A &) Zodal jasall 45 il el 4y ) geaanld )
REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE

‘ bl il 5 Ml a5l 35
MINISTERE DE L'ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE

Université des Fréres Mentouri Constantine Ahiud (5 ) 5iie 3 AY) drala
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie sall g dankhll o gle 40€
Département : Biologie Animale. ol Laglon @ aud

Mémoire présenté en vue de I’obtention du Diplome de Master
Domaine : Sciences de la Nature et de la Vie

Filiere : Sciences Biologiques

Spécialité : Toxicologie

Intitulé :

L’activité de ’extrait butanolique de la plante
Genista sp. vis -a- vis de la toxicité induite par la

doxorubicine.
Présenté et soutenu par : Le: 27/06/2018
Boukhalfa Khouloud Talbi Amina
Jury d’évaluation :

Président du jury : Mr K. LALAOUI. Prof. Université Mentouri-Constantine
Rapporteur : Mme N. BOUBEKRI. MC. Université Mentouri-Constantine
Examinateurs : Y. ZOUAGHI MC. Université Mentouri-Constantine

N. DEHILI MAT. Université Mentouri-Constantine

Année universitaire
2017- 2018



Remerciements

Avant tout, nous remercions ~"Allah” le tout puissant de nous avoir donné la santé, la
Sorce, le courage et la patience la persistance et nous a permis d’exploiter les moyens
disponibles afin d’accomplir ce modeste travail
Nous tenons a remercier notre encadreur « Madame Boubekri Nassima» Maitre de
conférences a l'université Mentouri de Constantine a la faculté des sciences de la nature
et de la vie qui nous a_fait I’honneur d’avorr guidé et diriger cette étude. Nous
voudrions également lui témoigner notre gratitude pour sa simplicité, sa patience, sa
prudence et son soutien. Ses compétences et sa détermination nous a apporté beaucoup de
résultat.

Nos vifs remerciements vont également aux membres du jury pour U'intérét qu’ils ont
porté a notre recherche en acceptant d’examiner notre travail et de l'enrichir par leurs
propositions.

Notre cher professeur Mr LAALAOUI a la_faculté des sciences de la nature et de la
vie de l'université de Constantine qui nous a_fait 'honneur de présider ce jury

Monsieur ZOUAGHI Youcef maitre de conférences et Madame DEHILI
Nedjwa maitre assistante a l'université de Constantine qui ont bien voulu
examiner ce travail.

Un grand merct accompagné de notre profond respect et notre gratitude envers les
professeurs , les maitres de conférence et les maitres assistant de département de biologie
animale pour leurs orientations et leurs conseils éclairés durant les cing années.

Les paroles ne suffisent pas pour remercier Melle Laaraba Meriem qui nous a
toujours encouragé et aidé auxr moments diffictles au cours de la réalisation de ce
mémozire, Merct pour sa disponibilité et surtout ses judicieux consetls, qui ont contribué
a alimenter notre réflexion.

Enfin avec un réel plaisir que nous réservons ces lignes en signe de profonde
reconnaissance a tous ceux qui, de pres ou de loin, ont contribué a la réalisation et a

l'aboutissement de ce travail.



Dédicace
A Uaide d’Allah, le tout puissant, j’ar pu réaliser ce
travail que je dédie :

A mes chers parents pour leurs dévouements, leurs amours,
leurs sacrifices et leurs encouragements et sans qui ne je
serais pas la aujourd hui. Que ce travail soit, pour eux, un
faible témoignage de ma profonde affection et
tendresse. Qu’Allah leurs préte Santé.

A mes cheres sceurs Rayane et Chaima.

A mon cher frere Adel

Puisse Dieu vous garder, éclairer votre route et vous aider a réaliser a votre

tour vos vaeux les plus chers.
A mon trés cher mari Walid

en signe d’amour et de gratitude pour m’avoir supporté, soutenu et surtout
compris en permanence, pour ces sacrifices, ces encouragements, sa fidélité et
sa gentillesse. Sans lui, je ne saurais pu progresser et en arriver a
I"achevement de ce travail.

A toute ma_famille ancles, tantes, cousins et cousines
A mes metlleurs amis(es) : Yasmine, Asma et Abir
A mon adorable binome et amie Khouloud et sa_famille.
A tous mes amais(e) de pres ou de loin.

A tous ceux que j’aime, sans lesquels tout cect n’aurait aucun sens. ..

Amina



Dédicace
A Uaide d’Allah, le tout puissant, j’ar pu réaliser ce
travail que je dédie :

A mes chers parents pour leurs dévouements, leurs amours,
leurs sacrifices et leurs encouragements et sans qui ne je
serais pas la aujourd hui. Que ce travail soit, pour eux, un
faible témoignage de ma profonde affection et
tendresse. Qu’Allah leurs préte Santé.

A ma chere sceur Malak.

A mon cher frére Khaled

Puisse Dieu vous garder, éclairer votre route et vous aider a réaliser a votre

tour vos vaeux les plus chers.

A toute ma famaille ancles, tantes, cousins et cousines
A mes meilleurs amais(es) : Imen et Ahmed

A mon adorable binome et amie Amina et sa_famille.
A tous mes amais(e) de pres ou de loin.

A tous ceux que j’arme, sans lesquels tout ceci n’aurait aucun sens. ..

Khouloud



Liste des abréviations

ALT
Apaf-1
AST
Bax
Bel-xLL
Cu/Zn-SOD
DOX
DPPH
DTNB
ERO/ROS
GPx
GR
GSH
GSSG
H
H,0,
HO
HOy
HOC1
I1C50
IRP
KCl
MDA
NADH
NADPH
NO
NO;

0,

0,
ONOO’
ONOOH
P53

Liste des abréviations

Alanine Transaminase (GPT/ Glutamate Pyruvate Transaminase)
Apoptosis activating factor-1
Aspartate Transaminase (GOT/ Glutamate Oxaloacetate Transaminase)
Bcl-2 Associated X protein
B- celllymphoma X1
Superoxyde dismutase
Doxorubicine
2,2’-diphényle-1-picryl hydrazyl
L’acide 5, 5°- Dithiobis 2-nitrobenzoique
Especes réactives oxygénées
Glutathion peroxydase
Glutathione réductase
Glutathion
Glutathion oxydé
Ion hydrogene
Peroxyded’hydrogene
Radical hydroxyle
Radical perhydroxyle
Acide hypochlorique
Concentration inhibitrice de 50 %
Ironregulating protéine
Chlorure de potassium
Malondialdéhyde
Nicotinamide adénine dinucléotide d’hydrogene
Nicotinamide-Adenine-dinucleotide-Phosphate
Monoxyded’azote
Dioxyded'azote
Oxygene singulet
Oxygéne
Anion superoxyde.
Peroxynitrite
Nitroperoxyde

Protéine facteur de transcription



Liste des abréviations

Redox
RO
ROOr
ROOH
SOD
TBA
TCA
TNB
Topo II

Reduction-Oxidation
Radicaux alcoxyles
Radical peroxyle
Radical hydroperoxyde
Superoxyde dismutase
Acide thiobarbiturique
Acide trichloroacétique
Thionitrobenzoique

Topoisomerase 11



Liste des figures

Figure 1:
Figure 2:
Figure 3:
Figure 4 :
Figure 5 :
Figure 6:
Figure 7 :

Figure 8:

Figure 9:

Figure 10 :
Figure 11:
Figure 12:
Figure 13:
Figure 14:
Figure 15:
Figure 16:
Figure 17 :

Figure 18 :

Figure 19 :

Figure 20 :

Figure 21 :

Figure 22 :

Liste des figures
Structure de la anthracycline.............ccocoevieiiiiiiinieeeeeeee, 3
Structure de la doxorubicine .............cooiiiiiiiiiiiiii 4
Biotransformation de la doxorubicine ....................conl 6
Meécanisme d’action de la topoisomérase II ........................ 8
Meécanisme d’action de 1’apoptose ...........ooevveiiiiiiiiiiiinnnn.. 9
Déséquilibre Antioxydant /Oxydant ................c.oeiiininin 10
Les systemes antioxydants enzymatiques et systeémes
NON ENZYMALIGUES. . ..veevreenrrerreeereenieeereenseeeseesseesseenseesseasseesns 11
Cycle oxydo-réducteur du glutathion ............................... 13
Induction d’un stress oxydant ..............coooiiiiiiiiiii i, 16
Différentes familles de polyphénols ...................oooiiii. 20
Structures de base des flavonoides ..................cooooiiiin.. 21
Structures de base des flavones et flavonols........................ 23
Squelettes de base des flavanones et dihydroflavonols .......... 24
Structures de base des vlavan-3-ols et anthocyanidols .......... 25
Structures de base des chalcones et aurones ........................ 25
Structures de base des isoflavones .................coociiii, 26

L’activité antiradicalaire de I’extrait butanolique de la

plante Genista sp. et la vitamine C vis a- vis du radical

libre DPPH'. (moyenne de trois répétition).........cc..ccccuervueennnee. 35
Effet de la Doxorubicine et I’extraits butanolique sur

la fonction hépatique et sa libération des transaminases

ASAT et ALAT ..o 36
Influence de I’administration de 1’extrait butanolique sur le

taux du cholestérol et triglycéride chez les différents lots...... 37
Influence de I’administration de 1’extrait butanoliqu sur

la concentration en MDA (foie et coeur)... ...oovvviiinniinnn.... 38
Effet de I’extrait butanolique sur le niveau de GSH

dans le (foi€ et CeUI).....ovvviiiii i, 39
Effet de I’extrait butanolique sur I’activité de la GPx

dans le (foie €t COrUI)......oiviiii e, 39



Liste des figures

Figure 23 :

Figure 24:

Figure 25:

Observation microscopique des coupes histologiques

du foie des rats du lot t€moin................ocoii 40
Observation microscopique des coupes histologiques

du foie des rats du lot DOX........c.oviiiiiiiiiiiiii, 41
Observation microscopique des coupes histologiques du foie des

rats prétraité par I’extrait butanolique et doxorubicine...... 41



Liste des figures




Liste des tableaux

Tableau 1:

Liste des tableaux

Sources alimentaires des flavonoides



Sommaire

Sommaire

Liste des abréviations

Liste des figures

Liste des tableaux

Introduction .......... .o e 01

Partie I : synthese bibliographique

I. Généralité surles antraCyClines..........o.vvuiiuiiniiti i 03
IL La dOXOTUDICING. ...ttt e 04
I1.1. Définition de 1a dOXOTUDICING. ... .ouiint i e 04
I1.2. Structure MoOlECUIAITe. ........ooui i 04
I1.3. La pharmacocinétique de 1a DoXorubiCine. ..........c.ooviiuiiiiiiiiiiiiii i eeeennnn, 05

I1.3.1. Absorption et distribUtION. ......oiutiitt it e e e eeeeee e 05

IL3.2. MEtabOLISING ....eeneeee e e e e 05

IL3. 3. ElMINAtION. ..o oottt ittt et et e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseesesaeasesaeaeneneneeeees 0O

TLAMOAE A’ aCHIOMN. ... ettt e e 07
I1.4.1. Intercalation dans la molécule d’ADN. ... .. ..., 07
I1.4.2. Inhibition de ’enzyme h€licase.............oooiiiiiiiii e 07
I1.4.3. Inhibition de I’enzyme tOpPO-1SOMEraASe. ... ....eeuterriertetearteteireeeeieeaneeneennenns 07
[1.4.4. Production des radicaux [iDres...........ooiuiiiiiiiiiii e 08

ILA4.5. APOPLOSE. ..ttt ettt e site e s ieeesineesneeesnee e 0D

IIL SEress OXYAANT .. ..onuitt e et 10
TIL LD INItION. .. e e 10
II1.2. Especes réactives de IPOXYZENE. .....viinuiieiiiie et eeea e e 10
II.3.Les sources des ERO. ..o, 10
II1.1.3.1 SoUICESs ENAOZENES .. ..uennttit ittt ettt e e e 10
IIL 1.3.2. SOUICES EXOZEIES. ... ut e tntttete ettt et e ettt et et e et e et e anteeaeae et enneeaeennes 11
IIL4. Les antioXYAantS. . ......ueniiit ettt et et e e e e rreeesbreesaee e 11

[I1.4.1. AntioXydant @nZymMatiQUeS. ... ......eueruirrinteneitintiniee ettt eneiiieneeneeseeneenes 1 2
[11.4.2. Antioxydants NON eNZymMatiqQUeS........c.evueeuerrernineenienenneneeneeneeneneerenenienieennee 13
IV. Effet secondaire de traitement de la doxorubicine.................oooviiiiiiiiiiiiiiin. 14
IV.1. La cardiotoxicité de la doXOorubiCine.............cooeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 14
IV DG INItION. .o e 14

IV.1.2.Mécanisme de 1a cardiotOXICITE . . ..o vun ettt et e e e e e e e e e et 15



