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Introduction

Introduction :

La toxicologie médicamenteuse est devenue un sujet d’actualité qui constitue un axe de
recherche trés important. Elle est considérée comme une source majeure de problemes de santé

publique et une cause principale de mortalité dans le monde (Salam et Allam, 2015).

La doxorubicine (DOX) est I’'un des médicaments antinéoplasiques les plus répandus dans
le monde entier. Il est connu pour ses vertus pharmacologiques importantes et il est utilisé en
oncologie clinique pour le traitement de différents types de cancers tels que les carcinomes du
sein et de I’cesophage, les leucémies, les tumeurs solides et les lymphomes hodgkiniens et non
hodgkiniens. Malgré sa valeur thérapeutique, son utilisation est limitée en raison de leurs effets
indésirables toxiques sur différents organes, notamment le systéeme reproducteur (Lauzon, 2008;
Granados-Principal et al., 2010;0la-Davies et al., 2015; Nowrouzi et al., 2019).

Les testicules sont 1’unité morphologique et fonctionnelle de la reproduction, formant ainsi
la principale glande génitale masculine qui assure deux fonctions fondamentales; une fonction
endocrine caractérisée par la sécrétion d’hormones sexuelles, et une fonction exocrine par la

production des spermatozoides (Marieb etHoehn, 2010;Kamina, 2013;Noblanc, 2013).

Le mécanisme exact de la toxicité de la DOX au niveau des testicules n’a pas encore été
élucidé, mais plusieurs études ont montré que le principal mécanisme pathogéne semble étre la

génération des radicaux libres toxiques et I’induction du stress oxydatif (Renu et Valsala, 2019).

La phytothérapie constitue un des fondements de la médecine traditionnelle pratiquée a
travers le monde, elle représente une alternative intéressante pour traiter et soigner sans créer de
nouvelles maladies (Dutertre, 2011). Malgré le développement phénoménal de I’industrie
pharmaceutique et chimique, I’intérét populaire pour la phytothérapie n’a jamais cessé d’évoluer.
Les plantes médicinales contiennent un grand nombre de molécules actives d' intérét biologique
mis a profit dans 1’industrie, I’alimentation, la cosmétologie et en dermopharmacie. Parmi
ces molécules, on trouve les coumarines, les alcaloides, les acides phénoliques, les tannins, les
terpénes et les flavonoides. Les flavonoides possedent potentiellement des activités anti-
oxydantes, anti-inflammatoires, anti-cancerigeneset antimicrobiennes (Bahorun, 1997;Atik
bekkara et al., 2007).

Plusieurs études ont été intéressées par 1’analyse de I’effet protecteur de différentes plantes

médicinales vis-a-vis de la toxicité induite par la DOX au niveau de différents organes. Dans ce
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cadre, de nombreuses plantes ont été testées en tant qu’antioxydants (Mecheri et al., 2018 ;
2019).

Notre étude vise a évaluer I’effet protecteur et antioxydant de 1’extrait n-butanol de la
plante Crataegus sp vis-a-vis de la toxicité testiculaire induite par la DOX chez les rats Wistar

albinos. Dans ce contexte, deux études ont été effectuées parallélement :

Une premiéere étude in vitro afin d’évaluer le pouvoir antioxydant (piégeage de radical
DPPHetinhibition de la peroxydation lipidique) et le taux des polyphénols et des flavonoides

dans I’extrait n-butanol de Crataegus sp.

Une deuxiéme étude expérimentale in vivo qui vise a évaluer I’activité protectrice des
antioxydants présents dans 1’extrait butanolique de Crataegus sp contre la toxicité testiculaire

provoquée par la DOX.
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Synthese Bibliographique

I. Le system reproducteur male :

1. Généralités sur le systeme reproducteur :

Le fonctionnement de la plupart des systemes de 1’organisme doit étre assuré d’une
maniere continue pour garder 1’équilibre dynamique qui nous maintient en vie. La seule
exception est le systeme génital, qui semble « dormir » jusqu’a la puberté (Marieb etHoehn,
2010), il ne contribue pas a I’homéostasie, mais il exerce d’autres effets importants (Sherwood ,
2008).

Le systeme de reproduction joue un réle vital en assurant la continuité de 1’espéce, c’est
une collection d’organes génitaux internes et externes chez les hommes et les femmes-impliqués
dans le processus de reproduction, qui travaillent en collaboration dans le but de procréer et

produire une progeniture.

Le systeme génital est nécessaire a la production de nouveaux organismes vivants qui est
une caractéristique fondamentale de la vie. Le systeme reproducteur comprend les gonades,
organes sexuels primaires, sont les testicules chez les males et les ovaires chez les femelles, et
les organes reproducteurs accessoires (Phillip, 2001).Ces gonades produisent des cellules
sexuelles, ou gametes, mais sécrétent également des hormones stéroides, généralement appelées
hormones sexuelles et sont considérés comme des glandes endocrines. Une nouvelle vie
commence lorsqu’un ovule d’une femme est fécondé par le sperme d’un homme. Les ovules sont

fabriqués dans les ovaires et les spermatozoides dans les testicules (Marieb etHoehn, 2010).

® | e systeme génital masculin :

Le systeme génital masculin est un systeme complexe et spécifique puisqu’il remplit deux
fonctions : D’abord, il participe a la création de nouveaux individus possédant un bagage
génétique provenant d’un mélange des génes des parents. Ensuite, ce Systeme joue un role
important dans la phase de la puberté en aidant a maintenir 1’équilibre physiologique chez

I’homme.

