valeurs du cholestérol (p < 0.01) (p <
0.001) respectivement.

Aussi bien, on remarque une augmentation non significative du taux des triglycérides chez
les rats traités par la DOX. Par contre le prétraitement par I’extrait butanolique (100mg/kg)
réduit ces valeurs significativement (P < 0.05), ce qui signifie que cet extrait a pu diminuer
I’excés du cholestérol et des triglycérides dans le sang.
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Figure 35 : Influence de I’administration de 1’extrait butanolique de la plante H. confertum (50,
100mg/kg) et la DOX (10mg/kg) et sur la concentration serique du cholestérol et des triglycérides
chez les différents groupes. Les valeurs sont des moyennes + Ecart type. * : P< 0.05 ** : P< 0.01,

**x - P<0.001,
a : Groupe comparé au groupe témoin.
b : Groupes comparés au groupe DOX.
ns : non significative.
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2.1.2. L’effet des différents traitements sur le statut oxydant
2.1.2.1. L’effet sur la peroxydation lipidique (taux d’MDA) dans le foie et les reins

Nous avons constaté une augmentation tres hautement significative (p < 0.001) d’MDA chez
les rats recevant la DOX comparant au groupe témoin non traité. Par ailleurs, une diminution
significative (p < 0.05 et p < 0.001) du taux d’MDA est constatée dans le foie et les reins chez
les rats recevant la DOX et traités par 1’extrait avec les doses (50 et 100 mg/kg). Ce résultat
expliqgue que [D’extrait butanolique de la plante H. confertum a un effet protecteur. Le
prétraitement par 1’extrait diminue I’oxydation des lipides chez les rats et normalise la valeur

d’MDA comparativement au groupe témoin (Figure 36).
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Figure 36 : Influence de I’administration de 1’extrait butanolique de la plante H. confertum (50,
100mg/kg) et de la DOX (10mg/kg) et sur le taux d’MDA du foie et du rein des différents groupes.
Les valeurs sont des moyennes + Ecart type. * : P< 0.05 ** : P< 0.01, *** : P< 0.001)

a : Groupe compare au groupe témoin.

b : Groupes comparés au groupe DOX.

ns : non significative.
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2.1.2.2. L’effet sur la peroxydation lipidique (taux d’MDA) dans le cceur

Nous avons remarqué une élévation hautement significative (p < 0.01) du taux d’MDA chez
les rats recevant la DOX comparant au groupe témoin non traité, mais rien n’est constaté chez le
groupe prétraité par la dose (50mg/kg) de I’extrait.

Par ailleurs, nous avons constaté une diminution trés hautement significative (p < 0.001) du
taux d’MDA chez les rats recevant la DOX et prétraités par la dose (100 mg/kg) d’extrait. Ce
résultat indique I’extrait butanolique de la plante H. confertum a un effet protecteur via la

diminution de I’oxydation des lipides chez les rats (Figure 37).
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Figure 37 : Influence de I’administration de la DOX (10mg/kg) et I’extrait butanolique de la
plante H. confertum (50, 100mg/kg) sur le taux d’MDA du cceur chez les différents groupes. Les
valeurs sont des moyennes * Ecart type. * : P< 0.05 ** : P< 0.01, *** : P<0.001,

a : Groupe comparé au groupe témoin.

b : Groupes comparés au groupe DOX.

ns : non significative.
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2.1.3. L’effet des différents traitements sur le statut antioxydant
2.1.3.1. L’effet sur le glutathion réduit (GSH) du foie et des reins

Les résultats illustrés dans la Figure (38) montrent un effet remarquable de I’extrait
butanolique (100mg/kg) sur le taux du glutathion réduit ou GSH. Nous avons enregistré une
augmentation significative du taux de GSH au niveau du foie et des reins des rats traités par
I’extrait (100 et 50mg/kg) respectivement comparant au groupe témoin non traité. Par contre
nous avons remarqué une diminution trés hautement significative (p < 0.001) du taux de GSH au
niveau du foie et des reins chez les rats traités par la DOX par rapport au groupe témoin non
traité. Aussi bien, une augmentation non significative de GSH est constatée au niveau des reins
des rats recevant la DOX et prétraités par 1’extrait butanolique (50 et 100 mg/kg) comparant a
celui du groupe DOX.

D’autre part au niveau du foie, une variation significative (p < 0.05) du GSH est observée
chez les rats recevant la DOX et prétraités par les deux doses de 1’extrait butanolique avec (50 et
100 mg/kg).
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Figure 38 : Influence de I’administration de la DOX (10mg/kg) et 1’extrait butanolique de la plante
H. confertum (50 et 100mg/kg) sur le niveau de GSH du foie et des reins chez les differents
groupes. Les valeurs sont des moyennes + Ecart type. * : P<0.05 ** : P< 0.01, *** : P< 0.001,
a : Groupe compare au groupe témoin.

b : Groupes comparés au groupe DOX.

ns :non significative.
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2.1.3.2. L’effet sur le taux du GSH du ceeur

Au niveau du ceeur on note une diminution hautement significative (p < 0.01) de GSH chez
les rats recevant la DOX par rapport au groupe témoin non traité. Par contre, on constate
respectivement une augmentation significative (p < 0.05) et trés hautement significative (p <
0.001) comparant au groupe DOX chez les rats recevant la DOX et prétraités par 1’extrait
butanolique (50 et 100 mg/kg) (Figure 39).
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Figure 39 : Influence de I’administration de la DOX (10mg/kg) et I’extrait butanolique de la plante
H. confertum (50, 100mg/kg) sur le taux de GSH du cceur chez les différents groupes. Les valeurs
sont moyennes + Ecart type. * : P< 0.05 ** : P< 0.01, *** : P< 0.001,

a : Groupe comparé au groupe témoin.

b : Groupes comparés au groupe DOX.

ns : non significative.

72



Deuxieme partie : Etude expérimentale in vitro et in vivo

2.1.3.3. L Effet sur P’activité de la GPx du foie et des reins

Les résultats illustrées dans la Figure (40) montrent une diminution tres hautement
significative (p < 0.001) de I’activité enzymatique du GPx dans I’homogénat du foie et des reins
chez les rats traités par la DOX comparant a celle mesurée chez les rats témoins non traité.
L’activité enzymatique de ce systeme antioxydant est conservée a son niveau normal chez les
rats recevant la DOX et prétraités par 1’extrait a la dose 100 mg/kg au niveau du foie et des reins
par rapport au groupe DOX (p < 0.001). Par contre, on observe une augmentation significative (p
< 0.01) de I’activité de cet enzyme chez les rats prétraités par 1’extrait a la dose (50mg/kg)

seulement au niveau du foie.