Sommaire

IV.1.2.1.Stress oxydatif.......coooiiiiiiii e LD

IV1.2.2.1°home€ostasie CalCIqQUE. ... .....iitiititit et e e eeieee e 17
IV.1.2.3.Liaison avec les phospholipides ............ccoviiiiiiiiiiiiiiiiii e 17
IV.1.2.4.Production des métabolites. ..........o.oiuiiiiiini i 17
| AV D 1 1<) o 1 0] 0 ) 13 L P 18
IV.3.La NéPRIOtOXICIIE. ... .utettttt ettt et ettt et et et e et e et e et eeaene e 18
V. Généralité sur les plantes médicinales............o.ooiveiiiiiiiiiiiiii e 18
VI Les pOLyphenols. ... e e 19
VELL.GENETAlItE. ..o e 19
VI .2. Les différentes familles chimiques de polyphenols..................ooooiiiiiiiiiin.n. 20
VI.2.1.1es flavonoides. . .....oueuiinii et 21
AV 0 B € 1<) 1<) 1 21
VI.2.1.2.Distribution et 10caliSation.............c.oviiiniiii i, 21
VIL2.1.3.ClasSifiCation. .. ... vttt e 23
VI.2.1.3.1.Flavones et flavanols............coouiiiiiiii e 23
VI1.2.1.3.2.Flavanones et dihydroflavonols..................cooiiiiii e 24
VI.2.1.3.3.Flavan-3-ols et anthocyanidol....................o i, 24
VI.2.1.3.4.Chalcon €t QUIONES. ......uiutittit ettt 25
VI2.1.3.5 IS0 laVONe . ...nvneieit e 26
VL2130 TANNIN. .. ettt 26
VI.2.1.4 Propriété des flavonoides. ..........oevuiiniii i 26
VI.2.1.4.1.Activité antioXydante. .........oouiitieiitiie e e e e eeens 26
VI1.2.1.4.2.Piégeage des radicaux lIDres..........oo.viniiiiiiiiiieiieceeeeeeee e 27
VI.2.1.4.2.1.Auto oxydation Hpidique. ..........oouiiiiiiiiiiii e, 27
VI.2.1.4.2.2. MEtaux ChElants. .........ccooviiiiiiiiiiiiiieeeeeee et 27
VI1.2.1.4.3.Inhibition de Penzyme. ..........ooiiiiiiiiiii e e e 28
Deuxiéme partie : Etude expérimentale in vitro et il Vivo..........coeeveiieiiiiiieiiniinecnnnns 29
IL 1. Preparation des EXTaitS. .. .....uvuieeete ettt et et e et e e et e e e e e ete e aneeeaeeaeans 29
I1.2.Détermination de la teneur totale de I’extrait en phénols.....................cccoiiiiinn . 29
I1.3. Détermination de la teneur totale de I’extrait en flavonoides ............................ 29
II.4.Evaluation du pouvoir antiradicalaire. ..............ccoooiiiiiiii i 30

IL.5. Expérimentations animales. ..........c.vviuiiinnieiniiie it eeeieeeeeaaeenns 30



Sommaire

I1.5.1. Effet préventif de 1’extrait butanolique de la plante Genista sp.

Sur la toxicité aigiie induite par la doxorubicine (15mg/kg).........cccooeviiiiiiiinnen. 30
I1.5.2. Dissection des rats, prélevement du sang et des organes...............c.eeeeevvnvennnn.. 30
I1.5.3. Préparation d’homogénat et de cytosol...........coovviiiiiiiiiiii e 31
I1.5.4.Dosage de MDA au niveau d’homogénat...............cooiiiiiiiiiiiiiiiiiii e, 31
I1.5.5.Dosage du gluthation (GSH).......co.oiiiiiii e 31
I1.5.6. Evaluation de I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx)............... 32
I1.5.7. Evaluation de I’activité enzymatique d’aspartate transaminase......................... 32
I1.5.8. Dosage du cholestérol ...... ..o 32
I1.5.9. Dosage des triglyCerides. ... ...ouuuieniiit i e e 32
IL.5.10.Etude histologiqQUe. ......oonuiieiii it e e 33
IL6.Evaluation StatiStIqUE. .....ouueetteett ettt et e e e et e e e e e e e e e e e e sareeenns 34
Partie II1 : RESULTATS ET DISCUSSION:
ILInterpretation des rESUITAS. .. ...ttt et e eeneeaeens 35
III.1.Dosage des composés phénoliques et flavonoides totauX..................oovviiiinninnnn. 35
[I1.2.Evaluation du pouvoir anti radicalaire................coooiiiiiiiiiiiiiii e 35

II1.3. L’Effet protecteur de I’extrait butanolique de la plante Genista sp. vis-a-vis

la toxicité aigu€ induite par la doxorubicine (15mg/kg)............ooeiiiiiiin it 36
II1.3.1. Les enzymes transaminase AST et ALT...... ... 36
III .3.2. L’effet des différents traitements sur le taux du cholestérol et les triglycérides......37

IIT .3.3. L’effet sur la peroxydation lipidique (taux d’MDA) dans le foie et le cceur.........38

III .3.4. L’effet sur le glutathion réduit (GSH) du foie et le coeur.........c.ooevviiiiiin.. 38
II1.3.5. L’effet sur I’activité de la GPx dufoieetle coeur........coooooooeiiiiiiiit. 39
III.4. L’analyse histopathologIqQUe...........o.ouuiniiniiii e, 40
DISCUSSION. ... ..o e 43
ConCIUSION. . ... 47

Résumé

Références bibliographique



Introduction

Introduction

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 cancéreuses ne cessent de se diviser; devenues immortelles et insensibles
aux signaux venus de I’extérieur, elles se multiplient & I’infini, essaiment et finissent par
envahir I’organisme entier (Gunzburg, 2000).

La majorité des patients atteints de cancer dans le monde au jour d'hui ne sont pas
guéris. Lorsque le cancer n'est pas curable, il est néanmoins possible d'améliorer
considérablement la qualité de vie du patient grace a des traitements anticancéreux optimaux
(chimiothérapie, radiothérapie) (Jézéquel, 2014). L'apport des anthracyclines dans le
traitement de nombreux cancers a été considérable (Ferrari et al., 1996).

La doxorubicine (DOX) est un agent anticancéreux de la famille des antracyclines de
premiere génération. Les effets antitumoraux comprennent des mécanismes liés aux
altérations de 'ADN et a la production de radicaux libres. Cette molécule est tres utilisée dans
I’arsenal thérapeutique actuel, son utilisation en chimiothérapie a été limitée en grande partie
en raison de ses diverses toxicités, y compris la toxicité cardiaque, hépatique. Cette toxicité
qui est dose dépendante et cumulative oblige a respecter une posologie stricte pour cette
molécule (Pothier, 2010 ; Mohan et al., 2010).

Cependant, la doxorubicine est proposée pour perturber la biosynthese
macromoléculaire par divers mécanismes, y compris 1'intercalation de I'ADN et l'inhibition de
la topoisomérase. La doxorubicine peuvent également induire des dommages a I'ADN par la
génération des radicaux libres qui réagissent avec une variété de macromolécules, inhibant
ainsi la prolifération cellulaire ou causant I'apoptose (Xu et al., 2005). L'hépatotoxicité est
l'un des principaux effets secondaires associ€s au traitement par la doxorubicine. Plusieurs
études ont montré que la combinaison du processus inflammatoire, du stress oxydatif par les
radicaux libres et de la peroxydation lipidique est fréquemment associée a des lésions

hépatiques induites par des agents toxiques tels que la DOX (Mohan et al., 2010).


https://www.google.dz/search?hl=fr&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Jean-Yves+J%C3%A9z%C3%A9quel%22
https://www.google.dz/search?hl=fr&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Gr%C3%A9goire+Pothier%22
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La principale cause de cardiotoxicité induite par la chimiothérapie est 1'anthracycline.
En fait, il a été démontré que l'interaction de DOX avec la topoisomérase, qui est la clé de
l'effet antitumoral des anthracyclines, est également pertinente pour la cardiotoxicité. D'autres
mécanismes comprennent des altérations persistantes de la compartimentation calcique, la
production des métabolites, la promotion des réactions radicalaires au-dela de la défense
antioxydante limitée des cardiomyocytes. Ce dernier mécanisme a une grande attention, car
un certain nombre d'études ont montré que 1’activation réductrice du fragment quinone de
DOX par un certain nombre de réductases, aboutit finalement a la formation d'anion
superoxyde (O ;") et de peroxyde d'hydrogene (H,O,) pouvant provoquer un stress oxydatif et
une lésion cellulaire dans les cardiomyocytes (Zhang et al., 2016).

Pour cette raison, les plantes médicinales sont de plus en plus utilisées dans le
traitement des maladies cardiovasculaires en raison de leurs propriétés multiformes. Ils
représentent une source inépuisable des composés bioactifs tels que les composés phénoliques
antioxydants naturels (Cheurfa and Allem, 2015; Najafi et al., 2018).

Et a partir de ¢a, les polyphénols sont capables de piéger des especes radicalaires et de
chélater les métaux de transition comme le Fer et le Cuivre qui permettent de catalyser les
oxydations. Ils sont cependant présents en faible concentration dans le plasma et sont
principalement retrouvés sous forme conjuguée et donc n’ont probablement que des effets
indirects in vivo. Il parait néanmoins que les polyphénols interagissent avec des cibles
protéiques ce qui leur assure des effets anti-cancérigénes ...ect (Stevenson and Hurst, 2007).

Les flavonoides sont I'un des substances naturelles qui acquirent diverses propriétés
pharmacologiques et des applications thérapeutiques. De plus, les flavonoides sont une classe
de composés naturels, qui possedent d'excellentes propriétés de chélations et de piégeage des
radicaux. Par conséquent, les flavonoides peuvent étre un modulateur efficace pour la toxicité
induite par la DOX (Xiaoliang et al., 2017).

Ces dernieres années, I’étude du role protecteur de I’extrait n-butanolique de la plante
médicinale sur la toxicité induite par la doxorubicine a été largement mise en évidence .La
présente étude est basée sur 1’évaluation in vivo de I’activité antioxydante de I’extrait n-
butanolique de la plante Genista sp. contre le stress oxydant causée par la doxorubicine par
I’évaluation des parameétres biochimiques, le mesure du niveau des indicateurs du stress
oxydant et 1’étude histologique du foie . Ainsi, notre étude a pour but d’estimer 1’activité
antioxydante de I’extrait n-butanolique (test DPPH) in vitro et I’estimation de la quantité des

flavonoides et polyphénoles.


https://europepmc.org/search;jsessionid=9E75DD08E470DB7CEC7FA8FDC96F57AC?query=AUTH:%22Zhang+J%22&page=1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Najafi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29573617

Partie 1 Synthese bibliographique

I- Généralité sur les antracyclines

Les anthracyclines, que I’on appelle également antibiotiques anticancéreux, ont été
initialement développées comme antibactériens, forment un groupe de polycétides microbiens
aromatiques rouges (Krohn, 2009), elles font partie d’une des plus importants classes de
médicaments cytotoxique (Morere et al., 2011). Les anthracyclines sont une classe de
médicaments, y compris la doxorubicine, 1'épirubicine et 1'idarubicine, daunorubicine (Zhang et
al., 2015) (figurel).

En 1963, Di Marco détecta une activité antitumorale d'une nouvelle classe d'antibiotiques
sur certains modeles de tumeurs murines (Pai and Nahata, 2000). La doxorubicine, découverte a
la méme époque par des équipes italienne et francaise, a été la premiere anthracycline utilisée
notamment dans les traitements de leucémies et de lymphomes (Di Marco and Bertazzoli, 1963;
Dubost et al., 1963). A ce jour, la doxorubicine forme ainsi les anthracyclines de premiére
génération.

Afin de réduire la cardiotoxicit¢ de la doxorubicine, une deuxieme génération
(épirubicine et idarubicine), puis une troisieme (amrubicine) ont par la suite ét€ développées
(Delemasure et al., 2006). Ces produits de deuxieme et troisieme générations permettent a doses
comparables de diminuer la cardiotoxicité sans atténuer l'activité antitumorale de la doxorubicine
(Conway et al., 2015).

La doxorubicine est la molécule de référence la plus utilisée en chimiothérapie malgré sa
cardiotoxicité élevée. Elle possede un large spectre anticancéreux y compris les leucémies, les
lymphomes (maladie de Hodgkin) et les tumeurs solides (cancer du sein et de ’ovaire, sarcomes

osseux et tissulaires et neuroblastomes) (Tacar, 2013).
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Figure 1: Structure de la anthracycline (Centelles, 2014).
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II- La doxorubicine

II-1-Définition

La doxorubicine (ou adriamycine) est un médicament antibiotique anticancéreux de la
famille des anthracyclines. Leur suffixe rubicine rappelle leur couleur rouge intense bien visible
dans les flacons de poudre pour solution injectable (Minotti, 2004).