La fonction génitale de I’homme est d’élaborer les gamétes males, appelés les
spermatozoides, et de les introduire dans les voies génitales de la femme, ou la fécondation est
possible. Les organes du tractus génital masculins sont divisés en deux groupes : des organes
génitaux internes, qui ont une origine embryologique, non visibles, destinés essentiellement a la

reproduction a savoir les testicules, les épididymes, les conduits spermatiques (déférents et
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éjaculateurs), la prostate, les glandes séminales et les glandes bulbo-urétrales ; et des organes
génitaux externes, visibles, destinés surtout a la copulation, et comprennent le pénis et le scrotum
(Kamina, 2013) (Fig.1).

Vertebral column

Urinary Ureter
bladder
Pubic Rectum
g Seminal
inal
Ductus
deferens / : ( -
V. - Ejaculatory duct

Prostate gland

Seminal

Cords of
erectile
tissue

Bulbourethral gland

Glans Urathra

penis Epididymis

Scrotum

Testis giand

Ductus deferens

Epididymis

Figure 1: Le systéme reproducteur male (Sherwood , 2008)

2. Anatomie du systéme génital de ’homme :

® | escrotum:

Le scrotum est un sac externe pigmenté de peau et de fascia superficiel, c¢’est une poche
protectrice qui constitue 1’enveloppe cutanée des testicules, les deux glandes sexuelles
masculines qui produisent de la testostérone et qui sont le siége de la spermatogénése(Noblanc,
2013) .Suspendu a I’extérieur des cavités abdominales et pelviennes au niveau de la racine du
pénis (Marieb et Hoehn, 2010), cette localisation permet de protéger et de faciliter physiquement
la régulation de la température des testicules et rester a une température légerement inférieure a
celle du corps, ce qui est une condition indispensable pour assurer une spermatogénése optimale
(Phillip, 2001).11 est bien alimenté par le sang (il contient les artéres et les veines) et il présente



Synthese Bibliographique

des poils clairsemés, une cloison médiane divise le scrotum en deux loges testiculaires par le

septum scrotal (Fig.2).
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Figure 2: Le scrotum et ses constituants (Patel, 2017)

La peau du scrotum est d’une nature spécifique présentant plusieurs caractéristiques d’une
muqueuse transformée lors de ’embryogénese, elle pourrait jouer un rdle dans le dispositif
hormonal. Le scrotum est en fait la premiére enveloppe d’un organe multicouche protégeant le

testicule. De la couche superficielle a la profondeur, le scrotum comprend :

a. La peau scrotale :

Elle est fine et extensible avec un épithélium pigmenté, son derme ou tunique dartos est
riche en fibres musculaires lisses ou muscle dartos qui joue un réle thermorégulateur : sa
contraction, en réduisant la surface du scrotum, diminue la température intra-scrotale. Il forme au

niveau du plan médian le septum scrotal. (Kamina, 2013)

b. Le fascia spermatique externe :

Il se continue avec le fascia superficiel du pénis (Kamina, 2013)

c. Le fascia crémastérique :

Ce tissu aléatoire contient I’épanouissement terminal des faisceaux du muscle crémaster
(Kamina, 2013).Ce muscle formé de bandes de tissu musculaire squelettiqgue qui prennent

naissance dans le muscle oblique interne de 1’abdomen, permet 1’ascension des testicules.
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d. Le fascia crémastérique interne :

Il se continue avec le fascia profond du pénis (Kamina, 2013)

® |estesticules :

Les testicules dérivent de la téte gonadique embryonnaire située a I’arricre de la cavité
abdominale. Dans les derniers mois de la vie feetale, ils sortent de cette cavité par le canal

inguinal pour terminer dans le scrotum (Sherwood, 2006).

Sont la principale glande génitale masculine qui assure deux fonction fondamentales ; une
fonction endocrine caractérisée par la sécrétion d’hormones sexuelles, et une fonction exocrine

par la production des spermatozoides (Noblanc, 2013).

Les testicules sont intimement unis avec 1’épididyme, formant ainsi ’'unité morphologique et
fonctionnelle de la reproduction (Kamina, 2013). lls sont de forme ovoide, paire d'organes ovales
légerement aplatis qui mesurent environ 4 cm de longueur et 2,5 cm de large chez I’homme
(Marieb etHoehn, 2010). Ils sont recouverts de deux tuniques. La tunique vaginale, membrane
séreuse qui recouvre le testicule a I’exception d’une zone de la face médiale (Heffner, 2001)
(Fig.3a). La cavité de la tunique vaginale présente un cul-de-sac entre le corps de 1’épididyme et
le testicule formant le sinus épididymaire (Kamina, 2013). La tunique située plus en profondeur
est I’albuginée ou tunique albuginée (albus : blanc), collée a la séreuse, formant un sac fibreux
(riche en fibres de collagenes, fibres élastiques) appelé la capsule fibreuse du testicule (Marieb et
Hoehn , 2010)

Des expansions de I’albuginée cloisonnent le testicule en compartiments appelés lobules,
chaque testicule est composé de 200 a 300 lobules chez I’homme, dans lesquels on trouve outre
des vaisseaux sanguins, les tubes séminiféres et le tissu interstitiel entre les tubes séminiféres
(Marieb et Hoehn , 2010). Ces expansions convergent en profondeur formant le mediastinum
testis (ou corps de Highmore) ; un tissu conjonctif lache riche en vaisseaux et contient le
retetestis (réseau de Haller), un réseau de tubules du médiastin testiculaire qui transportent les
spermatozoides des tubules seminiféres jusqu’aux canaux efférents.Chaque lobule renferme de
un a quatre tubules séminiféres contournés et emmélés qui fabriquent les spermatozoides et qui
fusionnent pour former un tubule séminifere droit (llacqua et al., 2017).Chaque tubule
séminiféere est entouré de 3 a 5 couches de cellules myoides qui aident a compresser les
spermatozoides et le liquide testiculaire dans les tubules et a les extraire des testicules par leurs
contractions rythmiques (Marieb et Hoehn , 2010) (Fig.3c). Le tubule séminifére droit vers

lequel les tubules seminiféres de chaque lobule convergent, se raccord au retetestis qui constitue,
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avec lui, les premieres voies de I’excrétion du sperme. Les spermatozoides quittent le testicule
par les canalicules efférents et pénetrent dans I’épididyme, les spermatozoides immatures passent
par la téte, le corps et la queue de 1I’épididyme ou ils sont emmagasinés jusqu’a 1’éjaculation
(Marieb et Hoehn , 2010).