0,45 -
0,4 -

20,35

z

(@]

s 03 ® control

€025 u HC50mg/kg

% wHC100mg/kg

O 02

e u DOX

£015 2 DOX+50

X

% 0.1 M DOX+100
0,05

GPx foie GPx reins

Figure 40 : Influence de I’administration de la DOX (10mg/kg) et I’extrait butanolique de la plante
H. confertum (50, 100mg/kg) sur I’activité de GPx du foie et des reines chez les rats différents
groupes. Les valeurs sont des moyennes + Ecart type. * : P< 0.05 ** : P< 0.01, *** : P< 0.001,
a : Groupe comparé au groupe témoin.

b : Groupes comparés au groupe DOX.

ns : non significative.
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2.1.3.4. L’effet sur Pactivité de la GPx du coeur

Les résultats illustrés dans la Figure (41) montrent que le traitement des rats avec une seule
dose de la DOX (10mg/kg) provoque une diminution trés hautement significative (p < 0.001) de
I’activité de I’enzyme GPx dans I’homogénat du cceur en comparaisons a celle mesurée chez les
animaux non traités ou témoins. Cependant, on observe une augmentation hautement

significative (p < 0.01) chez les rats recevant la DOX et prétraités par I’extrait (50, 100mg/kg).
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Figure 41 : Influence de I’administration de la DOX (10mg/kg) et I’extrait butanolique de la plante
H. confertum (50, 100mg/kg) sur I’activité de GPx du cceur chez les différents groupes. Les valeurs
sont des moyennes + Ecart type. * : P< 0.05 ** : P<0.01, *** : P< 0.001,

a : Groupe comparé au groupe témoin.

b : Groupes comparés au groupe DOX.

ns : non significative.
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2.1.3.5. L’effet sur Pactivité de catalase du foie et des reins

Les reésultats obtenus (Figure 42) révelent une diminution trés hautement significative (p <
0.001) de I’activité de la CAT dans I’homogénat du foie et des reins chez les rats traités par la
DOX comparant a celle mesurée chez les rats témoins ou non traités. Par contre on note une
augmentation significative (p < 0.01 et p < 0.001) chez les rats recevant la DOX et preétraités par
I’extrait butanolique (50 et 100 mg/kg) respectivement au niveau du foie et des reins en
comparant avec le groupe DOX. Alors, on note que le prétraitement par les deux doses de

I’extrait butanolique de la plante H. confertum a diminué I’effet toxique de la DOX.

0,45 -
04 - I *ok ok
- W ¥
0,35 -
£ 03 - - | controle
(5]
T 025 = EXT50mg/kg
8 8 EXT100mg/kg
(@]
c 02 1 . ©2 DOX
£
= 0,15 - . ® DOX+50
o = s DOX+100
1 -
n *kk \
0,05 -
0 :

Foie Reins

Figure 42 : Influence de I’administration de la DOX (10mg/kg) et I’extrait butanolique de la plante
H. confertum (50, 100mg/kg) sur I’activité de catalase du cceur chez les différents groupes. Les
valeurs sont en des moyenne * Ecart type. * : P< 0.05 ** : P<0.01, *** : P<0.001,

a : Groupe compare au groupe témoin.

b : Groupes comparés au groupe DOX.

ns : non significative.
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2.1.3.6. L’effet des différents traitements sur ’activité de la catalase du cceur

Nous avons constaté une diminution significative (p < 0.05) de I’activité du CAT dans
I’homogénat du cceur chez les rats traités par la DOX a la dose (10mg/kg) par rapport au groupe
témoin non traités. Par contre et en comparant avec le groupe DOX, on révele une élévation
significative (p < 0.01 et p < 0.05) chez les rats recevant la DOX et prétraités par 1’extrait

butanolique de la plante H. confertum (50 et 100mg/kg) respectivement (Figure 43).
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Figure 43 : Influence de I’administration de la DOX (10mg/kg) et 1’extrait butanolique de la plante
H. confertum (50, 100mg/kg) sur I’activité de catalase du cceur chez les différents groupes. Les
valeurs sont des moyennes * Ecart type. * : P< 0.05 ** : P<0.01, *** : P<0.001,

a : Groupe compareé au groupe témoin.

b : Groupes comparés au groupe DOX.

ns : non significative.

2.1.4. Etude histologique
2.1.4.1. Au niveau du foie

Les coupes histologiques du foie des rats de groupe témoin non traité apparaitre sans
modification ou la forme structurelle normale du foie. C’est-a-dire, I’architecture du parenchyme
hépatique est conservée, hépatocytes de cytologie normale se disposant de fagcon radicalaire aux
pourtours de la veine centrolobulaire, par ailleurs les résultats obtenus du groupe traité par la
DOX (10mg/kg) présentent un changement morphologique au niveau du foie. On note : une

conservation de I’architecture et de la cytologie, cependant une présence focale d’hépatocytes
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clarifiées en début de nécrose (70%) et une petite dilatation des capillaires sinusoidaux (Figure
43).

Le traitement par D’extrait butanolique a diminué les changements morphologiques
provoqués par la DOX et surtout a la dose (50mg/kg). Ou on observe une petite dilatation des
capillaires sinusoidaux, une conservation de ’architecture et de la cytologie, cependant une
présence focale d’hépatocytes clarifiées en début de nécrose (30%). Par contre chez les rats
prétraités par ’extrait de la plante H. confertum a la dose (100mg/kg), on observe une petite
dilatation des capillaires sinusoidaux, une conservation de ’architecture et de la cytologie,
cependant une présence focale d’hépatocytes clarifiées en début de nécrose (50%). Ces

observations sont illustrées dans la (Figure 44) en dessous :
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A : Foie d’un rat témoin B : Foie d’un rat traité par 1’extrait
butanolique (H. confertum) (50
mg/kg) (X 100).

(X100).
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i

C : Foie d’un rat traité par I’extrait D : Foie du rat traité par la doxorubicine
butanolique (H. confertum) (100mg/Kkg). (10mg/kg). Dilatation sinusoidale et nécroses
Dilatation et congestion vasculaire. (x 100) des hépatocytes (x 100).
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E : Foie du rat prétraité par I’extrait
butanolique (H. confertum) (50mg/kg)

et doxorubicine. (x 100).

F : Foie du rat prétraité par 1’extrait
butanolique (H. confertum) (100mg/kg)
et doxorubicine. Dilatation et congestion

vasculaire (x 100).

Figure 44 : Observation microscopique des coupes histologiques du foie des rats (x100).
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2.1.4.2. Au niveau du rein

La Figure (45) illustre les observations microscopiques des coupes histologiques du rein des
rats des différents groupes. L’image (45) montre qu’il Il n'y avait pas des changements
morphologiques dans les reins du groupe témoin et les groupes traités par les deux doses de
I’extrait (50 et 100 mg/kg) dans I'examen microscopique. Alors qu’il y avait des lésions rénales
et des cellules tubulaires en début de nécrose (une liquéfaction tubulaire) dans les reins du
groupe DOX.

En comparant avec le groupe trait¢ par la DOX, I’examen microscopique des coupes
histologiques du rein des rats prétraités par les deux doses (50 et 100 mg/kg) de I’extrait

butanolique a montré des tubules et des glomérules presque normaux.
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A : Rein d’un rat du groupe témoin.

Glomérule normal G (x400).

B : Rein d’un rat traité par 1’extrait butanolique
(H. confertum) 100mg/kg (structure conserveé)
G(x400).

C : Rein d’un rat traité par 1’extrait butanolique
(H. confertum) 50mg/kg (glomérule sein)
G(x400)

(10mg/kg). Début de nécrose au niveau des

tubes rénaux et une liquéfaction. G(x400).