La doxorubicine est une anthracycline chez laquelle les dommages a I'ADN sont
considérés comme étant la premiere cause d'induction de mort cellulaire. En fait, la doxorubicine
est considérée comme étant un inhibiteur de la topoisomérase II grice a sa capacité de former un
complexe avec celle-ci et 'ADN afin de créer une hélice compacte d'ADN torsadé, menant a une

éventuelle cassure de I' ADN (Burden and Osheroff, 1998).
I1I-2-Structure moléculaire

La DOX possede la méme structure chimique de la famille des anthracyclines (figure 2).
Elle est composée de quatre noyaux chromophores aromatiques (tétracycline) correspondant a la
portion aglycone (anthraquinone) hydrophobe faible quasi plan portant des fonctions quinones et
hydroquinones adjacents, qui leur permet de fonctionner comme accepteur et donneur
d’électrons, attachés a une partie glucique, la daunosamine, par une liaison O-glycosidique

(Minotti, 2004; Regev et al., 2005).
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g
]

Figure 2: Structure de la doxorubicine (Morere et al., 2011).
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I1-3-Pharmacocinétique de la doxorubicine

I1-3-1-Absorption et distribution

La doxorubicine comme toutes les autres anthracyclines, son administration se fait par
voie intraveineuse afin d'atteindre rapidement la tumeur sans étre trop dégradée (Hande, 1998).
Leur schéma d'administration est modulé par la dose, selon leur toxicité cardiaque potentielle, et
la modalité d'injection en bolus ou en perfusion (Robert and Gianni, 1993), elle est rapidement
captée par différent organes: cceur, reins, poumons, foie et rate, et ne traversent pas la barriere
hémato-encéphalique. La doxorubicine se lie aux protéines plasmatiques a hauteur de 74 a 76 %.
Toutefois, elle quitte rapidement la circulation sanguine via un phénomene de diffusion passive

et va se fixer dans les tissus sous forme active, non métabolisée (Jain, 2000).

II-3-2-Métabolisme

La modification chimique de la doxorubicine dans le corps (biotransformation) se produit
dans le foie par différents voies de métabolisme (figure 3) parmi les quelles:

» Ledoxorubicinol (13-dihydrodoxorubicine) est le principal métabolite actif de la DOX
qui est produit par réduction de la Fonction carbonyle (C = O) de I’atome de carbone
numéro 13 dans la chaine latérale de la DOX en fonction hydroxyle (OH) par I’enzyme la
carbonyl réductase, une C13-aldocétoréductase NADPH dépendante (Gambliel, 2002).

» la DOX est convertie en hydroxy aglycone ou déoxy aglycone par déglycosylation en
I’activant I'enzyme cytochrome P4so réductase NADPH dépendante.

» la DOX et ses métabolites sont excrétés par la bile sous forme de DOX ou doxorubicinol

ou bien sous forme de sulfates et glucoronides (Octavia et al., 2012).
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Figure 3: Biotransformation de la doxorubicine (Zhou, 2002).

I1-3-3-Elimination

La courbe d’élimination de la doxorubicine est multiphasique, et le temps d’élimination
est de 30 h. La doxorubicine ainsi que ses métabolites seraient excrétés majoritairement par la
bile, a raison de 40 — 50 % sous forme inchangée et de 23% sous forme de doxorubicinol.
L’excrétion urinaire est beaucoup moins importante (5 a 15 %) et sous forme inchangée, ce qui
expliquerait la coloration rouge de l'urine, soit la couleur de ce médicament, quelques jours apres

le traitement (Marcot, 1997; Tannock and Hill, 1998).
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I1-4-Mode d’action de la doxorubicine

II-4-1-Intercalation dans la molécule d’ADN

La doxorubicine agirait sur les cellules selon plusieurs modes d'action. Tout d'abord, pres
de 99.8% de son accumulation se ferait au niveau du noyau chez des cellules sensibles a cause
de sa tres grande affinité avec ' ADN (Cutts and Phillips, 1995). La doxorubicine se lie de facon
covalente aux doubles-brins de I'ADN pour former un complexe [ADN-doxorubicine] (Priebe
and Perez, 1993), et d’y contracter des liaisons hydrophobes qui impliquent la structure
anthraquinone de la DOX, par l'intermédiaire des cycles aromatiques B, C et D, et les paires de
bases de I'ADN (Booser and Hortorbagyi, 1994), et des interactions éléctrostatiques qui
impliquent d'une part, le groupe amine chargé positivement en C3' de la daunosamine, et d'autre
part le groupe phosphate chargé négativement de I'ADN. La DOX modifie la structure de 'ADN,
cette modification conduit a 1’obstruction de la fixation des enzymes de réplication (ADN
polymérase), les enzymes de transcription (ARN polymérase) et les enzymes de réparation (Cutts

and Phillips, 1995).

I1-4-2-Inhibition de I'hélicase
La mise en évidence de l'altération, par les anthracyclines, de 1'enroulement ou de la
séparation des brins de I'ADN par inhibition de 1'hélicase a été effectuée uniquement dans des

expérimentations en solution sans cellule (Gewirtz, 1999).

I1-4-3-Inhibition de la topoisomérase II

Les topoisomérases sont des enzymes essentielles des cellules procaryotes et eucaryotes
impliquées dans la régulation de la topologie de I'ADN au cours des nombreux processus du
métabolisme de I'ADN (réplication, transcription, recombinaison, réparation, remodelage de la
chromatine, condensation et ségrégation des chromosomes...) (Wang, 1996; Osheroff, 1998). La
topoisomérase I, nécessaire a la relaxation de I’ADN, réalise des coupures simple-brin de
I’ADN, alors que les topoisomérases II a et B, nécessaires aussi a la relaxation, réalisent des
coupures double-brin de I’ADN (Roger Lacave et al., 2005).

La doxorubicine peut étre considérée comme un inhibiteur de la topoisomérase II, rappelons que
la topoisomérase II permet la scission réparation temporaire du double brin d’ADN. Ce
déroulement de la double hélice d’ADN est un phénoméne essentiel a la réplication. Pour ce
faire, la topoisomérase Il forme avec les brins d’ADN un complexe temporaire, donc clivable
(Lanore and Delprat, 2002). La DOX en s’intercalant a I’ADN stabilise le complexe de clivage

ADNY/ topoisomérase II lorsque les coupures sur les chaines sont induites, et empéche la
7
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topoisomérase Il de réassembler les extrémités libres des segments coupés de ' ADN (Dal Ben et
al., 2007; Chen et al., 2013).

L'inhibition de cette enzyme provoque un arrét du cycle cellulaire en G,/M, puis des aberrations
chromosomiques, des échanges entre chromatides sceurs et la mort cellulaire (Capranico et al.,

1990).
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Figure 4 : Mécanisme d’action de latopoisomérase II (Morere et al., 2011).

I1-4-4-Production de radicaux libres

La doxorubicine est susceptible de conduire a la production des ROS variées au sein de la
cellule (Minotti et al., 2004). L’oxydation de la structure quinone de la doxorubicine par
différentes enzymes entrainerait la formation de radicaux libres tels que 1'anion superoxyde, le
peroxyde d'hydrogeéne et le radical hydroxyle (Yang et al., 2014). Ces formes radicalaires
conservent une affinité pour 'ADN et les membranes, les ROS se forment a proximité des
macromolécules biologiques cible. Les ROS induisent des cassures des ADN et ARN, la
modification de nucléotides, la formation de sites a basiques, de pontage ADN-protéine, ou
d'adduits par addition de produits issus de la peroxydation lipidique comme le Malondialdéhyde
(MDA). Bien qu'au niveau physiologique la mise en évidence de dommages dus aux ROS soit

difficile (Minotti et al., 2004).
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11-4-5-Apoptose

L'apoptose est un processus de mort cellulaire programmée provoquant des changements
morphologiques de la cellule en réponse a un signal. Ces changements morphologiques
conduisent a la formation de corps apoptotiques éliminés par phagocytose. L’action pro-
apoptotique de la DOX par les radicaux libres est basée sur I’activation de l'expression de la
protéine p53 qui se fixe sur I’ADN, y active la transcription du géne Bax (médiateur pro-
apoptotique), inhibe celle du gene Bcl-XL (médiateur anti-apoptotique). Bax induit la libération
du cytochrome C par la mitochondrie, par ouverture du pore mitochondrial. La libération du
cytochrome C entraine la formation de 1’apoptosome, complexe effecteur comprenant
I’apoptosisactivating factor-1 (Apaf-1), le cytochrome c et la pro-caspase-9 (Minotti et al., 2004)
(figure 5).
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Figure 5 : Mécanisme de I’apoptose (John and Huarte, 2011)
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III-stress oxydant

II1-1-Définition

Le stress oxydant est défini comme un débalancement entre la production d’oxydants, ou
ROS, et les molécules antioxydantes en faveur des oxydants (Wiseman and Halliwell, 1996),
que se soit par déficit en antioxydants, par suite d’une sur production de radicaux libres ou une
combinaison de ces deux facteurs (Ece et al., 2007). L’organisme humain a développé des
systtmes de défense pour traiter ce phénomene (stress oxydant) et lutter contre les especes
réactives qui sont préjudiciables a la vie humaine (Prior and Cao, 1999 ; Laguerre et al., 2007)

(figure 6).

Systéme de défense
par les antioxydants

T ————

Radicauxlibres
ERO & ERN

T —

Figure 6: Déséquilibre Antioxydant /Oxydant (Belaich and Boujraf, 2016).

ITI-2-Espéces réactives d’oxygeéne

Les especes réactives de 1’oxygeéne (ERO ou ROS) sont des dérivés de 1’oxygene ou
certains électrons se trouvent dans un état énergétique excité et tres réactionnel (Valko et al.,
2007). Le terme ROS fait référence a plusieurs types de métabolites réactifs a 1’oxygene tels que

les radicaux libres et d’autres non-radicalaires (Wiseman and Halliwell, 1996).

IT1-3-Les sources des ERO

I11-3-1 Sources endogenes

La production des ERO dans les cellules des mammiferes découle de plusieurs sources
essentiellement d’origine enzymatique. La mitochondrie au cours du transfert d’électrons dans sa
chaine respiratoire pendant le métabolisme énergétique cellulaire, est été identifiée comme

responsables de l'initiation de la plupart des réactions des radicaux libres se produisant dans les
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cellules. Les peroxysomes qui possedent plusieurs enzymes sources de peroxyde d’hydrogene
(Delattre et al., 2005; Borg and Reeber, 2008).

Par ailleurs, au cours de la défense antibactérienne, les cellules phagocytaires activées
par une réaction inflammatoire vont produire un grand nombre d’ERO. Il y a également d'autres
sources cellulaires des radicaux libres telles que l'enzyme xanthine oxydase, les réactions de
désintoxication catalysées par le cytochrome Psso dans le cytoplasme et dans le réticulum
endoplasmique, lipoxygénases, NADPH oxydase et les NO synthéses, a I’origine du radicalNO
peuvent sous certaines conditions produire également des anions superoxydes (Delattre et al.,

2005; Valko et al., 2006).

II1-3-2-Sources exogenes

Des facteurs exogenes liés a I'environnement ou au mode de vie sont également a 1'origine
d'une augmentation du stress oxydant dans l'organisme par 1’accumulation de radicaux libres
dans I’organisme, tel que les xénobiotiques, les composés chlorés, les agents environnementaux,
les métaux (redox et non redox), les ions et les rayonnements. 1’ingestion d’alcool, 1’oxyde
d’azote (NO) et le dioxyde d’azote (NO,) présents dans notre mode de vie (tabagisme, radiations

1onisantes, champs électriques, polluants industriels) (Chen et al., 2012).
I11-4-Les antioxydants

L’organisme se protége en permanence contre la formation et 1’agression de ces oxydants
grace a divers mécanismes de défense tant enzymatiques que non enzymatiques (figure 7), les
antioxydants peuvent étre définis comme toute substance qui, présente a faible concentration par
rapport au substrat oxydable, est capable de ralentir ou inhiber I’oxydation de ce substrat (Cano

et al., 2007).

11
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[ Superoxyde Dismmutase (SOD), atalase glutathion peroxydase (GPx I

2) Les molécules piégeuses d’électrons

I Les vitamines A, E, C, béta caroténe, flavonoides, oligo-éléments... I

Figure 7 : Les systemes antioxydants enzymatiques et systemes non

enzymatiques (Menvielle-Bourg, 2005).