Le tissu conjonctif qui recouvre les tubes séminiferes contournés, renferme les cellules de
Sertoli qui constituent avec les cellules germinales un épithélium uni stratifié qui tapissent la
paroi des tubes séminiferes. Les cellules de sertoli ont une fonction nutritive pour les futurs
spermatozoides et forment la barriéere hémato-testiculaire. La méiose qui est le processus a
I’origine de la production des gameétes males, a lieu au niveau des parois de ces cellules de
soutien. Le tissu conjonctif renferme également des cellules interstitiellles, aussi appelées
cellules de Leydig. Ces cellules sont groupées en amas dans 1’espace interstitiel, qui sépare les
tubes séminiféeres (Noblanc, 2013; Tremblay, 2018). Elles synthétisent essentiellement les
hormones androgénes (en particulier la testostérone) et les libérent dans le liquide interstitiel ou
elle baigne (Marieb et Hoehn , 2010), et produisent également d’autres molécules :de 1’ocytocine
et de la vasopressine (ADH) pour contracter les cellules myoides des tubes séminiféres ; de
I’IGF-1, sécrété également par les cellules de sertoli, qui augmente le nombre des récepteurs a la
LH et active des enzymes intervenant dans la stéroidogénese ; des cestrogénes, estrone (E1) et
estriol (E3).

Le testicule présent une vascularisation et une innervation particuliére, sont irrigués par
les arteres testiculaires (Noblanc, 2013). Les veines testiculaires constituent un réseau appelé
plexus pampiniforme qui a une activité musculaire nécessaire aidant a maintenir la température

un peu plus basse convenant a la physiologie normale des testicules (Marieb et al., 2007).
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Figure 3:Structure du testicule (Marieb et al., 2007)

3. Physiologie du systeme génital masculin :

Le testicule assure principalement deux fonctions principales, endocrines et exocrines. La
fonction endocrine consiste a élaborer et sécréter les hormones sexuelles, les androgénes et
I’inhibine (et I’hormone antimiillérienne chez I’embryon). La fonction exocrine comprend la

spermatogénese (Kamina, 2013)

3.1. Le sperme:

Le sperme, ou liquide séminal, est le liquide blanchatre Iégerement collant qui renferme
les spermatozoides, le liquide testiculaire et les secrétions des glandes annexes lors de
I’¢jaculation.Ce liquide constitue le milieu de transport des spermatozoides, il contient des

nutriments ainsi que des substances chimiques qui protegent et facilitent leurs mouvements en



Synthese Bibliographique

raison de la disponibilité de certaines enzymes et d’une hormone importante, appelée « relaxine
» (Sherwood, 2008; Marieb et Hoehn, 2010). Le sperme contient également des prostaglandines
qui proviennent des vésicules séminales, ce sont les messagers chimiques les plus ubiquitaires
dans D’organisme. Ils réduisent la viscosit¢ du mucus et facilitent la progression des

spermatozoides dans les voies génitales de la femme (Sherwood, 2008).

Le sperme renferme en outre des substances qui inactivent la réponse immunitaire des
voies génitales de la femme, une substance chimique antibiotique qui réduit certaines bactéries
et des facteurs de coagulation qui provoque sa coagulation peu aprés 1’éjaculation (Marieb et
Hoehn , 2010).

3.2. La spermatogeneése :
La spermatogéneése (« génération des spermatozoides »), c’est une série d’événements qui
commence a la puberté, elle se déroule dans les tubes séminiferes contournés aboutissant a la

production des gameétes males (spermatozoides) (Fig.4) (Noblanc, 2013; Tremblay, 2018).

Les cellules les plus externes et les plus proches a la membrane basale de 1’épithélium, sont
les cellules souches appelées « spermatogonies » qui produisent les spermatozoides (Phillip,
2001). Au moment de la puberté, la spermatogénese commence, les spermatogonies subissent
des divisions cellulaires. Chaque spermatogonie se divise par mitose pour former deux cellules
filles différentes de type A et de type B. La spermatogonie A restera en place, prés de la
membrane basale dans le but de perpétuer la lignée des cellules germinales, tandis que la
spermatogonie B (qui contient 46 chromosomes, cellule diploide) sera poussée vers la lumiére du
tubule, ou elle se différencie, se spécialise et se transforme en spermatocyte de premier ordre
(cellule encore épuisée avec 46 chromosomes) (Sanders etScanlon, 2007; Marieb et al., 2007).
Chaque spermatocyte primaire, produit au cours de la premiere phase subit la méiose. Lors de la
division méiotique (méiose 1), chaque spermatocyte primaire se divise en deux spermatocytes
secondaires (23 chromosomes, cellules haploides) (Fig.5). Ces spermatocytes secondaires
subissent rapidement la méiose Il, produisant au total quatre spermatides, qui prennent la forme
de petites cellules rondes au gros noyau sphérique se trouvant prés de la lumiére des tubules
(Phillip, 2001).