D : Rein d’un rat traité par la DOX
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E : Rein d’un rat traité par I’extrait F : Rein d’un rat traité par 1’extrait
butanolique (H. confertum) (50mg/kg) et la butanolique (H. confertum) (100mg/kg) et
DOX. Glomérule sein. G(x400). la DOX. Glomérule sein. G(x400)

Figure 45 : Observation microscopique des coupes histologiques du rein des rats (x400).
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2.2. L’effet protecteur de I’extrait butanolique de la plante Helianthemum ruficomum (50
et 100mg/kg) et la vitamine E (100mg/kg) vis-a-vis de la toxicité aigte induite par la
doxorubicine (15mg/kg)

2.2.1. L’effet des différents traitements sur les marqueurs biochimiques

2.1.1.1. Les enzymes transaminases (AST et ALT)

Le niveau des enzymes seriques (AST et ALT) a été estimé pour vérifier I'étendue de la
toxicité du DOX au niveau du tissu hépatique. Les dommages ont révélé que le taux d’AST et
d’ALT ¢était significativement plus élevé (P < 0,001) dans le groupe traité avec la DOX par
rapport aux animaux témoins non traité en indiquant un dysfonctionnement du foie (Figure 46).
Alors que chez les rats traités par la DOX et les deux doses de I’extrait butanolique de la plante
H. ruficomum (50 et 100mg/kg) on constate une diminution hautement significative (P < 0,001 et
P < 0,05) respectivement du taux d’AST comparant au groupe DOX. Aussi bien on note une
diminution trés significative (P < 0,01) chez le groupe prétraité par la vitamine E en comparant
avec le groupe DOX. Cependant et en comparant au groupe DOX, nous avons constaté une
diminution trés significative (p < 0.01) du taux d’ALT chez les groupes prétraités par les deux
doses de I’extrait butanolique (50 et 100 mg/kg). Ainsi, chez le groupe prétraité avec la vitamine
E (100mg/kg), on constate une diminution trés hautement significative (p < 0.001) par rapport au

groupe DOX.
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Figure 46 : Effet de la DOX (15mg/kg), I’extraits butanolique de la plante H.

ruficomum (50, 100mg/kg) et la vitamine E (100mg/kg) sur la concentration sérique
des aminotransférase : AST et ALT. Les valeurs sont des moyennes + Ecart type. * : P
<0.05, ** : P<0.01, *** : P< 0.001,
a : Groupe comparé au groupe témoin.
b : Groupes comparés au groupe DOX.
ns : non significative.
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2.2.1.2. L’effet sur le cholestérol

Les variations du taux de cholestérol sont représentées dans la (Figure 47). On remarque chez
le groupe DOX, une augmentation hautement significative (P < 0.01) par rapport au groupe
témoin non traité. Cependant les groupes prétraités par ’extrait butanolique de la plante H.
ruficomum (50 et 100mg/kg) ont montré une diminution significative (P < 0.05) et une
atténuation trés hautement significative (P < 0.001) respectivement. En outre aucun changement
significatif n’est observé dans le groupe prétraité avec la vitamine E (100 mg/kg).
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Figure 47 : Influence de I’administration de la doxorubicine (15mg/kg), I’extrait butanolique de la
plante H. ruficomum (50, 100mg/kg) et la vitamine E (100mg/kg) sur la concentration sérique du
cholestérol chez les différents groupes. Les valeurs sont des moyennes + Ecart type. * : P< 0.05

**:P<0.01, ***: P<0.001,
a : Groupe comparé au groupe témoin.
b : Groupes comparés au groupe DOX.
ns : non significative.
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2.2.1.3. L’effet sur la concentration sérique de I’urée et la créatinine

Les concentrations de la créatinine sérique chez les rats traités par la doxorubicine (15
mg/kg) seule ou combiné avec I'extrait butanolique ou avec la vitamine E sont présentées selon
la (Figure 48). Chez les rats traités seulement avec la doxorubicine, on a observé une
augmentation hautement significative (P < 0,01) de la créatinine plasmatique par rapport au
groupe témoin. Cependant, la combinaison de doxorubicine avec I'extrait butanolique de la
plante H. ruficomum (50mg/kg) ou avec la vitamine E (100mg/kg) ont une atténuation
significative (P < 0,05) de la créatinine sérique, par contre une diminution non significative a été

remarqué a la dose (100 mg/kg) de I’extrait butanolique.

Aussi bien les rats traités avec la doxorubicine ont montré une augmentation trés hautement
significative (P < 0,001) de la concentration sérique d’urée par rapport aux témoins non traité
(Figure 48). Cependant, chez les rats traités par les deux doses de I'extrait butanolique de la
plante H. ruficomum, ou qu’avec la vitamine E (100 mg/kg), on observe une diminution

significative (P < 0,01) du taux sérique d’urée.
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Figure 48 : Influence de I’administration de la DOX (15mg/kg), I’extrait butanolique de la plante
H. ruficomum (50, 100mg/kg) et la vitamine E (100mg/kg) sur la concentration sérique de I’urée et
de la créatinine chez les différents groupes. Les valeurs sont des moyennes + Ecart type. * : P< 0.05
** . P<0.01, *** : P< 0.001,
a : Groupe compareé au groupe témoin.
b : Groupes comparés au groupe DOX.
ns : non significative.
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2.2.1.4. L’effet sur P’activité enzymatique du LDH dans le plasma

Les résultats obtenus montrent une élévation trés hautement significative (P < 0,001) au
niveau de I’enzyme LDH chez les rats traités par la DOX (15mg/kg) comparant au groupe
témoin non traités. Cet enzyme LDH est considérée comme un marqueur biologique sélective
des lésions du myocarde. Par contre un prétraitement avec I’extrait butanolique de la plante H.
ruficomum (50 et 100 mg/kg), ou avec la vitamine E (100mg/kg) on observe une diminution
significative (P < 0,01) des taux élevés de cette enzyme (Figure 49).
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Figure 49 : Influence de I’administration de la DOX (15mg/kg), I’extrait butanolique de la plante
H. ruficomum (50, 100mg/kg) et la vitamine E (100mg/kg) sur I’activité de I’enzyme LDH dans le
plasma chez les différents groupes. Les valeurs sont des moyennes + Ecart type. * : P< 0.05 ** :
P<0.01, ***: P<0.001,

a : Groupe comparé au groupe témoin.

b : Groupes comparés au groupe DOX.

ns : non significative.
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2.3. L’effet des différents traitements sur le statut oxydant.
2.3.1. L’effet sur la peroxydation lipidique (taux d’MDA) du foie et des reins

Une seule injection de la DOX (15mg/kg) a provoqué une augmentation significative de la
peroxydation des lipides (P < 0,01 et P < 0,001) respectivement au niveau du foie et des reins
par rapport au groupe témoin non traités (Figure 50). Cependant et en comparant au groupe
DOX, un prétraitement avec 1’extrait butanolique (100 mg/kg), ou la méme dose de la vitamine
E, a entrainé une réduction significative ou tres significative au niveau d’MDA au niveau du foie
(P < 0,05 et P < 0,01) respectivement. Alors que, le prétraitement avec la dose (50mg/kg)

d’extrait butanolique a provoqué une réduction non significative au niveau du foie.

Aussi bien et au niveau des reins, une réduction significative, trés et hautement significative
(P < 0.05 P <0.01 et P <0.001) a été observé chez les groupes prétraités avec 1’extrait
butanolique (50 et 100mg/kg), ou la vitamine E (100mg/kg) respectivement comparant au groupe
DOX.
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Figure 50 : Influence de I’administration de la DOX (15mg/kg), I’extrait butanolique de la
plante H. ruficomum (50, 100mg/kg) et la vitamine E (100mg/kg) sur le taux d’MDA du foie
et des reins chez les différents groupes. Les valeurs sont des moyennes + Ecart type. * : P<
0.05 ** : P<0.01, *** : P<0.001,

a : Groupe compare au groupe témoin.

b : Groupes comparés au groupe DOX.

ns : non significative.
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2.3.2. L’effet sur la peroxydation lipidique (taux d’MDA) du ceeur

La (Figure 51) indique I’effet des différents traitements sur le taux d’MDA au niveau du
cceur. On observe chez les rats traités avec la doxorubicine (15mg/kg) une augmentation tres
hautement significative (P < 0.001) de taux d’MDA par rapport a la normale. Alors qu’une
diminution tres hautement significative (P < 0.001) a été enregistré chez les rats des groupes
prétraités avec 1’extrait butanolique (50 et 100mg/kg), ou la vitamine E (100mg/kg) par rapport
au groupe DOX.
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Figure 51 : Influence de I’administration de la DOX (15mg/kg), I’extrait butanolique de la plante
H. ruficomum (50, 100mg/kg) et la vitamine E (100mg/kg) sur le taux d’MDA du cceur chez les
différents groupes. Les valeurs sont des moyennes + Ecart type. * : P< 0.05 ** : P< 0.01, *** : P<
0.001,

a : Groupe comparé au groupe témoin.
b : Groupes comparés au groupe DOX.
ns : non significative.
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2.4. L’effet des différents traitements sur le statut antioxydant
2.4.1. L’effet sur le GSH du foie et des reins