III-4-1-Antioxydant enzymatiques

e La super oxyde dismutase (SOD)

La SOD est une des plus importantes enzymes cellulaires possédant une fonction
antioxydante, elle est une métallo enzyme intracellulaire qui assure la premiere ligne de défense
contre le stress oxydant, elle catalyse la dismutation de deux anions superoxydes en dioxygene et
en peroxyde d’hydrogene, Il existe trois types de SOD a savoir, la Cu/Zn-SOD cytosolique, la
Mn-SOD mitochondriale et la Cu/Zn-SOD extracellulaire (Zelko et al., 2002 ; Masella et al.,
2005).

e La glutathion peroxydase

Les GPxs sont une grande famille des isoenzymes qui catalysent la réduction des
hydroperoxydes organiques et lipidiques et de H,O,, cette réaction met en jeu une molécule
antioxydant non enzymatique, le glutathion, sous sa forme réduite GSH, le GSH sera oxydé en
glutathion oxydé (GSSQG). La régénération du GSH est catalysée par la glutathion réductase (GR)
(Serdar et al., 2006) (figure 8).

12
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Figure 8:Cycle oxydo-réducteur du glutathion (Hagen et al., 1990)

e Catalase

La catalase est une enzyme peroxysomale assurant la dismutation du peroxyde d’hydrogene
en eau et en dioxygene, son utilisation devenant importante quand les quantités d’H,O, sont
élevées. Elle est localisée principalement dans les peroxysomes et les mitochondries, cette

enzyme est abondante dans le foie et les globules rouges (Deaton and Marlin, 2003).

2H,0, &l | 2H,0+0,

I11-4-2-Antioxydants non enzymatiques

e Glutathion

Le glutathion est un tripeptide dont la concentration intracellulaire est importante puisqu'elle
est de I'ordre de 10 2 10~ mol.L™". La fonction thiol confére au glutathion un réle d'antioxydant,
c'est-a-dire de réducteur (donneur d'électron ou d'atome H), qu'il exerce vis-a-vis de nombreuses
especes oxydées, la forme réduite du glutathion (GSH) est le régulateur majeur du redox
intracellulaire. Le GSH, sous I’action de la GPx il désintoxique les ROS en formant du
glutathion oxydé (GSSG), ce dernier est accumulé a l'intérieur de la cellule et le rapport de
GSH/GSSG représente un bon indice du stress oxydant d'un organisme, le GSH intervient
également dans le cycle de régénération de 2 vitamines antioxydants : la vitamine E et la

vitamine C (Powers and Jackson, 2008; Douris et al., 2009).
13
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e Vitamine E

Parmi les tocophérols naturels (d-a, d-B, d-y et d-d-tocophérols), le d-a-tocophérol (vitamine
E) est celui qui est le plus efficace in vivo. C'est un antioxydant liposoluble, localisé parmi les
chaines d'acides gras des phospholipides constituant les membranes et les lipoprotéines. Le role
essentiel de la vitamine E est de capter les radicaux peroxyles lipidiques RO, qui propagent les
chaines de peroxydation. De plus, 1'a-tocophérol capte les radicaux superoxydes (sous leur forme
protonée HO,"), les radicaux hydroxyles ‘OH, ainsi que l'oxygéne singulet'O, (espece réactive de

I'oxygene, non radicalaire) (Gardes-Albert et al., 2003).

e Vitamine C

La vitamine C ou acide ascorbique est une molécule hydrosoluble présente dans la plupart
des fruits et Iégumes (non synthétisée par ’Homme), 'ascorbate est un trés bon capteur de
radicaux libres oxygénés puisqu'il réagit non seulement avec les radicaux hydroxyles ‘OH, mais
aussi avec les radicaux superoxydes 02 (et leur forme protonée HO;), ce qui est tout a fait
remarquable puisque ces derniers sont connus pour étre tres peu réactifs. La vit C peut également
contribuer avec les enzymes antioxydantes, cette vitamine permet de piéger différentes ERO, et

aussi de régénérer la vitamine E (Powers and Jackson, 2008).

e Les caroténoides

Il existe plusieurs membres dans le groupe des caroténoides, mais le caroténoide le plus
connu et étudié est le B-carotene, les caroténoides sont des pigments végétaux lipophiles formant
une famille de plus de 600 molécules (Gill and Tuteja, 2010), ils sont une source importante de
la vitamine A. En outre, les caroténoides ont un role spécifique de capteur d'oxygene singlet, 'O,,
ce qui leur permet d'exercer une protection vis-a-vis des dommages induits par les rayons

ultraviolets de la lumiere solaire (Gardes-Albert et al., 2003).

IV- Effet secondaire de traitement de la doxorubicine
IV-1-La cardiotoxicite de la doxorubicine
IV-1-1-Définition

La toxicité cardiaque des anthracyclines justifie la réalisation d’un bilan cardiologique
avant administration de ces agents. La toxicité aigue, réversible, généralement bénigne, survient
quelques heures apres 1’injection et se manifestant par une arythmie et des anomalies de la
conduction.

Il existe surtout une toxicité cumulée, grave, dont la survenue n’est pas corrélée avec

I’intensité des troubles aigus préalables, cette toxicité se manifeste par une défaillance cardiaque
14
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congestive. Le risque de survenue est corrélé a une dose cumulée variable selon les agents. Par
ailleurs, les anthracyclines ont un effet radio sensibilisant; elles augmentent notablement la
sensibilité des tissus a la radiothérapie et leur administration doit étre suspendue si une
radiothérapie est entreprise.

Signalons enfin que les tubulures d’injection ne doivent pas contenir d’héparine, qui interagit

avec les anthracyclines et entraine des risques de précipitation (Soria et al., 2014).

IV.1.2.Mécanisme de la cardiotoxicite
Malgré I'utilisation de la doxorubicine, comme référence dans le traitement de plusieurs
types de cancer, il est important de comprendre les mécanismes qui induisent le développement
d’effets cardiotoxiques. Les mécanismes par lesquels la doxorubicine induit une cardiotoxicité
ne sont pas completement €lucidés, mais plusieurs mécanismes ont ét€é énoncées: le stress
oxydatif, la dérégulation de 1’homéostasie calcique, I’inhibition de la cardiolipine et la

production de métabolites.

IV-1-2-1-Stress oxydatif

Le mécanisme de cardiotoxicité induite par la doxorubicine le plus largement étudié est la
génération d’un stress oxydant. Le stress oxydatif peut étre produit par deux voies différentes :

-La premiere voie induisant le stress oxydatif est une voie enzymatique qui produit des
superoxydes, particulierement des radicaux hydroxyles et du peroxyde d’hydrogene. La structure
quinone de la doxorubicine peut subir une réduction, catalysée par les flavines réductases
(NADH déshydrogénase, NADPH cytochrome P-459 réductase), pour aboutir a la formation d’un
dérivé semi-quinone radicalaire. Ce dérivé peut reformer la molécule initiale en présence
d’oxygene. Cette réaction réduit la molécule d’oxygeéne et forme des radicaux superoxydes
(Delemasure et al., 2006) qui sera également éliminés ou tout au moins maintenus a un niveau de
concentration assez bas par des enzymes appelées superoxyde dismutase (SOD) qui catalysent
sa disparition par dismutation. Cette réaction aboutie a la formation du peroxyde d’hydrogéne.
Ce dernier a une capacité de générer le radical hydroxyle, qui est particulierement délétere vis-a-
vis des matériaux biologiques, mais peut aussi étre éliminé par la catalase et le glutathion
peroxydase.
- La deuxiéme voie d’induction de stress oxydant implique la formation de complexes Dox-Fer
(Simunek et al., 2009). En effet, le complexe Dox-Fe™ peut étre réduit en complexe Dox-Fe** en
présence d'agents réducteurs tels que la NADPH cytochrome Py4so réductase, le glutathion et la
cystéine. Ces réactions sont accompagnées de la formation et de la conversion de fragments

d'anthracycline quinone en radicaux libres de semi quinone. Grace a la réaction de Haber-
15
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Weisscatalysée par le fer, H,O, et des radicaux hydroxyles extrémement réactifs sont générés. Le
radical semi quinone peut se transformer en un radical aglycone centré en C7, qui est un agent

d'alkylation puissant (Xu et al., 2005) (figure 9).

o OH [ o o O
A M | M
DOX > O OToHOoH i ¥, CHOH
Semiquinone <~ _~ A S M WA A A W
O O OH O 0o 0 OH n
CH, o~ \ CH. CH
A C7 Radical
HN |
| ’ OH
NADP" = 0. l
. W malt * v
NADPH -0~ Fe Fe” orR ‘OH _ DNA Damage
| - Lipid Peroxidation
0 O 0 Redox cycle
~ ~ “ no Ho
DOX ) ~ Tenon HO.
Pou O l-no
\1( | o O O
0O O OH O A~ |
W ~ CCH0H
ol 0 _~ ;f“ ! JoH
uN |
; ol S & D 6
cH 4 o~ CH
Fet* = NADPH )
OH
DOX-Fe ¥ complex
Fe'* = NADP’
|
?
0 OH OH
| '
DOXol < TeHoM %
| on - Regulate IRP1 level
o B o and iron homeostasis
CH \ ~o~ \ ¢H
N
OH

Figure 9:Induction d’un stress oxydant (Xu et al., 2005).

La relation entre le fer et la cardiotoxicit¢ des anthracyclines peut étre liée a la
perturbation de I'homéostasie du fer cardiaque obtenu au moyen d'une interaction ciblée de DOX
avec des protéines régulatrices du fer (IRP1 et IRP2).

Dans des conditions de pénurie de fer, la liaison des IRP a I'RE réprime la traduction des ARNm
de ferritine et en méme temps augmente la demi-vie de 'ARNm de TfR1. Cela entraine une
augmentation de la disponibilité du fer pour les besoins de la cellule. Au contraire, lorsque le fer
est abondant, 1'activité de I'IRP est diminuée, et ainsi les ARNm de ferritine sont traduits tandis
que 'ARNm de TfR1 est dégradé; par conséquent, ce mécanisme facilite le stockage du fer

(Gammella et al., 2014).
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La doxorubicine peut également altérer le métabolisme du fer et ses protéines. La DOX
inactive les protéines IRP1 et 2 (Iron regulating protéine) et augmente in vivo la synthese de
ferritine (protéine permettant le stockage du fer). L’augmentation de la synthése en ferritine
serait ainsi un mécanisme de défense limitant 1’accumulation de fer qui peut étre délétere. En
effet, des études in vitro et in vivo ont montré que l’accumulation de fer potentialise la

cardiotoxicité induite par la DOX (Minotti et al., 2001; Gammella et al., 2014).

IV-1-2-2-1.’homéostasie calcique

La DOX est la cause principale d’un déréglement de ’homéostasie calcique des cellules. Elle
a la capacité d’activer directement les canaux calciques et de libérer le calcium du réticulum
endoplasmique(Octavia et al., 2012) .L’augmentation de la concentration de Ca** intra-
cytoplasmique conduit a 1’ouverture des pores de transition de la perméabilité membranaire,
responsable de la perte de potentiel mitochondrial, du gonflement de la mitochondrie et de la
rupture de la membrane externe. On observe alors le relargage du cytochrome c et de 1’apoptosis
inducing facteur (AIF) dans le cytoplasme, a ’origine de I’apoptose cellulaire (Childs et al.,

2002).
IV-1-2-3-Liaison avec les phospholipides

La DOX possede une affinité pour les phospholipides polyinsaturés et plus particulicrement
pour la cardiolipine, La présence de la cardiolipine est essentielle pour le bon fonctionnement de
la mitochondrie, car elle interagit avec plusieurs protéines pour une activité optimale,
principalement au niveau de la chaine respiratoire et de la phosphorylation oxydative. La
doxorubicine en s’associant avec la cardiolipine, interfere avec sa capacité d’interagir avec les
autres protéines et modifie ainsi le fonctionnement de la mitochondrie a produire 1’énergie (Jung

and Reszka, 2001 ; Paradies et al., 2014).
IV-1-2-4-Production des métabolites

La doxorubicine est principalement métabolisée dans le cceur pour former un métabolite de
I’alcool que I’on nomme la doxorubicinole. La molécule est métabolisée par une enzyme appelée
carbonyle réductase. Elle est moins active que la molécule mere (doxorubicine) sur le plan
tumoral mais plus toxique sur le cceur. Le métabolite ainsi formé semble jouer un role plus
important que la doxorubicine dans I’homéostasie des ions fer, en dérégulant la disponibilité des

ions ferriques et en produisant ainsi un stress oxydatif ( Zucchi and Danesi, 2003).
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IV-2-L’hépatotoxicité

La doxorubicine (DOX) est tres efficace drogue et montre une vaste gamme de ’activite
antitumorale dans de nombreux types de cancers. Toutefois, 1’utilisation clinique de DOX est
limitée en raison de ses effets secondaires toxiques graves (Zolfagharzadeh and Roshan, 2015).
Effets cytotoxiques sur les cellules malignes, mais, sont confondus par une amélioration du
risque de hépatotoxicité. Bien que, les mécanismes sous-jacents des hépatotoxicité induites par
DOX n'ont pas encore été élucidés en détail (Bengaied et al., 2017). Il a été montré que
I'administration de DOX a des rats diminue l'activité catalytique de plusieurs enzymes
hépatiques P4so, bien qu'elle ne provoque pas d'inactivation de ces enzymes par mécanisme.