10
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(a) Scanning electron micrograph of a cross-
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Figure 5: La spermatogénese (Marieb et al., 2007)
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3.3. La Spermiogéneése :

Les spermatides résultant du processus de la spermatogénese, possedent un nombre de
chromosome adéquat pour la fécondation, mais ne sont pas mobile. Elles doivent encore subir un
processus de « profilage » appelé Spermiogénese, qui lui fera perdre son cytoplasme superflu et
la dotera d’une queue. Il s’agit de plusieurs étapes, commengant par 1’emballage des enzymes
acrosomiales par le complexe golgien, puis la formation de 1’acrosome a I’extrémité antérieure
du noyau. Ceci abouti a 1’¢laboration des microtubules, qui formeront le flagelle. Les
mitochondries qui se placent autour de la partie proximale du flagelle se multiplient et le
cytoplasme superflu s’évacue. Une structure d’un spermatozoide immature vient d’étre libérée
d’un épithéliocyte de soutien, et finalement on aura la structure d’un spermatozoide mature
(Fig.6).

A la fin de ce processus, chaque spermatozoide (« semence animal ») porte les structures
suivantes :

elLa téte: composé presque entierement de son noyau aplati et haploide avec 23
chromosomes, qui contient de I’ADN compact. Le noyau est coiffé de I’acrosome, une structure
adhésive, semblable au lysosome et provient des vésicules du corps de Golgi. L’acrosome
contient des enzymes hydrolytiques qui permettront au spermatozoide de pénétrer dans I’ovule
(Phillip, 2001).

oL a piece intermeédiaire : c’est la premiére partie de la queue, contient des mitochondries

enroulés en formant entre 11 et 13 tours de spires serrées autour des microtubules de la queue.
Ces mitochondries produisent de I’énergie métabolique (ATP), utilisée pour générer les
mouvements en forme de fouet de la queue qui propulseront les spermatozoides dans les voies
génitales de la femme (Phillip, 2001).

o] a queue : c’est un flagelle typique fabriqué par un centriole ; elle contient un réseau de
filaments intermédiaires d’un type particulier qui contribuent au mouvement des spermatozoides

(Phillip, 2001)

13
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Figure 6: Spermiogénése: Transformation d'une spermatide es spermatozoide (Martini et al., 2012).

4. La régulation hormonale de la fonction de reproduction chez I’homme :

La régulation hormonale de la production des gameétes et d’hormones sexuelles fait
intervenir des interactions entre 1’hypothalamus, I’adénohypophyse et les testicules. Ce qui
constitue ce qu’on appelle 1’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique, qui est régulé par une série
d’événements successifs (Fig.7).

La production des spermes est régulée par les hormones :

L’hypothalamus commence a sécréter la gonadolibérine (Gn-RH) a la puberté, qui sera
transportée jusqu’a 1’adénohypophyse par la circulation sanguine du systéme porte hypophysaire
(Marieb et Hoehn , 2010).

La Gn-RH stimule I’hypophyse antéricure a sécréter les deux gonadotrophines — I’hormone
folliculostimulante FSH et I’hormone lutéinisante LH- qui seront libérés dans le sang aprés la
liaison de la Gn-RH aux cellules hypophysaires. La FSH stimule indirectement la
spermatogénese en déclenchant la sécrétion d’ABP par les épithéliocytes de soutien (Phillip,
2001). L’ABP, protéine de liaison aux androgenes, qui les lie (principalement la testostérone)
dans les liquides contenus dans les tubules séminiferes, elle permet le maintien d’une
concentration élevée de la testostérone preés des cellules germinales (Martini et al., 2012).

La LH se lie aux cellules interstitielles du tissu conjonctif lache qui entoure les tubules
séminiferes contournés favorisant ainsi la sécrétion et donc 1’augmentation de la concentration
de la testostérone déclenchant la spermatogénese (Marieb et Hoehn , 2010)

La testostérone entre dans la circulation sanguine et stimule la maturation des organes sexuels et
le maintien des caractéres sexuels. Le principal effet négatif de la testostérone est le
déclenchement d’une boucle de rétro-inhibition en diminuant la libération de GnRH en agissant

14
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sur l'hypothalamus, ce qui diminue d’une maniére sélective la libération de LH et de FSH
(Sherwood, 2008).

Le signal inhibiteur testiculaire spécifiquement destiné a contrdler la sécrétion de FSH est
I'inhibine, hormone peptidique, qui est sécrétée par les cellules de Sertoli. L'inhibine agit

directement sur I'nypophyse antérieure pour inhiber sélectivement la sécrétion de FSH et de Gn-
RH (Martini et al., 2012).
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Figure 7:Régulation hormonale de la fonction testiculaire par I'axe hypothalamo-hypophyso-
gonadique (Sherwood, 2008)

Il. La doxorubicine :

1. Propriétés chimiques et pharmaceutiques de la doxorubicine (DOX) :

La DOX, aussi connue sous le nom d’adriamycine (ADR) ou encore 14-
hydroxydaunorubicine, appartient a la famille des anthracyclines (Hacker-klom et al., 1986;
Kang et al., 2002; Farsani et al., 2018). Elle est considérée parmi les composés de
chimiothérapie les plus efficaces. Actuellement c’est le médicament anticancéreux de premiere

intention contre les tumeurs solides et différents types de cancer (Sah et al., 2015).
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Chimiquement consiste en une aglycone tétracyclique, insoluble dans 1’eau, appelée
adriamicynone (ou 14-hydroxydaunomycine), avec des groupements fonctionnels qui y sont
rattachés sont: la quinone-hydroquinone, un substituant méthoxy et une chaine courte avec un
groupement carbonyle se terminant par un alcool primaire (Fig.8). Cette aglycone est liée par
une liaison glycosique a une fraction sucre, la daunosamine ou 3-amino-2.3.6-trideoxy-L-
fucosyl, responsable de 1’hydrosolubilité de la DOX (Carvalho et al., 2009; Tremblay, 2018).