La (Figure 52) au niveau du foie et des reins, une réduction trés hautement significative (P <
0.001) du taux de GSH a été enregistré chez les rats traités avec la DOX (15mg/kg) comparant au
groupe témoin non traité. Par contre au niveau du foie, une augmentation trés hautement
significative (P < 0.001) de taux de GSH chez les rats des groupes prétraités avec les deux doses
de I’extrait butanolique (50 et 100mg/kg), ou la vitamine E (100mg/kg) par rapport au groupe
DOX. Alors qu’au niveau des reins, une élévation trés hautement significative (P < 0.001) du
taux de GSH a été observé chez les rats du groupe prétraité avec 1’extrait butanolique
(100mg/kg), comparant au groupe DOX. Mais aucune augmentation significative du taux de
GSH n’a été constatée chez les rats prétraités avec 1’extrait butanolique (50mg/kg), ou avec la

vitamine E (100mg/kg) par rapport au groupe DOX.
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Figure 52 : Influence de I’administration de la DOX (15mg/kg), I’extrait butanolique de la plante
H. ruficomum (50, 100mg/kg) et la vitamine E (100mg/kg) sur le niveau de GSH du foie et des reins
chez les différents groupes. Les valeurs sont données en moyenne * Ecart type. * : P< 0.05 ** : P<

0.01, *** : P< 0.001,
a : Groupe compare au groupe témoin.
b : Groupes comparés au groupe DOX.
ns : non significative.
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2.4.2. L’effet sur le GSH du cceur

D’aprés les résultats illustrés dans la (Figure 53), une diminution tres hautement significative
(P < 0.001) du taux de GSH du cceur a été constaté chez le groupe traité par la DOX comparant
au groupe témoin non traité. Alors que le prétraitement avec 1’extrait butanolique (100mg/kg), ou
la vitamine E (100 mg/kg) augmente significativement (P < 0.01) le taux de ce parametre au
niveau du ceeur par rapport au groupe DOX. Une augmentation non significative du taux de GSH
au niveau du cceur de groupe prétraité avec 1’extrait butanolique a la dose (50mg/kg) par rapport

au groupe DOX.
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Figure 53 : Influence de I’administration de la DOX (15mg/kg), I’extrait butanolique de la plante
H. ruficomum (50, 100mg/kg) et la vitamine E (100mg/kg) sur le taux de GSH du cceur chez les
différents groupes. Les valeurs sont des moyennes + Ecart type. * : P< 0.05 ** : P< 0.01, *** : P<
0.001,

a : Groupe comparé au groupe témoin.

b : Groupes comparés au groupe DOX.

ns : non significative.
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2.4.3. L’effet sur Pactivité de la GPx du foie et des reins

Le traitement des rats avec la DOX (15mg/kg) a montré une diminution tres hautement
significative au niveau du foie (P < 0.001) et tres significative (P< 0.01) au niveau des reins par
rapport aux rats non traités. Par contre, le prétraitement avec I’extrait (50mg/kg), a montré une
élévation tres hautement significative (P < 0.001) au niveau du foie et significative (P < 0.05) au
niveau des reins comparant au groupe DOX. Cependant le prétraitement avec ’extrait (100
mg/kg) a montré une élévation trés hautement significative (P < 0.001) de I’activité¢ de cette
enzyme seulement au niveau du foie. Aussi bien, une augmentation significative (P < 0.05) au
niveau des deux organes comparant au groupe DOX a été observé chez les rats du groupe

prétraité avec la vitamine E (100mg/kg) (Figure 54).
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Figure 54 : Influence de I’administration de la DOX (15mg/kg), I’extrait butanolique de la
plante H. ruficomum (50, 100mg/kg) et la vitamine E (100mg/kg) sur I’activité¢ de GPx du foie
et des reins chez les différents groupes. Les valeurs sont des moyennes + Ecart type. * : P<
0.05 ** : P<0.01, *** : P<0.001,

a : Groupe comparé au groupe témoin.

b : Groupes comparés au groupe DOX.

ns : non significative.
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2.4.4. L’effet sur activité de la GPx du ceceur

L’activité de I’enzyme GPx dans 1’homogénat du cceur a été diminué trés hautement
significative (p < 0.001) chez les rats traités par la DOX par rapport & celle mesurée chez les
témoins. L’activité enzymatique de ce systéme antioxydant est conservée a son niveau normal
chez les rats recevant la DOX et prétraités par 1’extrait avec ses deux doses (50 et100 mg/kg) par
rapport au groupe DOX (p < 0.01) respectivement. Aussi bien une augmentation significative (p

< 0.01) est observée chez les rats prétraités avec la vitamine E (100 mg/kg) (Figure 55).
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Figure 55 : Influence de I’administration de la DOX (15mg/kg), I’extrait butanolique de la
plante H. ruficomum (50, 100mg/kg) et la vitamine E (100mg/kg) sur I’activité de GPx du
ceeur chez les différents groupes. Les valeurs sont données en moyenne + Ecart type. * : P<
0.05 ** : P< 0.01, *** : P< 0.001,

a : Groupe comparé au groupe témoin.

b : Groupes comparés au groupe DOX.

ns : non significative.
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2.4.5. L’effet sur Dactivité de catalase du foie et des reins

Selon les résultats présentés dans la (Figure 56), une diminution tres hautement significative
(p < 0.001) et significative (p < 0.05) de I’activité de la catalase dans I’homogénat du foie et des
reins respectivement chez les rats traités par la DOX par rapport a celle mesurée chez les
témoins. L’activité enzymatique de ce systéme antioxydant est temporisee chez les rats prétraités
par I’extrait butanolique de la plante H. ruficomum au niveau du foie (P < 0.01) et des reins (P <
0.05) a la dose (50 mg/kg) par rapport au groupe DOX. La dose (100 mg/kg) présente une
élévation tres hautement significative (P < 0.001) seulement au niveau du foie. Alors qu’une une
élévation non significative est reconnue avec le prétraitement par la vitamine E (100mg/kg) au

niveau des deux organes.
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Figure 56 : Influence de I’administration de la DOX (10mg/kg), I’extrait butanolique de la
plante H. ruficomum (50,100mg/kg) et la vitamine E (100mg/kg) sur I’activité de la catalase
du foie et des reins chez les différents groupes. Les valeurs sont des moyennes + Ecart type.