En revanche, 1'hépatotoxicité induite par DOX est généralement médiée par la génération
de radicaux libres (Beshay et al., 2011), ce qui provoque un déséquilibre aux niveaux des
enzymes antioxydantes endogenes (Durak et al., 1998). En plus des dommages oxydatifs, il a été
démontré que la toxicité de DOX induit des changements inflammatoires dans les tissus

cardiaques, rénaux et hépatiques des rats administrés par DOX (Beshay et al., 2011).

IV-3-La néphrotoxicité

Bien que le mécanisme exact de la néphrotoxicité induite par la DOX n'ait pas été
entierement élucidé, on pense qu'il est médié par les dommages oxydatifs induits par la DOX. La
néphrotoxicité induite par la DOX entraine une augmentation de la perméabilité capillaire et une
atrophie glomérulaire (Beshay et al., 2011) .

La doxorubicine semble étre néphrotoxique: un cas d’insuffisance rénale progressive
associée a uneprotéinurie et a des proliférations glomérulaires endo et extracapillaires. Une étude
décrit également une toxicité rénale se manifestant par des lésions tubulaires associées a une
protéinurie.Si une toxicité rénale a pu étre observée, ’imputabilité reste néanmoins peu claire

dans la plupart des cas (Zimner-Rapuch et al., 2010).

V- Généralité sur les plantes médicinales

Les plantes médicinales constituent un patrimoine précieux pour ’humanité et plus
particulicrement pour la majorit€é des communautés démunies des pays en voie de
développement qui en dépendent pour assurer leurs soins de santé primaires et leurs
subsistances. Elles utilisent la plupart des espéces végétales, tant ligneuses qu’-herbacées,
comme médicaments. Une croyance bien répandue est que toute plante soigne.

Selon I’Organisation Mondiale de la Santé, plus de 80% des populations africaines ont recours
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a la médecine et a la pharmacopée traditionnelle pour faire face aux problemes de santé (Salhi et
al., 2010).

Les plantes médicinales sont de plus en plus utilisées dans le traitement des maladies
cardiovasculaires en raison de leurs propriétés multiformes.Les plantes médicinales représentent
une source inépuisable des composés bioactifs tels que les composés phénoliques antioxydants

naturels ( Cheurfa and Allem, 2015; Najafi et al. , 2018).

VI- Les polyphénols
VI-1-Généralité

Les polyphénols, également dénommés composés phénoliques, sont des molécules
spécifiques du regne végétal. Cette appellation générique désigne un vaste ensemble de
substances aux structures variées qu’il est difficile de définir simplement. L’élément structural de
base est un noyau benzénique auquel sont directement liés un ou plusieurs groupes hydroxyles,
libres ou engagés dans une autre fonction chimique (éther méthylique, ester, sucre,...). Un critére
supplémentaire, biosynthétique, permet de mieux cerner les limites de ce groupe. Un composé
phénolique est un dérivé non azoté dont le ou les cycles aromatiques sont principalement issus
du métabolisme de I’acide shikimique et /ou de celui d’un polycétate (Vercauteren and Chéze,
1998).

Les composés phénoliques jouent un rdle tres important dans la protection végétale, leur
intérét comme biopesticides végétaux potentiels nous pousse a mieux cerner les mécanismes
biologiques qu'ils exercent dans la résistance des plantes. Aussi, la connaissance de leur mode
d'intervention dans le phénomene de résistance des plantes et de leur mécanisme d'action vis-a-
vis des micro-organismes phytopathogenes est d'une grande utilité pour la valorisation de ces
molécules naturelles en tant que produits phytosanitaires biologique (Regnault-Roger et
al., 2008).

L'effet des composés phénoliques alimentaires est actuellement d'un grand intérét en
raison de leurs activités antioxydantes et anticancérigénes possibles (Ghasemzadeh and

Ghasemzadeh, 2011).
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VI-2-Les différentes familles chimiques de polyphénols

Les polyphénols (8000 composés connus) représentent un groupe de métabolites secondaires

complexe, exclusivement synthétisés dans le regne végétal (figure 10), on y retrouve :

e Les flavonoides (flavanols, flavanoides , chalcones et dihydrochalcones, anthocyanidines

et tannins condensés) ;

e Les acides phénoliques de type benzoique ou cinnamique et les tannins hydrolysables

(gallo et ellagitannins) ;
e Les stilbenes ;

e Les lignines et subérines (Collinet and Crouzet, 2011).

| ]

{Dihydro)chalcone type coumarigue

| I
Tannins hydrolysables
I I

Anthocyanidines

Anthocyanines

Gallotannins |Ellagitannin$

POLYPHENOLS
— [
|
Acides _ Lignines
Havenpidee phénoliqgues SHbsnes el sibén‘nes
| ! '
Flavonols ‘ type benzoique
| |
Flavanoides® ‘ type cinnamique

Figure 10 : Différentes familles de polyphénols (Collin and Crouzet, 2011).
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VI-2-1-Les flavonoides
VI-2-1-1-Généralité
L’ensemble des flavonoides, de structure générale en C15 (C6-C3-C6), comprend a lui
seul plusieurs milliers de molécules regroupées en plus de dix classes dont certaines ont une tres
grande importance biologique et technologique: les anthocyanes , pigments rouges ou bleus ,les
flavones et les flavonols , de couleur creme ou jaune clair, les flavanes dont les produits de
condensation sont a l'origine d'un groupe important de tannins et les isoflavones qui jouent un

role dans la santé humaine (Macheixet al., 2005) (figurell).

Figure 11:Structures de base des flavonoides (Collin and Crouzet, 2011).

VI-2-1-2-Distribution et localisation

La présence de flavonoides chez les algues n'a pas, a ce jour, été démontrée. S'ils sont
fréquents chez les bryophytes (mousses et hépatiques), ce sont toujours des flavonoides stricto
sensu, majoritairement des O-et C-hétérosides de flavones et des dérivés O-uroniques. Chez les
pteridophyta, la variété structurale des flavonoides n'est guere plus grande, les psylotopsida et
lycopsida étant caractérisées par la présence de biflavonoides, les equitopsida par celle de
proanthocyanidols (Bruneton, 2009).

Les flavonoides sont largement abondants dans les légumes feuilles (salade, choux,
épinards, etc), ainsi que dans les téguments externes des fruits. Récemment, de nombreux
travaux ont montré que certains fruits et légumes sont tres riches en flavonols, flavones et
flavanones (Justen, 1998; Bronner and Beecher 1995; Crozier, 1997).

Le Tableau 1 regroupe la distribution nutritionnelle de certains flavonoides (Rao and

Gurfmkel, 2000).
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Tableau 1: Sources alimentaires des flavonoides.

Flavonoides Aliments

Flavanones Fruits du genre citrus
Naringénine

Eriodictyol

Flavones

Apigénine Persil, céleri

Lutéoline

Flavonols Poireau, brocolis, thé
Kaempférol Oignon, pommes, vin rouge,
Quercétine chou frisé.

Flavan-3-ols Thé vert, thé noir
Epicatéchine Vin rouge, cacao chocolat.
Catéchine

Epigallocathéchine

Anthocyanidines

Cyanidine Raisins , vin rouge, certaines
Delphénidine variétés de céréales.

La distribution d’un flavonoide donné est souvent limitée a une espece ou a une famille
végétale : flavonols dans 1’oignon, la pomme ou le th¢; flavanones dans les agrumes; isoflavones
dans le soja; flavanols dans le thé; anthocyanes dans les fruits et 1égumes colorés (rouge ou
bleu) ; proanthocyanidines dans divers fruits, boissons (thé, vin , cidre et chocolat) (Edeas, 2007)

La distribution de ces composés et des hétérosides de flavones et flavonols qui les
accompagnent varie ici nettement en fonction de I’organe (bois, écorce, fleuilles) (Bruneton,

2009).
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VI-2-1-3-Classification

Il existe plusieurs sous-classes de flavonoides, dont les principales sont les flavones, les

flavonols, les flavan-3-ols, les isoflavones, les flavanones et les anthocyanidines.
VI-2-1-3-1-Flavones et flavanols

Les flavonols se caractérisent par un hétérocycle oxygéné relativement oxydé, ils existent
principalement sous des formes glycosylées (glucose, xylose, arabinose, galactose, rhamnose)
(Collin and Crouzet, 2011).

Dans ces molécules, qui représentent la majorité des flavonoides connus au sens strict,
dans plus de 90% des cas, le cycle A des flavones et flavonols sur la est substitué par deux
groupes hydroxyles phénoliques soit libres, soit éthérifiés, d'autres subtitutions sont possibles,
avec une fréquence variable: groupes hydroxyles libres ou éthérifiés en C-6 ou C-8 ou les deux,
1soprénylation ou méthylation en C-6 ou C-8, ou implication de C-6, C-8 ou les deux dans une

liaison carbone-carbone avec un saccharide (Bruneton, 2008) (figure 12).

R R
) T .. OH " OH
8 1 Fil - I
HO. =~ 0. -~ - HO. = 0. -~ .
7 2
5 e 3 - "~
5 5 OH
OH o© OH ©

FLAVONES FLAVONOLS
A = H, apigénol A = H, kaemplérol
R = OH, lutéolal R = OH, quercéfol

Figure 12: Structures de base des flavones et flavonols( Bruneton, 2009).
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VI-2-1-3-2-flavanones et dihydroflavonols

Sont caractérisés par 1'absence de la double liaison C2-C3 et par la présence de centres
d'asymétrie. Les variations structurales sont de méme nature que celles qui sont décrites ci-
dessus pour les flavones et les flavonols (Bruneton, 2009).

Les dihydroflavonols (3-hydroxyflavanones) sont plus rares dans la famille que les
flavanones en soi. Les dihydroflavonols manquant d'oxygénation du cycle B (Bruce et al., 2013)

(figure 13).

R R
_ _OH _~.__OH
HO. . Q. W, HO O, i -
e e : e
N o
H
oH © OH ©
FLAVANONES DIHYDROFLAVONOLS
R = H, naringéiol R = H, dihydrokaemplé ol
R = OH, énodictyol R = OH, difydroquercetol

Figure 13: Squelettes de base des flavanones et
dihydroflavonols ( Bruneton, 2009).

VI-2-1-3-3-Flavan-3-ols et Anthocyanidols

Ces molécules sont toujours hydroxylées en C3 et se caractérisent par 1’absence du
groupe carboxyle en C4. Elles sont souvent a I’origine des polymeres flavoniques appelés
proanthocyanidols ou tannins condensés. Les flavan-3-ols sont tres abondant dans les fruits
comme les abricots, les cerises, les raisins,... etc.

Les anthocyanosides sont caractérisés par I’engagement de 1’hydroxyle en position 3dans
une liaison hétérosidique. On trouve parmi ces composés, le pélargonidol-3-O-glucosideet le

cyanidol-3-O-rutinose ou kéracyanine (Bruneton, 1999) (figure 14).
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A = OH, catéchol R = OH, eyanidol

Figure 14: Structures de base des vlavan-3-ols et anthocyanidols
( Bruneton, 2009).

VI-2-1-3-4-Chalcones et aurones

Les chalcones, dépourvues de I'hétérocycle central, sont caractérisées par la présence d'un
chainon tricarboné, cétonique, a, B-insaturée. Si les substitutions sur le noyau A sont le plus
souvent identiques a celles des autres flavonoides, le noyau B, est assez fréquemment
monosubstitué.

Les aurones sont caractérisées par une structure de 2-benzylidénecoumaranone

(Bruneton, 2009) (figure 15).

R OH
-’ oH pa—y

HO. -~ 1 N, i HO -~ Q

';':-,1.-" - . o .h._.:_;:_ D )
OH © o

CHALCONES

R = H, isoliquiritigénine AURONES

A = OH, butding hispiciol

Figure 15: Structures de base des chalcones et aurones (Bruneton, 2009).
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VI-2-1-3-5-Isoflavone

Les isoflavones font partie du groupe des flavonoides, ils sont formés par 1'oxydation et
I'élimination d'une molécule d'eau d'une flavone. Il existe une douzaine des types structuraux
d'iso-flavonoides, selon leur formule chimique, mais le squelette de base est le 3-
phénylchromane. Ils se rencontrent presque exclusivement dans la famille des fabacées, plantes
produisant des feves. Les isoflavones qui existent a 1'état libre sont les composés les plus

fréquents des isoflavonoides, connus depuis plus de cinquante ans (Roussel, 2005) (figure 16).

Figure 16: Structures de base des isoflavones (Victor and Preedy, 2012).