Au cours des années 50, une entreprise italienne, Farmitalia Research Laboratories et une
équipe francaise de recherche du laboratoire Rhéne, commencent a investir dans la recherche de
composés anticancéreux issus de bactéries et ce n’est qu’en 1960 que la DOX est isolée a partir
d’une souche nommeée Streptomyces peucetius var. Caesius (Mobaraki et al., 2017;Mohajeri
etSahebkar, 2018 ). Bien qu’une synthése chimique soit possible actuellement (Wallace, 2003;
Granados-Principal et al., 2010). Depuis, c’est le meilleur antinéoplasique ayant le spectre
d’activité le plus large (Kopalli et al., 2016), trés utilisé en oncologie clinique, et a ce titre est
inscrit sur la liste des médicaments essentiels de I’OMS (Lauzon, 2008). Le professeur A. Di
Marco est le premier a mettre en évidence des propriétés anticancéreuses de la DOX sur
différentes tumeurs expérimentales (Mazevet, 2016). La DOX est introduite en clinique et
approuvée par la Food and Drug administration en 1974 (Lauzon, 2008). Malgré sa valeur
thérapeutique, son utilisation est limitée en raison de diverses toxicités (Tokarska-Schlattner et
al., 2005; Saalu et al., 2010 ; Das et al., 2012 ; Ahmed et al., 2013 ;Renu etValsala, 2019).
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Figure 8: Structure chimique de la DOX et ses principales métabolites(Vaclavikova et al., 2008)

2. Absorption et distribution de la DOX :
La DOX est une base faible de 543.52 daltons, qui possede trois PKa. Elle est donc

chargée positivement a pH sanguin et ionisée a pH acide et neutre, ce qui lui confére une
liposolubilité¢ limitée. La DOX est instable en milieu acide, expliquant I’absence de son
administration par voie orale (Chavalle, 2017). Son caractere lipophile lui rend incapable de
franchir le barriere hématoencéphalique (Tacar et al., 2013). La DOX présente également des
propriétés caustiques interdisant son administration par voie sous cutanée ou intramusculaire
(Tremblay, 2018). Donc son administration se fait principalement par voie intraveineuse (afin
d’atteindre rapidement la tumeur sans étre trop dégradée) (Lauzon, 2008), sous forme d’une
perfusion de 40 a 75 mg/m2 répétée a des intervalles de 3 a 4 semaines (Wallace, 2003). Parfois
la DOX est administrée par voie intravésicale dans le cas des cancers de la vessie concernant les
personnes agées (Tremblay, 2018). Son volume de distribution est compris entre 500 et 800 L/m?
(Lal et al., 2010), son demi de vie de distribution initiale est d’environ 5 minutes, sa liaison aux
protéines plasmatiques est d’environ 75%, elle est liée & la concentration de ce médicament
(Alkuraishy et al., 2017). 1l a été démontré que la DOX pénétre dans les cellules par diffusion
passive, et que I’accumulation intracellulaire des concentrations est de 10 a 500 fois supérieure

par rapport a celle du milieu extracellulaire (Lal et al., 2010). Intracellulairement, les
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concentrations nucléaires de la DOX sont 50 fois plus élevées par rapports aux celles du
cytoplasme (Atteignant 340 pM a saturation), ce qui représente une molécule intercalée dans
toutes les cinq paires de bases de I’ADN (Zunino et al., 1972 ;Gigli et al., 1989). Tandis que la
DOX libre est tres faible (0.2 % de la concentration intracellulaire totale du médicament), il est
répartis de maniére hétérogéne en raison de la séquestration dans les organites, tels que les
lysosomes, les mitochondries et I’appareil de golgi (Peterson et Trouet, 1978 ; Danesi et al.,
2002). La plus forte accumulation de la DOX dans les tissus est observée dans le foie, tandis que
les globules blancs et la moelle osseuse séquestrent la DOX & des concentrations de 200 a 500

fois supérieures a celle du plasma (Lal et al., 2010).

3. Métabolisme et elimination :

La DOX présente un métabolisme principalement hépatique (Lauzon, 2008), avec des
réactions de phase I et de phase II, constitu¢ de trois voies métaboliques, a I’origine de la
production de divers métabolites (Fig.9). Les aldokéto-reductases cytoplasmiques sont
responsables d’une réduction stéréospécifique de la cétone sur le C-13 de la DOX, donnant la
doxorubicinol (DOXol); un métabolite hydrophile se liant également aux protéines plasmatiques
(Lal et al., 2010). Des études suggerent que son volume de distribution, sa clairance et son
activité anti-tumorale sont inférieures aux celles du composé parent (Chavalle, 2017; Tremblay,
2018). La DOX peut également subir une réduction a un électron pour former un radical DOX
semiquinone, cette réaction peut étre catalysée par le cytochrome P450 (CYP450) ou par
d’autres enzymes oxydoréductases selon le compartiment concerné, incluant : les NADH
déshydrogénases mitochondriales, cytoplasmiques ou sarcoplasmiques, la Xanthine oxydase ou
I’oxyde nitrique synthase (Chavalle, 2017). Une derniére voie minoritaire a été décrite, basée sur
la déglycosidation de la doxorubicine ou de son principal métabolite, le DOXol. Il existe deux
formes d’aglycones, pouvant étre produites sous action du CYP450 (Tremblay, 2018) ; une issue
de la déglycosidation par hydrolyse catalysée par le glycoside hydrolase, est a 1’origine de
composes 7-hydroxy-aglycone. L’autre forme est issue de la déglycosidation réductrice par la
NADPH-cytochrome ¢ réductase, conduisant a la formation des composés 7-déoxy-aglycones
qui peuvent subir une déméthylation par le CYP450 (Keizer et al., 1990; Lal et al., 2010 ;
Chavalle, 2017). La DOX et ses métabolites, subissent ensuite des réactions de phase Il de type
sulfatation ou glucurono-conjugaison afin d’étre facilement excrétés (Chavalle, 2017). La
clairance de la DOX est principalement induite par voie hépatobiliaire, plus de 50% du
médicament est excrété par la bile dans les 7 jours suivant le traitement. Environ 10 a 20% et 40