*:P<0.05**:P<0.01, ***: P<0.001,
a : Groupe compareé au groupe témoin.
b : Groupes comparés au groupe DOX.
ns : non significative.
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2.4.6. L’effet sur Pactivité de catalase du ceeur

Une diminution trés hautement significative (p < 0.001) de la catalase a été constaté chez les
rats recevant la DOX par rapport au groupe témoin non traité. Par ailleurs, L’activité
enzymatique de ce systeme antioxydant est conservée a son niveau normal chez les rats prétraités
par 1’extrait butanolique par rapport au groupe DOX (p < 0.001). Les mémes résultats sont
obtenus chez le groupe prétraité par la vitamine E (100mg/kg). Ces résultats prouvent
probablement la protection des animaux par la vitamine E et I’extrait butanolique de la plante H.

ruficomum contre la toxicité cardiaque provoquée par la DOX (Figure 57).
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Figure 57 : Influence de I’administration de la DOX (15mg/kg), I’extrait butanolique de la
plante H. ruficomum (50, 100mg/kg) et la vitamine E (100mg/kg) sur I’activité de la catalase
du cceur chez les différents groupes. Les valeurs sont des moyennes + Ecart type. * : P< 0.05

** . P<0.01, ***: P<0.001,
a : Groupe compare au groupe témoin.
b : Groupes comparés au groupe DOX.
ns : non significative.
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2.4. Discussion de I’étude expérimentale in vivo

La doxorubicine (DOX) est un médicament anticancéreux trés efficace. Il est le meilleur
antinéoplasique connu et le plus utilisé, entre autres dans le traitement de cancers tels que les
leucemies et les tumeurs solides (Gangalo et al., 2012). Néanmoins, ce médicament peut
entrainer des effets secondaires et des complications séveres. Il est toxique pour tous les
composants cellulaires, y compris le matériel génétique, les reins, le coeur et le foie (Sagar et al.,

2012 ; Xiaoliang et al., 2017).

La doxorubicine peut générer la formation de plusieurs radicaux libres (I'anion superoxyde,
le peroxyde d'hydrogene, et le radical hydroxyl) a la suite du métabolisme oxydatif chez les rats
(Quiles et al., 2002). Par voie enzymatique, la forme quinone qui est la forme initiale de la
doxorubicine peut étre réduite en forme semiquinone par le gain d'un électron. Cette réduction
peut étre générée par des enzymes réductases telles que la xanthine oxydase, la NADH
déshydrogénase et la NADPH cytochrome P-450 réductase. L'électron perdu par la semiquinone
de la doxorubicine lors de son oxydation peut étre transféré a une molécule d'oxygene (O2) pour
former I'anion superoxyde (O2™) qui sera également oxydé par la superoxyde dismutase pour
former du peroxyde d'hydrogene (H202). A ce stade, le (H202) peut entrainer la formation de
radicaux hydroxyles (OH"), un des radicaux libres les plus réactifs et destructifs, mais peut aussi
étre éliminé par la catalase et la glutathion peroxydase (Sou et al., 2017). Par voie non
enzymatique, la DOX peut réagir également avec le Fe** dans une réaction redox et le complexe
(fer-DOX) produit peut réduire l'oxygene et conduire a la formation du peroxyde d'hydrogene et

d'autres especes réactifs de 1'oxygeéne (Raskovi¢ et al., 2011).

Notre étude a pour but d’évaluer I’effet biologique protecteur des extraits butanoliques des
plantes médicinales H. confertum et H. ruficomum sur la toxicité aiglie provoquee par la
doxorubicine avec des doses de (10 mg/kg et 15 mg/kg), au niveau du cceur, foie et reins des rats

males de la race Wistar albinos.

Les resultats obtenus montrent un grand déséquilibre dans la fonction des différents organes

étudiées chez les rats traités par la doxorubicine par rapport au groupe témoin.

Nos constatations biochimiques ont montré que la doxorubicine avec les deux doses (10

mg/kg et 15 mg/kg) provoque une hépatotoxicité. Ces résultats concordent avec ceux des études
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qui trouvent que ce médicament perturbe le métabolisme basal en montrant des effets toxiques
surtout dans le foie (Durak et al., 1998).

Les transaminases sériques ont toujours été considérées comme des marqueurs sensibles des
dommages de la fonction hépatique. Une augmentation sérique de ces enzymes reflétant une lyse
cellulaire principalement au niveau du foie. L'altération de la perméabilité membranaire des
hépatocytes endommagés conduit a la fuite des enzymes et I'augmentation des niveaux d'ALT et
d’AST dans le serum (Mohan et al., 2011).

Dans cette étude les rats traités par La DOX (10mg/kg) ont montré une augmentation
significative d’AST (p < 0,01), alors qu’avec la DOX (15mg/kg) ont montré une augmentation
tres hautement significative (p < 0,001) des concentrations sériques d'ALT et d'AST
respectivement en comparaison avec le groupe témoin non traité (Saad et al., 2001 ; Raskovic” et
al., 2011). Par rapport au groupe témoin on a constaté également une augmentation hautement
significative (p<0,01) au niveau du cholestérol chez le groupe traité par la DOX (10mg/kg et
15mg/kg) et une augmentation non significative au niveau des triglycérides chez le groupe traité
par la DOX (10mg/kg).

L’évaluation de I’effet de la DOX sur la fonction rénale est basée dans cette étude sur le
dosage des marqueurs biochimiques telle que la créatinine sérique et I'urée. Ce dernier est I’un
des premiers marqueurs qui a été utilisé pour mesurer le débit de filtration glomérulaire
(Boutabet et al., 2011).

La créatinine est strictement éliminée par les reins, son dosage est employé dans 1’évaluation
de la fonction rénale et plus particuliérement dans I’estimation du débit de filtration
glomérulaire. Une élévation de sa concentration dans le sang est une indication de
dysfonctionnement rénal et les données sur sa concentration sanguine et urinaire peuvent étre

utilisées pour estimer le taux de filtration glomérulaire (Lahouel et al., 2010).

Dans la présente étude, nous avons trouvés que 15mg/kg de DOX augmente
significativement la concentration sérique de la créatinine (p < 0,01), ainsi que la concentration
d’urée, ou on observe une augmentation tres hautement significative (p < 0,001) en comparaison

au groupe témoin.

Ces résultats sont cohérents avec plusieurs études (Mohan et al., 2011). Parmi ces études,

plusieurs travaux montrent que 1’administration de la DOX peut provoquer une augmentation des
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marqueurs biochimiques de la fonction rénale par I’induction du stress oxydant (Boutabet et al.,
2011 ; Momin et al., 2012 ; Shivani et al., 2014 ).

L’estimation de I’effet toxique de la DOX sur le cceur et principalement sur les cellules
cardiaques a été determinée par le dosage de I’enzyme LDH qu’est utilisée comme un indicateur

biologique pour déterminer le taux des dommages cardiaques.

Les résultats de notre étude montrent que les rats traités par une seule dose de la DOX
(15mg/kg) présentent une augmentation sérique trés significative du taux de 1’enzyme LDH (p <
0,001).

Ces resultats sont cohérents avec ceux de (Mohamed et al., 2000 ; Assiri et Afi, 2003 ;
Deepa et Varalakshmi, 2003 ; Andreadou et al., 2007). Les travaux de (Assiri et Afi, 2003)
montrent que I’injection Ip d’une dose de (30mg/kg) aux rats, provoque aprés 48h des
dommages du muscle cardiague conduisant a une augmentation du taux des enzymes (LDH,
CPK). Ainsi, I’injection ip d’une mono dose de doxorubicine de (20mg/kg) provoque une
augmentation de ces deux enzymes (Mohamed et al., 2000). Dans une autre étude, (Andreadou
et al., 2007), les rats males qui ont subis une toxicité par la DOX avec une dose de (15mg/kg)
présentent une augmentation significative du taux des enzymes : LDH, CPK, AST apres un seul
jour de l’injection. L'étude de (Deepa et Varalakshmi, 2003) trouve qu’une injection intra
veineuse d’une dose de (7.5mg/kg) est suffisante pour provoquer un dommage aux cellules
cardiaques et augmenter par conséquence significativement ’activité de ces enzymes (LDH,
CPK, AST).

L’augmentation significative du taux sérique de I’enzyme LDH chez les rats traités par la
DOX peut étre due au déséquilibre de la membrane plasmique des cellules cardiaques. En effet
les especes réactives de I'oxygene genérés apres le métabolisme de la DOX peuvent affecter la
fluidité membranaire des cellules cardiaques, tout en provoquant une peroxydation lipidique des

acides gras polyinsaturés (Deepa et Varalakshmi, 2003).