VI-2-1-3-6-Tannins

Utilisés depuis 1’antiquité par I’homme pour le traitement des peaux d’animaux, les tannins
ont une importance économique et écologique considérable et sont responsables de I’astringence
de nombreux fruits et légumes et des produits qui en sont dérivés (vin, thé, biere...) (Macheixet
al., 2005).

De nombreux tannins présentent des propriétés antioxydantes par le piégeage des radicaux
libres ou encore par I’inactivation des ions pro-oxydants. Grace a leurs fonctions phénoliques,
qui ont un fort caractere nucléophile, les tannins sont d’excellents piégeurs de radicaux libres

(Richelle et al., 2001 ; Lim et al., 2007).
VI-2-1-4-Propriété des flavonoides
VI-2-1-4-1-Activité antioxydante

L’interaction des flavonoides avec de nombreux radicaux a été¢ décrite dans plusieurs études
pour déterminer les principaux éléments de l'activité antioxydante. Grace a leur faible potentiel
redox, les flavonoides (FL-OH) sont thermodynamiquement capables de réduire les oxydants
radicalaires tels que les superoxydes, les peroxydes, les alcoxyles et les hydroxyles par transfert
d'hydrogene (Ghoul and Chebil, 2012).
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Les antioxydants sont classés selon leur mode d’action: éliminateurs de radicaux libres,
chélateurs d’ions métalliques, piégeurs d’oxygene dans des systémes fermés. Les polyphénols,
naturellement présents dans les aliments ou formés au cours des procédés de transformation sont

considérés comme éliminateurs des radicaux libres (Chew et al., 2009).

VI-2-1-4-2-Piégeage des radicaux libres

Les flavonoides sont capables de piéger les radicaux libres d'oxygene (X) par transfert d'un
électron ou de I'hydrogene :
X'+ AroH — XH + Aro
X'+ AroH — X + AroH"

Le radical hydroxyle formé est stabilisé par résonance. L’électron non apparié¢ peut se
délocaliser a travers le cycle aromatique, mais peut continuer a évoluer dans plusieurs processus
(dimérisation, dismutation, recombinaison avec d'autres radicaux, réduction de molécule mere,
oxydation de quinone) ou en réagissant avec des radicaux ou d'autres antioxydants. L’activité
antiradicalaire était corrélée au potentiel d'oxydation des flavonoides (Ghoul and Chebil, 2012).

On considere maintenant, et plus globalement, que ces phénols que sont les flavonoides.

Piegent les radicaux formés dans diverses circonstances :

VI-2-1-4-2-1-Auto oxydation lipidique

En général amorcée par un radical hydroxyle (ou par NO") qui arrache un hydrogene a la
chaine latérale d'un acide gras, elle forme un radical carboné (R’), ce dernier réagit avec
I'oxygene pour former des peroxydes cycliques et des radicaux hydroperoxyde (ROO") assurant
la propagation de cette réaction en chaine, il se forme également des radicaux alkoxyle lipophiles

(RO’) (Bruneton, 2009).

VI-2-1-4-2-2-Métaux chélants

L’activité antioxydante des flavonoides peut étre réalisée par la complexation des métaux de
transition. Ils accélerent la formation d'especes réactives de 1'oxygene. de plus, la complexation
des métaux de transition peut améliorer l'activité antioxydante des flavonoides en réduisant leur

potentiel d'oxydation ( Ghoul and Chebil, 2012).

27



Partie 1 Synthese bibliographique

VI-2-1-4-3-Inhibition de I’enzyme

Les flavonoides sont des inhibiteurs des enzymes, y compris les oxydoréductases qui sont
impliquées dans leurs especes radicalaires du cycle catalytique (lipoxygénase, cyclooxygénase,
monooxygénase, xanthine oxydase, protéine kinase ...).

La polymérisation enzymatique des composés phénoliques affecte leurs propriétés biologiques,
ces propriétés, y compris les activités antioxydantes, peuvent dépendre du poids moléculaire des
polymeres synthétisés et du type et de la position des liaisons (ponts M .PDI, CC ou CO), en
outre, en fonction de la méthode utilisée pour déterminer 1'activité antiradicalaire ( DPPH) des

polyphénols, les résultats sont controversés (Ghoul and Chebil, 2012).
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II- Matériels et Méthodes
I1-1- Préparation des extraits

L'extraction de la partie aérienne de la plante Genista sp. 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 Freres Mentouri, Constantine 1).
I1-2-Détermination de la teneur totale de I’extrait en phénols

La teneur en composés phénoliques totaux dans 1'extrait butanolique a été déterminée en
utilisant le réactif de Folin- Ciocalteus selon la méthode de Singleton et al., (1999). 20 ul de
I'extrait (1mg/ml) a été mélangé avec 100 pl de réactif de Folin- Ciocalteus et 1580 pl d'eau
distillée, apres 3 min on ajoute 300 pul de carbonate de sodium (Na,COs) 20%. Le mélange a été
agité et 'absorbance a été mesurée a 765 nm apres 2 h de réaction a la température ambiante.
Tous les tests ont été effectués en triple. L'acide gallique a été utilisé comme standard. La courbe
d'étalonnage (standard) a ét€ préparé en utilisant 0, 50, 100, 150, 200, 250,500 mg / L des
solutions d'acide gallique dans le méthanol: eau (10:90 , v / v). La concentration des composés
phénoliques totaux dans l'extrait a ét¢ déterminée en pg d'équivalents d'acide gallique (GAE) par
I mg de l'extrait a I'aide de 1'équation suivante obtenue a partir d'une courbe standard d'acide

gallique (R2 =0,991).
Absorbance = 0.001 x [acide gallique]
II-3- Détermination de la teneur totale de I’extrait en flavonoides

La teneur totale en flavonoides dans I’extrait butanolique a été déterminée selon la
méthode de Ordonez et al., (2006). A chaque 0.5 ml de I’extrait préparé dans le méthanol a une
concentration de 1mg/ml, 0.5 ml d'AICl3 a 2% a été ajouté. Apres 1 h d'incubation a température
ambiante, 1'absorbance a été mesurée a 420 nm. La concentration des flavonoides a été
déterminée en ug d'équivalent de quercétine (QE) par mg d'extrait en utilisant I'équation suivante
du courbe étalon de la quercétine.

Absorbance = 0.034 x [quercétine (ug)] + 0.015
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I1-4-Evaluation du pouvoir antiradicalaire

La capacité des échantillons d'essai de donneur d'hydrogene a été examiné en présence de
radical DPPH (1,1- diphényl-2 - picrylhydrazyl) en utilisant la méthode décrite par Braca et al.,
2001.3 ml d'une solution méthanolique 0,004 % du DPPH a été ajouté a différentes
concentrations (1, 2,5, 5, 10, 15, 20, 30, 50, 75 pg / ml) des échantillons d'essai. Apres 30
minutes d'incubation a température ambiante l'absorbance a été mesurée a 517 nm. Le
pourcentage d'inhibition de radical DPPH (1%) a été calculé comme suit : 1% = (DO controle —
DO échantillion / DO contrdle) x 100.

L’acide ascorbique a été utilisé comme controle.
I1I-5-Expérimentations animales

I1-5-1-Effet préventif de I’extrait butanolique de la plante Genista sp.sur la toxicité aigiie

induite par la doxorubicine (15mg/kg)

Dans cette étude, les rats males de la souche Wistar albinos pesant entre (180-200g) sont
utilisés. Des leurs réceptions, les rats sont divisés en 4 groupes de 7 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 accés libre a la nourriture et a 1’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.

Les rats sont répartis en quatre groupes de 7 rats:

T : Le groupe témoin non traité.

EX 100mg/kg : recoit I’extrait par gavage a la dose (100mg/kg) pendant 10 jours.

D : recoit une seule injection intra-péritonéale (15mg/kg) au 7 ™ jour (Ashouret al., 2011).
EX+D 100mg/kg : traités avec 1’extrait par gavage a la dose (100mg/kg) pendant 10 jours et

éme

d’une mono prise de DOX par voie intra-péritonéale a la dose de (15mg/kg) au 7 ™™ jour.

I1-5-2- Dissection des rats, prélevement du sang et des organes

Apres les différents traitements, les rats sont décapités par dislocation cervicale et les
foies et les cceurs sont immédiatement prélevés, pour 1’analyse des parametres du stress
oxydant.Le sang récupéré est immédiatement centrifugé a 4000 t/min pendant 10 minutes a 10°C
centrifugeuse, pour 1’analyse des parameétres biochimiques. Ces derniers sont déterminés par des

méthodes colorimétriques en utilisant des Kits commerciale (Spinreact, Espagne).
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I1-5-3- Préparation d’homogénat et de cytosol

Apres le sacrifice des rats, une perfusion aura lieu avec une solution froide de NaCl
(0,9%) 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 P’activité enzymatique de
GPx. Le dosage des protéines dans les fractions cytosoliques est réalisé par la méthode de Lowry

(1951).
I1-5-4- Dosage de MDA au niveau d’homogénat

La peroxydation lipidique dans le (foie et coeur) est évaluée par le dosage de
malondialdéhyde (MDA) selon la méthode d’Uchiyama and Mihara, 1978. Le MDA est I'un des
produits terminaux de la décomposition des acides gras polyinsaturés (PUFA) sous ’effet des
radicaux libres libérés au cours du stress. En milieu acide et a chaud (pH 2 a 3, 100 °C) une
molécule de MDA est condensée avec deux molécules de thiobarbiturique (TBA) pour former un
complexe coloré en rose (lecture a 532 nm).

Pour le dosage du MDA, 20% du foie et 10% du cceur est additionné a une solution de
KCI (1.15 %)puis broyage par un homogénéiseur de Dounce (Kontes, Glass companyan ISO-
9001 steered firm, New Jersey USA). A 0,5 ml de I’homogénat ; 0,5 ml d’acide phosphorique 20
% et 1 ml d’acide thiobarbiturique (TBA) 0,67 % sont additionnés. Le mélange est chauffé¢ a 100
°C pendant 45 minutes, refroidi puis additionné de 4 ml de n-butanol. Apres centrifugation de
I5minutes a 3000 tours/minute, I’absorbance est déterminée sur le surnageant au

spectrophotometre a 532 nm.
I1-5-5-Dosage de glutathion (GSH)

Le dosage du GSH est basé sur la méthode colorimétrique d’Ellman (1959).Le dosage de
glutathion est basé sur la réaction d’oxydation du GSH par I’acide 5, 5’- Dithiobis 2-
nitrobenzoique (DTNB) libérant ainsi 1’acide thionitrobenzoique (TNB) absorbant a 412 nm,
Pour ce dosage, un gramme de chaque organes (frais ou congelé) est homogénéisé dans trois
volumes de TCA 5 % a I’aide d’un broyeur de Dounce puis centrifugé a 2000 rpm. 50 pl de
surnageant sont dilués dans 10 ml de tampon phosphate (0,1 M, pH 8). A 3 ml du mélange de
dilution, 20 pul de DTNB (0,01 M) sont additionnés. L’absorbance est lue a 412 nm contre un

blanc préparé dans les mémes conditions avec le TCA 5 %.
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I1-5-6- Evaluation de I’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
(H20,) en présence de glutathion réduit (GSH), ce dernier est transformé en (GSSG) sous

I’influence de la GPx selon la réaction suivante :
H,0, + 2 GSH —>»GSSG + 2H,0

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

GSH / mg protéine).

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.

I1-5-7- Evaluation de I’activité enzymatique d’aspartate transaminase

L'activités enzymatique d’aspartate transaminase (ASAT) est determine selon la
méthodede Bergmeyer et al., 1987, en utilisant des kits commerciaux (QuimicaClinicaAplicada

S.A,Spain).

I1-5-8- 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’hydrogene (H,O;) qui réagit avec le phénol et le 4-Aminophenazone
dont la présence de I’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.

I1-5-9- Dosage des 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). L’intensité de la
coloration de la quinone imine mesuré a 500 nm est directement proportionnelle a la quantité de

triglycérides contenue dans 1’échantillon du sérum.
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I1-5-10-Etude histologique

Les coupes histologiques ont été réalisées a 1’hopital Abd Elhafid Boudjemaa de
Constantine, laboratoire d’ Anatom Pathologique, suivant la technique décrite par (Houlot ,1984).

La technique comporte cinq étapes principales:

I1-5-10-1- La fixation des échantillons
Apres la décapitation des rats, des fragments du foie des quatres lots ont été rapidement
fixés dans le formaldéhyde 10% afin d’immobiliser les structures cellulaires tout en conservant

leurs morphologies et entrainant leur insolubilité.

I1-5-10-2- La déshydratation et I’éclaircissement des échantillons

Apres la fixation, les échantillons sont retirés du formol puis rincées a I’eau distillée.
Ensuite, ils sont placés dans des cassettes spéciales a parois trouées. La déshydratation se fait en
utilisant un automate (Leica TP 1020) qui fait immerger les cassettes des échantillons dans des
bains successifs d’éthanol a concentration croissante (70 %, 95 % et 100 %), puis dans des bains
de xyléne pour I’éclaircissement des tissus et en fin les pieces sont plongées dans des bains de

paraffine liquide qui va peu a peu pénétrer les tissus en remplagant le solvant.