a 50% de la dose sont excreétés par les féces en 24h et 150h respectivement (Lal et al., 2010).
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Seulement 5 a 12% du médicament serait excrétée par les voies urinaires dans la méme période,
ce qui explique la couleur rouge des urines (Lauzon, 2008; Alkuraishy et al., 2017). La perfusion

intraveineuse de la DOX est suivie d’une clairance plasmatique triphasique, caractérisée par trois
demi-vies successives (3 a5 min, 1 & 2h, 24 a 36h) (Lal et al., 2010).
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Figure 9: Principales voies de la biotransformation de la DOX (Lal et al., 2010).

20



Synthese Bibliographique

4. Mécanismes d'action et toxicité de la DOX:

L’action de la DOX a fait 1’objet des recherches approfondies au cours des dernicres
décennies (Yang et al., 2014), de nombreux efforts ont été consacrés a la compréhension de son
activité anti-tumorale (Keizer et al., 1990). Deux mécanismes différents ont été proposés par les
chercheurs pour expliquer le mode d’action de ce médicament : ’intercalation de la DOX dans
I’ADN, PI’inhibition de I’enzyme topoisomérase II (Top II) et la génération des radicaux libres
(RL) et des dommages oxydatifs aux molécules d’intérét biologique (protéines, lipides et ADN)
(Mobaraki et al., 2017 ; Eleiwa et al., 2018 ; Nowrouzi et al., 2019).

4.1. Mécanisme lié aux dommages a I’ADN :

Une diffusion passive permet 1’entrée de la DOX dans le cytoplasme des cellules tumorales
(Hermance, 2018), elle se lie a la sous-unité 20 S du protéasome formant ainsi un complexe
DOX-protéasome (Carvalho et al., 2009). En raison de sa grande affinité pour I’ADN, ce
complexe se déplace vers le noyau via les pores nucléaires, ou la DOX se dissocie du protéasome
et interagit avec cette molécule (Lauzon, 2008; Carvalho et al., 2009) (Fig.10). La DOX agit en
bloquant la synthése de I’ADN (Granados-Principal et al., 2010), elle s’intercale
préférentiellement dans les sites adjacents aux paires de bases guanine-cytosine a cause de la
formation d’une liaison d’hydrogéne spécifique entre la DOX et la guanine. Ceci induit a un
écartement des paires de bases permettant I’intercalation de la DOX. La partie glucidique de ce
medicament interagit avec les protéines régulatrices de I’ADN (Mazevet, 2016). De ce fait, la
DOX bloque la fixation de certaines enzymes tels que les hélicases, responsables de la séparation
des deux brins d’ADN, qui est une étape indispensable dans le processus de sa réplication, sa
transcription et sa réparation. La DOX peut également bloquer la synthése de la Top Il (Lyu
etLiu, 2012; Badkoobeh et al., 2013) ; une enzyme qui régule I’état d’enroulement d’ADN en
générant des coupures double brin sans provoquer des dommages (Sah et al., 2015; Mazevet,
2016). La Top Il est nécessaire a la réplication, la transcription et a la condensation de la
chromatine et la ségrégation chromosomique (Amandeep et al., 2012). En effet, la DOX se lie
avec cette enzyme essentielle et crée un complexe covalent DXO-ADN-Top II, ce qui perturbe la
structure de ’ADN et bloque sa synthése (Granados-Principal et al., 2010).Globalement, ces
effets au niveau de I’ADN menent a I’activation du P53, I’arrét du cycle cellulaire puis a
I’apoptose (Lauzon 2008; Alkuraishy et al., 2017). Toutefois, la mort cellulaire par apoptose
n’est pas la seule conséquence biologique possible en réponse aux dommages d’ADN par la
DOX; selon la dose recue, la durée d’exposition et le type cellulaire, elle pourra étre une

apoptose, une nécrose, une sénescence ou encore une autophagie (Tremblay, 2018).
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Figure 10: Mécanisme d'action moléculaire de la DOX (Mobaraki et al., 2017)

4.2. Toxicité de la DOX et stress oxydatif :

Une large gamme d’effets indésirables toxiques de la DOX sur les différents organes tels que
le foie, le cceur, les reins, le cerveau et les testicules ont été rapportés (Badkoobeh et al., 2013;

Sah et al., 2015; Farsani et al., 2018).

4.2.1. La cardiotoxicité :
La cardiotoxicité induite par la DOX attire de plus en plus I’attention depuis sa découverte et

son introduction en clinique (Carvalho et al., 2009).

Le mécanisme exact par lequel la DOX agit au niveau cardiaque reste controversé (Thorn et
al., 2011; Svvs et al., 2013), mais plusieurs mécanismes ont été suggerés pour expliquer les