Selon les travaux de Sou, I’injection des souris males (ICR) par une seule dose de DOX
(20mg/kg ; ip) cause une augmentation du taux d’LDH, une élévation de taux d’MDA et une

réduction de taux de GSH au niveau de cceur (Sou et al., 2017).

Le stress oxydant est le mécanisme par lequel la doxorubicine provoque une toxicité. La

peroxydation lipidique représente un marqueur clé de stress et elle est déterminée par la mesure
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d’MDA (Sou et al., 2017). Dans le cas d’une toxicité rénale, hépatique et cardiaque la mesure
des produits de la peroxydation lipidique peut refléter le degré du stress oxydant qui affecte ces
trois organes. La peroxydation lipidique est un processus médié par les radicaux libres,
conduisant a la dégradation oxydative des lipides polyinsaturés (Kakkar et al., 1997).
L’augmentation du taux d’MDA est le résultat d’augmentation des ROS qui attaquent les acides
gras polyinsaturés de la membrane cellulaire en provoquant une peroxydation lipidique (Rintala
et al., 2000).

L’augmentation de la peroxydation lipidique affaibli le fonctionnement des membranes par
la baisse de la fluidité membranaire et par la diminution de ’activité des enzymes ainsi que des

récepteurs liés aux membranes (Kuka et al., 2012).

Le traitement des rats avec les deux doses de la DOX (10mg/kg et 15mg/kg) augmente
significativement le taux d’MDA au niveau du foie (p < 0,001 et p < 0.01) respectivement (Sagar
et al., 2012 ; Shivani et al., 2014), au niveau des reins (p < 0,001) et au niveau du tissue
cardiaque (p < 0,01 et p < 0,001) respectivement par rapport a la normale (Momin et al., 2012 ;
Basavaraj et al., 2013). L’augmentation du taux d’MDA chez les rats traités par la DOX avec les
deux doses est le résultat de la peroxydation lipidique, qu’est un indicateur d’une toxicité

médicamenteuse.

Autre étude (Yeh et al., 2009), sur des rats males de la race Sprague-Dawley qui ont subis
une toxicité par la DOX a provoqué une augmentation significative du taux d’MDA et une

réduction significative de I’activité des enzymes antioxydantes GPx et CAT.

En effet le glutathion réduit (GSH) est un piégeur direct des radicaux libres. Il est aussi
cofacteur de la GPx (Valko et al., 2007), chélateur des métaux de transition et régénérateur final
des vitamines E et C, a partir de leur forme radicalaire. Les changements dans 1’état redox du
GSH peuvent étre considérés comme un indicateur particulierement sensible au stress oxydant
(Crabb et al., 1995 ; Sou et al., 2017).

Dans la présente étude, nous avons trouvé que 1’injection des rats par la DOX avec les deux
doses (10mg/kg et 15mg/kg) a diminuée significativement le taux de GSH au niveau du foie (p <
0,001), des reins (p < 0,001) ainsi qu’au niveau du cceur (p < 0,001) toujours par rapport au
groupe témoin non traité. Cela indique que la DOX a une toxicité médicamenteuse trés élevée

qui peut affecter le mécanisme de défense antioxydant. Ces résultats confirment les travaux de
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(Yeh et al., 2009 ; Lahouel et al., 2010 ; Kebsa et al., 2014). Ces résultats concordent également
avec ceux de (Ashour et al., 2012) qui trouve que le taux de GSH au niveau de tissue cardiaque
est diminué par I’injection d’une dose de 15mg/kg (ip) aux rats pendant 10 jours.

La modification de 1’équilibre des enzymes antioxydantes causée par la baisse de I’activité
de la GPx et de la CAT peut étre responsable de I’insuffisance des défenses antioxydantes dans
la lutte contre les ROS ce qui provoque des dommages tissulaires (Deshpande et al., 1996). La
glutathion peroxydase (GPx) est une sélénoprotéine présente dans les liquides extracellulaires et

dans les cellules au niveau du cytosol et des mitochondries. Elle assure la transformation des
hydroperoxydes organiques, lipidiques notamment de type ROOH en ROH’, et démontre le réle

de la séléno-cystéine située dans le site catalytique de la protéine (Forstrom et al., 1978). La
DOX non seulement augmente la production des radicaux libres dans les tissus hépatiques,

rénales et cardiaques mais aussi diminue les capacités antioxydantes (Mingning et al., 2017).

Dans notre étude les niveaux de GPx et la CAT diminuent trés hautement significative au
niveau du foie, des reins et du cceur (p < 0,001) chez les groupes traités par les deux doses

(10mg/kg et 15mg/kg) par rapport au groupe témoin.

La diminution des activités de GPx et du CAT dans les tissus hépatiques, rénales et
cardiaques indiquent que la DOX a des effets toxiques. Ces changements observés dans la
capacité de défense antioxydante peuvent étre les résultats d’une toxicité induite par la DOX.
Ces résultats confirment les travaux de (Amany et al., 2004 ; Injac et al., 2009).

Dans une étude de Francis et Yogendra, une augmentation sérique de 1I’enzyme LDH et une
diminution de I’activité de la catalase était observé au niveau du ceeur apres l'injection des souris

méales BALB/c avec une seule dose de 20mg/kg de DOX (Francis et Yogendra, 2017).

Kocahan et autres montrent dans une autre étude que 1’administration de la DOX aux rats a
une dose (1,8 mg/kg) pendant 3 semaine augmente le taux d’MDA et diminue le taux de GSH et
I’activité des enzymes antioxydantes GPX et catalase au niveau du foie et des reins (Kocahan et
al., 2017). Ainsi, dans la méme étude, le prétraitement des rats avec la quercétine diminue le taux

d’MDA et augmente le taux de GSH au niveau du foie et des reins.

Les résultats de notre étude histologique montrent que le traitement des rats males par 10
mg/kg de la DOX provoque des changements morphologiques au niveau du foie et des reins. On

observe une présence focale des hépatocytes clarifiees en début de nécrose (70%) et une petite
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dilatation des capillaires sinosoidaires, alors qu’au niveau rénal on observe des cellules
tubulaires en début de nécrose (une liquéfaction tubulaire) dans les reins de groupe DOX. Les
résultats obtenus sont conformes avec les recherches de (Raskovi¢ et al., 2011).

Dans I'étude de Goncalo et al., I’administration de la DOX a une dose seulement de
(2mg/kg) pendant 7 semaines aux rats males de la race Wistar albinos cause également des
changements morphologiques, et une nécrose a été notée au niveau du tissue hépatique et rénale
(Gongalo et al., 2012).

En revanche chez les groupes prétraités par les extraits butanoliques des plantes H. confertum
et H. ruficomum avec ces deux doses (50 et 100mg/kg), on a constaté une augmentation
significative des enzymes antioxydantes telle que : le GPx et la CAT au niveau du foie, reins et
cceur cela et par rapport au groupe traité par la DOX. Ainsi que les rats recevant les extraits
butanoliques comme un prétraitement, on a remarqué une normalisation du taux d’MDA et une
normalisation de taux du GSH au niveau de ces trois organes. Les résultats confirment I'effet
protecteur des plantes médicinales et principalement des flavonoides déterminé vis-a-vis de la
toxicité (Hodnick et al., 1986 ; Damodara et al., 1991 ; Boutabet et al., 2011). Nos résultats
montrent que les extraits butanoliques des plantes H. confertum et H. ruficomum peuvent
protéger les cellules et les structures sous-cellulaires contre les dommages oxydatifs en réduisant
les niveaux d’MDA.