I1-5-10-3- L’inclusion des échantillons

Apres la saturation des échantillons par la paraffine liquide, ils sont inclus par la paraffine
dans de petits moules a fond plat afin de construire des blocs, pour faciliter sa coupe en utilisant
I’appareil a inclusion « Leica EG 1150 C » refermant un réservoir de paraffine maintenue a 1’état
liquide par un systeme de chauffage, et une plaque métallique réfrigérée pour obtenir la

solidification rapide du bloc de paraffine contenant le tissu.

I1-5-10-4- La réalisation des coupes histopathologique

Apres I’étape d’inclusion, les blocs de paraffine sont coupés en tranches minces de 4 a
5 wm grace a un microtome « Leica RM 2125 RT ». Les coupes sont étalées sur des lames de
verre et collées sur la lame par 1’utilisation de gélatine liquide. Les lames sont ensuite placées
dans un bain marie pour déparaffiner les coupes, puis séchées dans une étuve a 60°C pendant 2

heures.
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II-5-10-5- La coloration

Les coupes sont colorées par 1’utilisation de la technique & I’Hématoxyline-Eosine selon

les étapes suivantes:

>
>

Lavages des lames a 1’eau du robinet puis ringage a 1’eau distillée.

Les lames sont immergées dans un bain d’Hématoxyline de Harris (15 minutes) qui
colore en bleu violacée les structures basophiles (noyaux).

La différenciation des coupes dans 100 ml d’alcool éthylique a 70 % et 50 ml d’acide
HCI puis lavages dans un bain d’eau du robinet.

Les lames sont plongées dans un bain d’eau ammoniacale a 2 % afin de bleuir les coupes
puis immerger dans un bain d’Eosine (15 secondes a 2 minutes) qui colore en rose les
structures acidophiles (cytoplasme).

Apres séchage, le montage des lames a ét€ ensuite effectué pour pouvoir les examiner a
différents grossissements a I’aide du microscope optique muni d’un appareil photo

intégré.

I1-6-Evaluation statistique

Les résultats ont été exprimés sous forme de moyennes et écart-types. L’évaluation

statistique est effectuée en utilisant le test # de Student. La valeur trouvée par le calcul du ¢ 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 =1a différence est significative-

*#%:0,05 > p > 0,001 =1a différence est hautement significative-

*H% : p <0,001 = la différence est tres hautement significative.
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llI- Interprétation des résultats

I11-1- Dosage des composés phénoliques et flavonoides totaux
Les résultats obtenus montrent la richesse de I’extrait butanolique de la plante Genista sp.
en polyphénols et en flavonoides dont la teneur est 533+15,58 pg d'équivalent d'acide

gallique/mg d'extrait et 42,382 +1,12pg d'équivalent de quercétine/mg extrait respectivement.

I11I-2-Evaluation du pouvoir anti radicalaire

Les résultats obtenus dans cette méthode montrent que I’extrait butanolique de la plante
Genista sp. a une capacit¢ de donner I’hydrogéne au radical DPPH. Une diminution dose
dépendante du radical DPPH" a été observée lors du traitement. On n’observe que 1’extrait a des
capacités de piéger le radical DPPH avec une ICsy équivalente a 32,27+0,16pg/ml pg/ml par
rapport a la vitamine C 1Csy = 5,183 (Figure 17).

La figure21 indique qu’il y a une augmentation significative du pourcentage de piégeage

du radical DPPH'.
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Figure 17: L’activité antiradicalaire de I’extrait butanolique de la
plante Genista sp. et la vitamine C vis a-vis du radical libre DPPH'.
(moyenne de trois répétition).
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II1-3-L’effet protecteur de I’extrait butanolique de la plante Genista sp.vis-a-vis la toxicité
aigué induite par la doxorubicine (15mg/kg)

ITI-3-1-Les enzymes transaminase AST et ALT
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Figure 18 : Effet de la doxorubicine et I’extrait butanolique sur la fonction
hépatique et sa libération des transaminases ASAT et ALAT. Les valeurs sont
données en moyenne * Ecart type. ** : P< 0.05, *** : P< 0.001,

a : Groupes comparés au groupe témoin.

b :Groupes comparés au groupe DOXO

L’effet de la doxorubicine et I’extrait butanolique sur la fonction hépatique est illustré
dans la (Figure 18). Les résultats obtenus montrent une élévation trés hautement significative (p
< 0.001) du niveau sérique d’AST et d’ALT chez les rats traités par la DOX en comparaison
avec le groupe témoin non traité.

Par contre, I’administration de ’extrait (100 mg/kg) temporise I’effet de la doxorubicine
comparant avec le groupe traité par la DOX (p < 0.05). Cependant et comparant avec le groupe
trait¢ par la DOX, le prétraitement par 1’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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II1-3-2-L’effet des différents traitements sur le taux du cholestérol et les triglycérides

Les résultats présentés dans la (Figure 19) montrent une augmentation significative du
taux de cholestérol (p < 0.001) chez les rats traités par la DOX en comparant avec les rats du
groupe témoin non traité. Par contre, chez les rats prétraités par I’extrait par I’extrait (100 mg/kg)
provoque une diminution du taux de cholestérol. Cependant, on note que ce traitement temporise
I’effet de la DOX et normalisent les valeurs du cholestérol (p < 0.05).

Aussi bien, on remarque une augmentation 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 19 : Influence de I’administration de I’extrait butanolique
sur le taux du cholestérol et triglycéride chez les différents lots.
Les valeurs sont données en moyenne *+ Ecart type. ** : P< (.05,

w4k P<0.001,
a : Groupes comparés au groupe témoin.
b : Groupes comparés au groupe DOXO.
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ITI-3-3- L’effet sur la peroxydation lipidique (taux d’MDA) dans le foie et le cceur

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

normalise la valeur d’MDA comparativement au groupe témoin (figure 20).

3,50 1 = MDA FOIE
3’00 i a**>l< MDA C(EUR
I
2,50 -
b** a***
. 2,00 - I 7
&
S 1,50 - I I
E 1,00 - . I I
0,50 -
0,00 ‘ ; A ; ! . |
T EX100 D EX100+D

Figure 20 : Influence de I’administration de I’extrait butanolique sur la
concentration en MDA (foie et ceeur). Les valeurs sont données en moyenne +
Ecart type. ** : P< 0.05, *** : P< 0.001,

a : Groupes comparés au groupe témoin.

b : Groupes comparés au groupe DOXO.

I11-3-4-L’effet sur le glutathion réduit (GSH) du foie et le cceur

Les résultats illustrés dans la figure (21) montrent un effet remarquable de 1’extrait
butanolique (100mg/kg) sur le taux du glutathion réduit ou GSH. Nous avons remarqués une
diminution treés hautement significative (p < 0.001) du taux de GSH au niveau du foie et cceur
chez les rats trait€és par la DOX par rapport au groupe témoin non traité. Aussi bien, une
augmentation significative de GSH est constatée au niveau du cceur des rats recevant la DOX et
prétraités par I’extrait butanolique (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 I’extrait butanolique.
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Figure 21 : Effet de I’extrait butanolique sur le niveau de GSH dans le
(foie et ceeur). Les valeurs sont données en moyenne + Ecart type. test de
Student ¢: *** : p < 0.001, ** :P< 0.05.

a : Groupes comparés au groupe témoin.

b : Groupes comparés au groupe DOXO.

III-3-5- L’effet sur activité de la GPx du foie et le coeur

Les résultats illustrés dans la figure (22) montrent une diminution tres hautement
significative (p < 0.001) de I’activité enzymatique du GPx dans I’homogénat du foie et le coeur
chez les rats traités par la DOX comparant a celle mesurée chez les rats témoins non traités.
L’activité enzymatique de ce systetme antioxydant est conservée a son niveau normal chez les
rats recevant la DOX et prétraités par I’extrait a la dose 100 mg/kg au niveau du foie et cceur par

rapport au groupe DOX (p < 0.05).
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Figure 22 : Effet de I’extrait butanolique sur ’activité de la GPx dans le
(foie et cceur).Les valeurs sont données en moyenne + Ecart type. test de
Student ¢ *** : p < 0.001, ** :P< 0.05.

a : Groupes comparés au groupe témoin.

b : Groupes comparés au groupe DOXO.
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II1-4- Analyse histopathologique

L’analyse microscopique réalisée sur le tissu hépatique est figurée dans les figures 23, 24
et 25. L’histologie du parenchyme hépatique des rats appartenant au lot témoin révele une
morphologie intacte faite de lobules centrés par une veine Centro-lobulaire et composés
d’hépatocytes a cytoplasme éosinophile plus ou moins bien limité et aux noyaux arrondis

légerement basophiles et réguliers figure (23).

Figure 23 : Observation microscopique des coupes histologiques du
foie des rats du lot témoin G. (10x40).
N: Noyau

Chez les rats traités par la DOX seule : 1’é¢tude histologique montre un parenchyme
hépatique d’architecture conservée présente :
Une nécrose hépatocytaire ; congestion vasculaire (figure 24 A) ; des pigments biliaires (figure

24 B) avec des corps apoptotiques (figure 24 C).

Pour les lots des rats prétraités par 1’extrait de plante, I’aspect histologique a objectivé que les

dommages observés chez les rats traités par la DOX ont radicalement diminués (figure 25).
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Figure 24: Observation microscopique des coupes histologiques du foie des
rats du lot DOX G. (10x40).
C : Congestion vasculaire
PB : Pigments Biliaires
CA : Corps Apoptotiques
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Figure 25: Observation microscopique des coupes histologiques du foie des rats
prétraités par I’extrait butanolique et doxorubicine G. (10x40).

42



Partie IV Discussion

IV- Discussion

Dans la présente étude, I’extrait butanolique de la plantes Genista sp. montre une richesse
en polyphénols avec un taux élevé des flavonoides. Ces composés phénoliques s’aveérent d’un

pouvoir anti radicalaire important comparés a la vitamine C.

La méthode de DPPH est une méthode utilisée pour basé sur la mesure du piégeage des
radicaux libres de DPPH (1-diphenyl-2-picrylhydraxyl) en solution dans le méthanol. Le DPPH
est un radical libre stable violet en solution. Dans ce test les antioxydants réduisent le DDPH
ayant une couleur violette, cette couleur disparait rapidement au un composé jaune, dont
l'intensité de la couleur est inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants présents
dans le milieu a donner des protons.

Cette décoloration peut €tre suivie par spectrophotométrie en mesurant la diminution de
I’absorbance a 517 nm lorsque le DPPH est réduit par un capteur de radicaux libres. On peut
résumer cette réaction par 1’équation suivante:

DPPH+ AH ———»DPPH-H + A-

AH : représente un compose capable de céder un hydrogene au radical DPPH. (violet) pour le

transformer en molécule DPPH-H (Brand-Williams et al., 1995).

Les anthracyclines sont des agents chimio thérapeutiques anticancéreux efficaces mais
peut induire une cardiotoxicité grave. Les antibiotiques d'anthracycline, y compris la
doxorubicine , ont été utilisés pour la chimiothérapie du cancer pendant plus de 20 ans. Tandis
que DOX s'est révélée efficace également contre les tumeurs solides. Malgré 1'utilité de cet agent
dans I'élimination des cellules cancéreuses, une cardiotoxicité sévere survient chez environ 20%
des patients traités avec des anthracyclines. Ceux-ci peuvent survenir pendant ou peu apres le
traitement (Kim et al., 2003).

Les résultats obtenus montrent un grand déséquilibre dans la fonction des différents

organes €tudiés chez les rats traités par la doxorubicine par rapport au groupe témoin.

Le but de cette étude est de connaitre 1'effet protecteur de 1'extrait n-butanolique de plante
Genista sp. sur la toxicité cardiaque et hépatique causée par la doxorubicine avec la dose
(15mg /kg). Les résultats biochimiques obtenus indiquent que la doxorubicine a causé une

toxicité cardiaque et hépatique avec la dose (15mg/kg).
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I a été suggéré que DOX sous forme de DOX semiquinone joue un rdle majeur dans son
action hépatotoxique. Les semiquinones sont instables dans des conditions aérobies, générant
ainsi des radicaux anioniques superoxydes en réagissant avec l'oxygéne moléculaire. Les
hépatocytes sont les cibles probables de 1'attaque des especes réactives de 1'oxygene dans le foie
défaillant. Il est concevable que les radicaux libres causent des dommages a leur formation.

Les transaminases sériques ont long temps été considérées comme des indicateurs sensibles des
dommages de la fonction hépatique. La 1ésion des hépatocytes altere leur fonction de transport et
leur perméabilité membranaire, entrainant une fuite des enzymes des cellules, cette fuite entraine
une diminution des taux d'ALT et d'AST dans les cellules hépatiques mais une augmentation des

taux d'ALT et d'AST dans le sérum (Mohan et al., 2010).