impacts de ce médicament, en terme d’effets secondaires liés a une augmentation des ROS et au
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risque de lésions oxydatives (Shouman et al., 2006; Granados-Principal et al., 2010). Les
patients sont affectés difféeremment en présentant des affections allant de aigues a chroniques, ce
médicament est responsable des altérations structurelles des cardiomyocytes dans le cceur en les
agrandissant (Tacar et al., 2013). Les génes responsables de ce phénoméne sont le peptide
natriurétique cérébral (BNP) et le peptide natriurétique auriculaire (ANP), lorsqu’ils sont
fortement exprimés, ces deux geénes sont responsables de 1’hypertrophie cardiaque. Si la DOX est
présente, les niveaux de ROS sont déterminés par les récepteurs de type TLR, qui augmentent le
niveau du facteur de nécrose tumorale-a (TNF-a), le niveau élevé des ROS induit ’activation
d’une cascade apoptotique, dont les voies extrinséques et intrinséques sont impliquées apres une
courte période d’exposition (Das et al., 2012). Les indices apoptotiques sont nombreux
(régulation positive de Bax, Bad, libération du cytochrome ¢ mitochondrial en cytosol, clivage
de la caspase-9, diminution de 1’expression du Bcl-2, augmentation du niveau des caspase-8 et
de Bid) (Yeh et al., 2007). Cependant, la DOX peut stimuler 1’apoptose cellulaire via 1’activation
des MAPK, P53 et JNK, qui répondent a la fois aux dommages de I’ADN et au stress oxydatif
pour déclencher une signalisation apoptotique (Yeh et al., 2009) (Fig.11).
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Figure 11: Mécanisme moléculaire de la cardiotoxicité induite par la DOX (Tacar et al., 2013)

o

Si I’accumulation de la DOX au cours de la vie s’approche a 500 mg/m? le risque de
cardiomyopathie s’augmente souvent, entrainant une insuffisance cardiaque congestive chez
20% des patients. (Saltiel et Mcguire, 1983; Lauzon, 2008; Carvalho et al., 2009 ; Koleini et al.,
2019). D’autres études ont exploré la régulation négative de la protéine de liaison (GATA-4),
I’activation du P53 et la dégradation du P300 (Tacar et al., 2013). Ces protéines étant affectées
par I’administration de la DOX, conduisent a 1’apoptose des cardiomyocytes (Kim et al., 2003 ;

Liu et al., 2008). GATA-4 est un facteur de transcription connu, qui agit sur les cardiomyocytes
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postnatales et différenciés en tant que facteur de survie et active le géne anti-apoptotique Bcl-xL
(Shi et al., 2011).

A. La DOX et production des ROS :

Bien que la cardiotoxicité induite par la DOX soit multifactorielle, la formation des ROS
joue un role majeur dans la production des dommages oxydatifs de myocarde (Torres et Simic,
2012). La production élevée des radicaux libres par la DOX tient aux caractéristiques
moléculaires qui permettent a ce médicament de subir facilement une réaction redox, puis une
cascade de formation des radicaux libres (Xu et al., 2005). La forme quinone est la forme
initiale de la DOX, elle peut étre réduite en radical semiquinone par 1’addition d’un électron (Xu
et al., 2005), cette réduction est catalysée par différentes enzymes réductases comme la NADPH
cytochrome P450 réductase (Quiles et al., 2002; Granados-Principal et al., 2010 ; Mobaraki et
al., 2017). L’électron perdu par la semiquinone lors de son oxydation, sera capté par une
molécule d’oxygene (O2) pour former 1’anion Superoxyde (O2°°), qui sera a son tour oxydé par la
Superoxyde Dismutase (SOD) pour former le peroxyde d’hydrogéne (H202) ; une molécule
stable, moins toxique, qui peut étre transformée par des enzymes anti-oxydantes en eau et en
oxygeéne (Mazevet, 2016). Cependant, I’anion superoxyde et le peroxyde d’hydrogéne peuvent
générer des radicaux hydroxyles (OH®) via la réaction d’Haber Weiss; une réaction lente qui
pourra étre catalysée par certains métaux et plus particulierement le Fer (Fe?*). Le OH®,
hautement instable, capable d’endommager les biomolécules et il peut également étre généré par
la réaction de Fenton, générant ainsi 1’ion ferrique (Fe®*) (Koleini et al., 2019). Un autre
mécanisme non enzymatique a été décrit ou la DOX interfére avec les réactions métaboliques
non enzymatiques dans lesquelles le Fer est impliqué (Castel et al., 2013). Ceci conduit a la
production des ROS qui favorisent la libération du Fer par la Ferritine (une protéine permettant
le stockage du Fer) et I’aconitase cytoplasmique, perturbant ainsi le métabolisme du Fer
(Granados-Principal et al., 2010; Castel et al., 2013; Mazevet, 2016). L’ensemble de ces
évenements, provoque des dommages aux cellules (oxydation des biomolécules), induisant ainsi
une peroxydation lipidique, une apoptose et une nécrose. (Thorn et al., 2011; Hermance, 2018)
(Fig.12).
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Figure 12:Les Voies d'induction du stress oxydatif par la DOX (Mobaraki et al., 2017)

B. Le dysfonctionnement mitochondrial :

e DOX et ferroptose :

La DOX a une grande affinité pour la cardiolipine (CL) ; un phospholipide riche en acides
gras (AG) insaturés, située dans la membrane interne mitochondriale (Mobaraki et al., 2017),
induisant ainsi une accumulation de la DOX dans les cellules cardiaques (De Wolf, 1991 ;
Granados-Principal et al., 2010) (Fig.12).