Concernant les groupes prétraités par les deux doses des extraits butanoliques, on a constaté
également une diminution significative du niveau sérique d’AST et d’ALT bien que
I’administration de 1’extrait butanolique a temporisé I’effet de la DOX et a normalisé les valeurs
d’AST et d’ALT par rapport au groupe traité par la DOX uniquement. Ces résultats ressemblent

a plusieurs travaux réalises sur les anticancéreux (Raskovi¢ et al., 2011 ; Summya et al., 2013).

En conséquence, nos études biochimiques ont indiqué que la DOX a la dose (10 et 15
mg/kg) a causé une hépatotoxicité qui a été empéché par les extraits butanoliques. On distingue
aussi que les rats prétraités par les extraits butanoliques ont des valeurs de cholestérol et des
triglycérides normales cela prouve que les extraits butanoliques ont temporises significativement
(p < 0,01) la valeur du cholestérol ainsi que celle des triglycérides, qui nous conduisent a dire
que nos extraits butanoliques ont un effet protecteur contre les maladies des vaisseaux
(Damodara et al., 1991 ; Devaraj et al., 2010).
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Les mémes résultats ont été détecté concernant les parametres biochimiques de la fonction
rénale ainsi que la fonction cardiaque, ou on trouve que 1’extrait butanolique de la plante H.
ruficomum a diminuée significativement la concentration sérique de 1’urée et de la créatinine,
ainsi que le taux d’LDH. Ces modifications sont dues a I’effet antioxydant des extraits
butanoliques. Les travaux de (Doroshow, 1983 ; Quiles et al., 2008 ; Marie et al., 2010 ; Ayla et
al., 2011).

D’autre part, le prétraitement avec 1’extrait butanolique de la plante H. confertum avec ses
deux doses (50 et 100mg/kg) a diminué les changements morphologiques provoqués par la
doxorubicine (10mg/kg) au niveau du foie par rapport au groupe témoin, ol on observe : une
petite dilatation des capillaires sinosoidaires, une conservation de 1’architecture et de la
cytologie, cependant une présence focale des hépatocytes clarifiées en début de nécrose (30 et
50%) respectivement. Finalement, ces résultats conforment les travaux de (Summya et al., 2013).
Le méme effet protecteur de I’extrait avec les doses (50 et 100 mg/kg) a été observé au niveau
des reins traités par la DOX ou on observe des tubules et des glomérules presque normaux dans
I'examen microscopique par rapport au groupe DOX.

Dans une autre étude, ou la quercétine est co-administrée aux quarante rats males de la race
Wistar albinos avec une dose de 20mg/kg de la DOX, Yagmurca et d’autres trouvent que le
prétraitement des rats avec la quercétine a diminué les changements morphologiques au niveau

des reins (Yagmurca et al., 2015).

Selon notre étude, on a constaté que le role protecteur de la vitamine E a la dose (100mg/kg)
sur la toxicité aigle induite par la DOX a la dose de (15mg/kg) résulte une diminution
significative du taux des transaminases (AST, ALT), d’urée, de la concentration plasmatique de
la créatinine ainsi que d’LDH. La méme dose de la vitamine E (100mg/kg) provoque une
réduction significative du taux d’MDA aux niveaux des trois organes. En effet cette derniére a
un effet antioxydant contre les radicaux libres qui provoquent la peroxydation lipidique produite

lors du traitement avec la DOX.

De nombreuses études ont prouvées que la vitamine E est capable de neutraliser la
peroxydation lipidique gréce a son effet piégeur de 1’oxygene (Quiles et al., 2002 ; Kalender et
al., 2004). Mais certains chercheurs ont mentionné précédemment, que I’effet de la vitamine E
est observe uniquement avec une dose journaliére de 200 mg / kg / jour (Kozluca et al., 1995 ;

Kalender et al., 2002).
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La vitamine E protege les cellules et les structures sous-cellulaires contre les dommages
oxydatifs en réduisant les niveaux de I’'MDA. La vitamine E n’avait pas d'effets toxiques aux
doses prescrites, ce qui correspond avec nos résultats, ceci indique que la vitamine E est capable

de piéger les ROS et principalement I'oxygéne singulet.

Selon nos résultats, cette vitamine permis d’améliorer la capacité de défense antioxydante.
Une augmentation significative de 1’activité des enzymes antioxydantes telle que la GPx et la

CAT a été observée.

Les résultats de la présente étude montrent que la DOX est un traitement anticancéreux qui
posseéde une toxicité élevee due principalement a la génération des radicaux libres et montrent
que les extraits butanolique des plantes Helianthemum confertum et Helianthemum ruficomum
ont un effet protecteur tres important vis-a-vis du stress oxydatif induit par la DOX a la dose (10
et 15mg/kg) au niveau du foie, reins et cceur. L'effet protecteur observé des extraits est due
principalement a leur teneur en flavonoides qui ont la capacité de se débarrasser efficacement
des métabolites d'oxygene et jouent un rdle important dans la protection des tissus contre la
toxicité induite par la DOX.
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Dans la présente étude, les extraits des plantes H. confertum et H. ruficomum montre une richesse
en polyphénols avec un taux élevé des flavonoides. Ces composés phénoliques s’averent d’un pouvoir

anti cancéreux et anti radicalaire important comparés a la vitamine C.

D’une part, I’évidence de la toxicité aigiie par 1’injection intra péritonéale (ip) d’une dose de
(10mg/kg ou 15mg/kg) de la doxorubicine est confirmée. Cet anticancéreux est susceptible de causer
un dommage profond suite a la production intensive de radicaux libres provoquant un désequilibre
dans le statut redox cellulaire au profit des prooxydants. En effet, il a été constaté que les systemes
de défense antioxydant (GPx, CAT et GSH) ont été significativement diminués au niveau des organes
¢tudiés (foie, reins et cceur). Par contre on a estimé une augmentation de taux d’MDA 1’un des
principaux produits de la peroxydation lipidique. L’augmentation des transaminases AST et ALT
indiquant une peroxydation lipidiqgue des membranes des cellules hépatiques. Aussi bien,
I’augmentation de I’urée, la créatinine et I’enzyme LDH prouve la toxicité induite par cet

anticancéreux au niveau du foie, reins et ceeur respectivement.

D’autre part, 1’étude a démontré que le prétraitement par les extraits joue un réle chémoprotecteur
vis-a-vis du stress oxydatif produit dans le cytosol de I’hépatocyte, les reins et le tissue cardiaque lors
de I’injection de la doxorubicine aux animaux de laboratoire. On observe une diminution significative
au niveau des parametres biochimiques et de taux d’ MDA, et une €lévation significative de taux de
GSH, et a l’activité¢ des enzymes antioxydant telle que la CAT et le GPx. L’étude histologique
confirme aussi ’effet protecteur de la plante H. confertum ou on observe une réduction de
pourcentage des changements morphologique au niveau de foie et des reins. Car ils possédent une

activité antioxydante par leur pouvoir scanvenger contre les espéces réactives de I’oxygene.

En conclusion, les extraits des plantes H. confertum et H. ruficomum contient des substances
intéressantes en thérapeutique, par leur pouvoir antioxydant et chémoprotecteur dans les trois organes

(foie, reins et cceur).
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Résumé

Dans la présente étude, I’effet anti oxydants et protecteur des extraits butanoliques des
plantes médicinales H. confertum et H. ruficomum est élucidé dans des expériences en utilisant
des rats Wistar albinos. L’évidence de la toxicité sous I’effet de la doxorubicine (DOX) aux
doses (10 et 15 mg/kg) est confirmée. Cet anticancéreux est susceptible de causer un dommage
profond suite a la production intensive des radicaux libres provoquant un déséquilibre dans le
statut redox cellulaire au profit des prooxydants.