Dans cette étude, les résultats obtenus montrent une élévation tres hautement significative
(p < 0.001) du niveau sérique d’AST et d’ALT chez les rats traités par la DOX (15mg/kg) en
comparaison avec le groupe témoin non traité.

D’apres les résultats obtenus, I’administration de I’extrait (100 mg/kg) temporise I’effet
de la doxorubicine et normalise ’activité¢ de ces enzymes. Cela révele que 1’extrait butanolique

de cette plante a un effet protecteur vis-a-vis la toxicité provoquée par la DOX.

Le stress oxydatif est considéré comme la principale cause de cardiotoxicité induite par la
doxorubicine (Sou Hyun Kim et al., 2017). La forme semiquinone de la doxorubicine interagit
avec l'oxygene moléculaire et produit des especes réactives de I’oxygene, également en présence
de fer, un complexe est formé (complexe irondoxorubicine) ce complexe réduit O, a H,O, et
autres especes réactives de 1'oxygene (Xinyi tao et al., 2017). Il y a de plus en plus de preuves
expérimentales suggérant que les effets potentiellement mortels de la doxorubicine sur le cceur
résultent d'une lésion tissulaire oxydative induite par un médicament. Le métabolisme de
I'oxygene réactif 1ié a la doxorubicine peut submerger la capacité limitée du coeur a détoxiquer
les radicaux libres, ce qui entraine des dommages oxydatifs étendus aux cellules myocardiques

(Sou Hyun Kim et al., 2017).

Dans notre étude, le traitement des rats avec la DOX (15mg/kg) augmente
significativement le taux d’MDA au niveau du foie et coeeur (p < 0.001) qui est un indicateur
important de la peroxydation des lipides. Cela est contrairement au taux du GSH et GPx, nous
avons remarqués une diminution tres hautement significative (p < 0.001) du taux de GSH et de
I’activité enzymatique du GPx au niveau du foie et cceur chez les rats traités par la DOX par

rapport au groupe témoin non traité.
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Partie IV Discussion

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 ’activité des enzymes antioxydantes GPx et CAT.

La peroxydation lipidique est I'un des principaux mécanismes impliqués dans la
cytotoxicité de la doxorubicine (Tiwari et al., 2018). Elle est un processus causé par les radicaux
libres, conduisant a la dégradation oxydative des acides gras polyinsaturés des membranes
(Mazunder et al., 2005).

L’augmentation du taux de MDA est un résultat logique du stress oxydatif séveére et de la
peroxydation lipidique (Xinyi Tao et al., 2017).

Les ROS peuvent induire une peroxydation lipidique et perturber 1’agencement bicouche
lipidique de la membrane qui peut inactiver les récepteurs et les enzymes liés a la membrane et
augmenter la perméabilité tissulaire. Les produits de la peroxydation lipidique, tels que le MDA
est capable d’inactiver de nombreuses protéines cellulaires en formant des liaisons croisées de

protéine (MDA) (Birben et al., 2012).

On a constate aussi bien , une augmentation significative au niveau du cholestérol et des
triglycérides chez le groupe traité par la DOX seule, cela est contrairement au groupe témoin,
mais les rats prétraitées par I’extrait butanolique ont des valeurs de cholestérol et des
triglycérides normaux ,cela prouve que 1’extrait butanolique temporise significativement la
valeur du cholestérol ainsi que celle des triglycérides d’apres ces résultats.

En conséquence, nos études biochimiques ont indiquées que la DOX a causée une hépato-
toxicité qui a été empéchée par les flavonoides contenus dans 1’extrait butanolique. On distingue
aussi que notre extrait butanolique a un pouvoir diminuant de I’excés du cholestérol et des

triglycérides au niveau du sang.

Le GSH est ’antioxydant endogene le plus abondant et a un role potentiel a jouer dans la
défense contre le stress oxydatif grace a sa capacité de piégeage électrophile. Ainsi, on considere
que le niveau de GSH est un déterminant important de la capacité antioxydante dans le tissu.

I1 a été suggéré que la génération de radicaux oxygénés par le cycle redox lié a la doxorubicine
pourrait expliquer les pools de GSH appauvris dans le cceur et le foie qui ont été trouvés apres
I'administration de la doxorubicine. Le traitement a la doxorubicine réduit significativement des
niveaux de GSH dans le cceur et le foie, suggérant que de faibles niveaux de GSH contribuent
partiellement a la diminution du stress oxydatif suivi par 1'amélioration de la peroxydation

lipidique (Sou Hyun Kim et al., 2017).
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Partie IV Discussion

Le prétraitement des groupes par ’extrait butanolique de la plante Genista sp. a entrainé
une augmentation du niveau d’enzymes antioxydantes (GSH ,GPx) dans le foie et le cceur, ainsi
que une normalisation du taux d’MDA et une normalisation de taux du GSH au niveau de ces

deux organes.

Nos études biochimiques ont indiquées que le prétraitement par 1’extrait butanolique
modifie la valeur du cholestérol ainsi que la valeur des triglycérides. Ces résultats indiquent que
I’extrait butanolique de Genista sp. peut protéger les cellules contre les dommages oxydatifs
causés par l'administration de doxorubicine dans le cceur et le foie des rats.

Les résultats de notre étude histologique montrent que le traitement des rats males par 15 mg/kg
de la DOX provoque des changements morphologiques au niveau du foie. On observe une
présence d’une nécrose hépatocytaire ; congestion vasculaire; des pigments biliaires avec des
corps apoptotiques, résultats obtenus sont conformes avec les recherches de (Raskovi¢ et al.,

2011).

D’autre part, le prétraitement avec 1’extrait butanolique de la plante Genista sp. (100mg/kg) a
diminué les changements morphologiques provoqués par la doxorubicine (15mg/kg) au niveau
du foie par rapport au groupe témoin. Ces résultats conforment les travaux de (Summya et al.,

2013).
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Conclusion générale

Les effets secondaires de la chimiothérapie varient en fonction du médicament utilisé,
comme la doxorubicine. Bien que , la doxorubicine soit utilisée dans le traitement de nombreux
types de cancer, elle est susceptible de produire des radicaux libres dans le foie et les tissus
cardiaques entrainant un déséquilibre dans le statut redox cellulaire.

Ces effets secondaires peuvent étre réduits ou évités, grace a un traitement préventif par les
extraits des plantes médicinales qui sont la source de la plupart des antioxydants, qui ont la
capacité de piégeriez les radicaux libres.

Les résultats in vivo ont confirmés que la doxorubicine induit la toxicité cardiaque et
hépatique .En effet, il a été démontré que les systemes de défense antioxydant (GPx, et GSH)
ont été diminués au niveau des organes étudiés (foie et cceur). Par contre, on a évalué une
augmentation des AST, ALT, cholestérol et des triglycérides dans le plasma indiquant une
peroxydation lipidique des membranes des cellules hépatiques et cardiaques. Aussi bien,
I'augmentation de taux d’MDA I’un des bio marqueurs de stress oxydant.

En outre, les résultats trouvent que 1’extrait de la plante Genista sp. offre une protection
efficace contre le stress oxydant dans le tissu hépatique et cardiaque induite par la doxorubicine
en diminuant [’augmentation des parametres biochimique (AST, ALT, cholestérol et des
triglycérides) et de taux d’ MDA, et en augmentant le niveau des enzymes antioxydants (GSH et
GPx) . Aussi, les déférentes analyses histologiques ont confirmées 1’effet protecteur de la plante
Genista sp. ou elle peut améliorer les dommages histologiques hépatiques causés par la
doxorubicine.

En conclusion, I’extrait butanolique de plante Genista sp. offre un bon effet contre les
radicaux libres qui sont formés par la DOXO, griace a ces substances intéressantes en
thérapeutique, par leur pouvoir scanvenger contre les especes réactives de I’oxygene dans les

deux organes (foie et ceeur).
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Résume

Résumé

L'objectif de cette étude était de déterminer 1'effet protecteur de I'extrait n-butanolique de
la plante Genista sp. sur la toxicité cardiaque et hépatique induite par la doxorubicine, ainsi que
I'évaluation du stress oxydatif causé par ce médicament. Cette étude a montrée I'effet toxique de
ce médicament sur le coeur et le foie lors du traitement de rats avec une seule injection intra-
péritonéale de (15mg/kg). La toxicité cardiaque et hépatique a été caractérisée par une
augmentation de l'activité des parametres biochimiques (ALAT, ASAT, Triglycérides et du
Cholesterol), une augmentation du taux de MDA, et une diminution du taux de GSH et l'activité

de enzyme (GPx).

Les résultats obtenus montrent que le rdle protecteur de l'extrait bétanolique (100mg/kg)
est confirmé: le prétraitement avec cet extrait réduit l'activité des indicateurs biochimiques
(ALAT, ASAT, Triglycérides, Cholestérol), I'inhibition de l'activité oxydante lipidique et la
modification de l'activité de (GPx), et le taux du GSH, cela est di a l'activité des flavonoides
trouvés dans cet extrait, qui joue un role dans la capture des radicaux libres. Sur la base de
I'étude histologique du foie, 1'efficacité de 1'extrait butanolique a été confirmée en réduisant les
déséquilibres aigus observés chez les rats traités par la doxorubicine.

L’extrait n-butanolique de la plante Genista sp. contient des substances intéressantes en

thérapeutique, par leur pouvoir antioxydant et chémoprotecteur dans le foie et cceur.

Mots-clés: Genista sp.; Doxorubicine ; Cardiotoxicité ; Hépatotoxicité ; Stress oxydatif ;

Activité antioxydante ; Extrait n-butanolique ; La peroxydation lipidique.



Résumeé

Abstract

The objective of this study was to determine the protective effect of the n-butanoli extract
of Genista sp. on doxorubicin-induced cardiac and hepatic toxicity, as well as the assessment of
oxidative stress caused by this drug. This study showed the toxic effect of this drug on the heart
and liver when treating rats with a single peritoneal injection of (15mg / kg). Cardiac and hepatic
toxicity was characterized by an increase in the activity of biochemical parameters (ALT, ASAT,
Triglycerides and Cholesterol), an increase in the level of MDA, and a decrease in GSH level
and enzyme activity (GPx).

The results obtained show that the protective role of butanol extract (100mg/kg) is
confirmed: pretreatment with this extract reduces the activity of biochemical indicators (ALT,
AST, Triglycerides, and Cholesterol), inhibition of lipid oxidizing activity and modification. The
activity of the flavonoids found in this extract, plays a role in the capture of free radicals. Based
on the histological study of the liver, the efficacy of butanol extract was confirmed by reducing
acute imbalances observed in rats treated with doxorubicin.

Keywords: Genista sp.; Doxorubicin; Cardiotoxicity; Hepatotoxicity; Oxidative stress;

Antioxidant activity; n-butanol extract; Lipid peroxidation.
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L’activité de I’extrait butanolique de la plante Genista sp. vis -a- vis de la
toxicité induite par la doxorubicine.

Résumé

L'objectif de cette étude était de déterminer I'effet protecteur de l'extrait n-butanolique de la
plante Genista sp. sur la toxicité cardiaque et hépatique induite par la doxorubicine, ainsi que
I'évaluation du stress oxydatif causé par ce médicament. Cette étude a montrée 1'effet toxique de ce
médicament sur le coeur et le foie lors du traitement de rats avec une seule injection péritonéale de
(15mg /kg). La toxicité cardiaque et hépatique a été caractérisée par une augmentation de l'activité
des parametres biochimiques (ALAT, ASAT, Triglycérides et du Cholesterol), une augmentation
du taux de MDA, et une diminution du taux de GSH et I'activité de enzyme (GPx).

Les résultats obtenus montrent que le role protecteur de l'extrait bétanolique est confirmé: le
prétraitement avec cet extrait réduit l'activité des indicateurs biochimiques (ALAT, ASAT,
Triglycérides, Cholestérol), l'inhibition de l'activité oxydante lipidique et la modification de
l'activité de (GPx, GSH), cela est dii a I'activité des flavonoides trouvés dans cet extrait, qui joue un
role dans la capture des radicaux libres. Sur la base de 1'étude histologique du foie, l'efficacité de
l'extrait de butanolique a été confirmée en réduisant les déséquilibres aigus observés chez les rats
traités par la doxorubicine.

L’extrait n-butanolique de la plante Genista sp. contient des substances intéressantes en

thérapeutique, par leur pouvoir antioxydant et chémoprotecteur dans le foie et cceur).

Mots-clés: Genista sp. ; Doxorubicine ; Cardiotoxicité ; Hépatotoxicité ; Stress oxydatif ; Activité

antioxydante ; Extrait n-butanolique ; La peroxydation lipidique.
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