Le traitement par la DOX induit une élévation au niveau des paramétres biochimiques telle
que : le cholestérol, les triglycérides, 1’urée, la créatinine, d’LDH et le taux des transaminases
(AST, ALT) libérés une fois les cellules hépatiques lésées et leurs membranes perforées. Ainsi
une augmentation de taux d’MDA (résulte de la peroxydation lipidique) est confirmée. La
diminution de I’activité des enzymes antioxydants telle que: la catalase et le GPx et une
diminution au niveau du taux de GSH est distinguée.

Les extraits butanoliques des plantes jouent un réle chémoprotecteur vis-a-vis du stress
oxydatif produit lors de I’administration de la DOX aux animaux de laboratoire. Car ils
possedent une activité antioxydant grace a leurs pouvoir scanvenger contre les especes réactives
de I'oxygéne. Il ressort clairement de notre étude que les prétraitements par les extraits
butanoliques des plantes H. confertum et H. ruficomum a des doses (50 et 100mg/kg) et la
vitamine E & la dose (100mg/kg) temporise les niveaux des paramétres biochimiques et d’MDA.
Ainsi, une normalisation des parametres antioxydants tels que les enzymes antioxydantes (GPx
et CAT) ou le GSH est rapporté.

Les résultats obtenus indiquent que les extraits butanoliques des deux plantes sont pourvus
d’un pouvoir antiradicalaire et antioxydant pouvant jouer un role chémoprotecteur et préventif
vis-a-vis la toxicité induite par la DOX.

Ces résultats sont confirmés par une étude histologique réalisé aux tissue hépatique et rénale
des groupes traités par la DOX a la dose (10mg/kg) ou on observe des cellules nécrotiques, alors
qu’aux niveaux des groupes preétraités par 1’extrait butanolique de la plante H. confertum avec
ses deux doses (50 et 100mg/kg) on examine une présence focale des hépatocytes clarifiées en
début de nécrose.

En conclusion, les extraits des plantes H. confertum et H. ruficomum montrent une richesse
en polyphénols avec un taux élevé des flavonoides. Ces composés phénoliques s’aveérent d’un

pouvoir anti cancéreux et anti radicalaire important compareés a la vitamine C.
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Abstract

The present study aims to investigate the protective and antioxidant effects of n-butanol
extracts of H. confertum and H. ruficomum plants in experimental rats. The n-butanol extract of
those plants was evaluated in Wistar Albinos rats for its protective potentials against doxorubicin
induced acute toxicity. The effect of n-butanol extracts of H. confertum and H. ruficomum at a
dose of (50mg/kg and 100mg/kg) was studied on DOX-induced hepatic, kidney and heart
damage. One dose of doxorubicin (10mg/kg and 15mg/kg) was injected intraperitoneal in
Wistar Albinos rats. Serum transaminases, cholesterol, triglycerides, LDH, urea, creatinine, lipid
peroxidation (MDA), reduced glutathione (GSH), glutathione peroxidase (GPx) and catalase
were estimated to access liver, kidney and heart damage. It was found that combined H.
confertum and H. ruficomum (50 and 100mg/kg) extract and DOX (10 and15mg/kg) treatment
decreased significantly TBARS level and biochemical parameters. In contract increased reduced
glutathione, glutathione peroxidase, and catalase activities compared to the DOX-group. Results
of in vivo experiments showed that the n-butanol extracts of H. confertum and H. ruficomum
inhibited lipid peroxidation, protected the experimental animals from hepatic and kidney toxicity
and maintained the levels of antioxidants enzymes. The protective effect of vitamin E was also
studied against doxorubicin-induced acute toxicity at (15mg/kg), and it was found that combined
vitamin E (100mg/kg) and DOX (15mg/kg) treatment decreased significantly TBARS level and
increased antioxidants activities.

Also, histological study was determined in pretreatment with n-butanol extract of H.
confertum and doxorubicin induced acute toxicity at (10mg/kg), and it was found that combined
H. confertum n-butanol extract at (50 and 100mg/kg) decreased necrotic cells in hepatic tissue.

The antioxidant in vitro tests (DPPH scavenging, inhibition of LPO and anti-cancer activity)
of n-butanol extracts of H. confertum and H. ruficomum indicated that different function as free
radical scavengers, such activities are more strongly correlated with the levels of flavonoids and
total phenols.

Keywords: Helianthemum confertum and Helianthemum ruficomum; oxidative stress;

Doxorubicin; Antioxidant activities; lipid peroxidation; Plant extract; Phenolic compounds.
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L’effet protecteur des extraits des plantes Helianthemum confertum et Helianthemum
ruficomum vis-a-vis de la toxicité induite par la Doxorubicine : Etude in vitro et in vivo
These en vue de I’obtention du dipldme de doctorat 3°™ cycle

Résumé :

Dans la présente étude, 1’effet anti oxydants et protecteur des extraits butanoliques des
plantes médicinales H. confertum et H. ruficomum est élucide dans des expériences en
utilisant des rats Wistar albinos. L’évidence de la toxicité sous 1’effet de la doxorubicine
(DOX) aux doses (10 et 15 mg/kg) est confirmée. Cet anticancéreux est susceptible de
causer un dommage profond suite a la production intensive des radicaux libres provoquant
un déséquilibre dans le statut redox cellulaire au profit des prooxydants.

Le traitement par la DOX induit une élévation au niveau des parameétres biochimiques telle
que : le cholestérol, les triglycérides, 1’urée, la créatinine, d’LDH et le taux des
transaminases (AST, ALT) libérés une fois les cellules hépatiques lésees et leurs
membranes perforées. Ainsi une augmentation de taux d’MDA (résulte de la peroxydation
lipidique) est confirmée. La diminution de I’activité des enzymes antioxydants telle que :
la catalase et le GPx et une diminution au niveau du taux de GSH est distinguée.

Les extraits butanoliques des plantes jouent un role chémoprotecteur vis-a-vis du stress
oxydatif produit lors de 1’administration de la DOX aux animaux de laboratoire. Car ils
possédent une activité antioxydant grace a leurs pouvoir scanvenger contre les espéces
réactives de 1’oxygene. Il ressort clairement de notre ¢tude que les prétraitements par les
extraits butanoliques des plantes H. confertum et H. ruficomum a des doses (50 et
100mg/kg) et la vitamine E a la dose (100mg/kg) temporise les niveaux des parametres
biochimiques et d’MDA. Ainsi, une normalisation des parameétres antioxydants tels que les
enzymes antioxydantes (GPx et CAT) ou le GSH est rapporté.

Les résultats obtenus indiquent que les extraits butanoliques des deux plantes sont pourvus
d’un pouvoir antiradicalaire et antioxydant pouvant jouer un role chémoprotecteur et
préventif vis-a-vis la toxicite induite par la DOX.

Ces résultats sont confirmés par une étude histologique réalisé aux tissue hépatique et rénale
des groupes traités par la DOX a la dose (10mg/kg) ou on observe des cellules nécrotiques,
alors qu’aux niveaux des groupes prétraités par 1’extrait butanolique de la plante H.
confertum avec ses deux doses (50 et 100mg/kg) on examine une presence focale des
hépatocytes clarifiées en début de nécrose.

En conclusion, les extraits des plantes H. confertum et H. ruficomum montrent une richesse
en polyphénols avec un taux élevé des flavonoides. Ces composés phénoliques s’avérent
d’un pouvoir anti cancéreux et anti radicalaire important comparés a la vitamine C.

Les mots clé : Helianthemum confertum et Helianthemum ruficomum, stress oxydative,
activités anti oxydants, Doxorubicine, extraits des plantes, peroxydation lipidique,
composes phénoliques.
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