Au cours de la phosphorylation oxydative qui implique le fer dans les mitochondries, les
cellules produisent des ROS en méme temps que la génération d'ATP (Koleini et al., 2019).
Cependant, les ROS générés oxydent les phospholipides (PL) en modifiant leur structure
fonctionnelle et leur polarité en Ox-PL, lors de I’oxydation de la cardiolipine qui se situe avec le

cytochrome ¢ (Cyt c) dans la membrane mitochondriale interne, le Cyt c est libéré ou il
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s’accumule dans I’espace inter-membranaire, ensuite il migrera vers le cytosol (Mobaraki et al.,
2017). En outre, les Ox-PL créent dans les membranes des pores de transition mitochondriale
perméables (MPT), qui permettent un passage non régulé de 1’eau, ce qui entraine un gonflement
des mitochondries (Granados-Principal et al., 2010). Un excés d’Ox-PL et de fer conduit a une

ferroptose, une forme de mort cellulaire régulée (Fig.13).
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Figure 13: Mécanisme de I'oxydation des phospholipides induite par la DOX, a I'origine d'une
ferroptose dans les cardiomyocytes (Koleini et al., 2019)

e DOX et apoptose :

La DOX est un agent pro-apoptotique bien connu, elle entraine la formation des ROS, la
peroxydation des lipides, des Iésions de I'ADN et des mitochondries, une altération de la gestion
du calcium, 1'induction de P53 et des voies apoptotiques. L’hypothése actuelle de I’apoptose, du
nécrose et de certaines formes de mort cellulaire programmées inclue 1’ouverture prolongée d’un
pore conducteur dans les mitochondries; le pore de transition et de perméabilité mitochondriale
(mPTP) (Minotti et al., 2001). La perméabilité des canaux calciques est accrue apres I'entrée de
la DOX, elle entraine I'augmentation du taux de calcium chez les sarcoméres dans le cytoplasme
et les mitochondries ce qui conduit & un gonflement cellulaire (Alkuraishy et al.,2017). Lors de
I'activation de la voie P53, I'expression des protéines pro-apoptotiques (Bcl-2 / Bax, Puma,
Noxa) est augmentée, ce qui abouti a un efflux du Cyt C au cytoplasme (Yeh et al., 2007 ;

Mobaraki et al., 2017) , le Cyt C déclenche ainsi l'activation de la caspase 9 puis de la caspase 3
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effectrice et induit I'apoptose. De plus, les ROS générées déclenchent I'activation de la caspase 8
puis de la caspase 3, ce qui déclenche I'apoptose par interaction avec la FADD. La doxorubicine

bloque par intercalation la synthése de I'ADN et par la suppression de Top 2b (Fig.14).
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Figure 14: Induction de la mort cellulaire par la DOX (Mobaraki et al., 2017)

4.2.2. L’hépatotoxicité :

Le foie est le principal organe responsable du métabolisme des médicaments, notamment la
DOX (Carvalho et al., 2009), il a ét¢ démontré que 40 % des patients traités souffrent d’une
forme de lésion hépatique (Tacar et al., 2013). Le métabolisme des concentrations élevées de la
DOX induit a une surproduction des ROS et des dommages oxydatifs (Tacar et al., 2013), par
conséquent, ces ROS altérent plusieurs structures et fonctions biologiques nécessaires,
provoquant ainsi des dommages oxydatifs accrus, tels que les dommages a I'ADN, la
peroxydation lipidique, la diminution du taux de la vitamine E et des niveaux du glutathion
réduit (GSH), ce qui contribue & un déséquilibre oxydatif confirmant 1’hépatotoxicité de la DOX
(Thayer, 1988; Odom et al., 1992; Ortiz et al., 2008). La surproduction des ROS peut également
entrainer I'activation de la kinase IkB (IkK), qui phosphoryle les inhibiteurs d'IKK pour activer le
facteur nucléaire kappaB (NFx-B), ce dernier active ensuite les cytokines pro-inflammatoires
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pour provoquer l'apoptose. (Lu al., 2005). La DOX agit également en provoquant une diminution
des taux de phosphate inorganique, a la fois d’ADP et d’ATP ainsi que d’AMP, ceci aboutit a
des conditions pathologiques dans les hépatocytes (Fig.15). Cependant, pour que le mécanisme
d’homéostasie fonctionne, un approvisionnement constant en ATP est nécessaire pour alimenter
le processus, et puisque la doxorubicine entraine une diminution de I’ATP, la capacité de la
cellule a effectuer des taches dépendantes de I’énergie se diminue également ; c’est I’'une des
raisons pour lesquelles les patients en chimiothérapie commencent a s’affaiblir et a ressentir une

fatigue musculaire et mentale constante (Tacar et al., 2013).
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Figure 15: La toxicité médiée par la DOX dans le foie (Carvalho et al., 2009)

4.2. 3. La néphrotoxicité :

Plusieurs études ont montré que la DOX provoque des lésions au niveau des glomérules via
la production des radicaux libres et I’induction du stress oxydatif, aboutissant ainsi a une
néphropathie (Gallani, 1889), qui est a 1’origine d’une glomérulosclérose (Carvalho et al.,
2009).Parmi les troubles rénales provoquées par la DOX, on trouve la protéinurie,
I’augmentation du taux de créatinine plasmatique, I’hypo-albuminémie, la lipidémie,
I’hypercoagulabilité, 1’augmentation de la taille des reins et la perméabilité capillaire
glomérulaire (Gallani, 1889; Tacar et al., 2013)( Fig.16).

La DOX interfere également avec la fonction mitochondriale (Liu et al., 2016), ce qui

entraine une diminution de 1’activité des complexes I et IV mitochondriaux, une augmentation de
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I’activité du citrate synthase, des niveaux de triglycérides (TG) et de Superoxyde (O2*) (Tacar et
al., 2013). De plus, la DOX peut induire une peroxydation lipidique au niveau glomérulaire (Liu
et al., 2016), diminuant ainsi le niveau des composés antioxydants, de la vitamine E et du
glutathion reduit (GSH) (Carvalho et al., 2009).

Contrairement au foie, la capacité du rein a se régénérer est faible, ce qui réduit sa capacité a
se guerir lorsque les glomérules sont endommagés ; cela augmente le degré de susceptibilité aux
dommages dans tout le corps, en particulier le rein lui-méme en raison de son r6le majeur dans la
régulation de la composition chimique du sang et le maintien de I'équilibre homéostatique (Tacar
et al., 2013). L’altération des glomérules est connue pour provoquer une hypertension, une
résistance aux stéroides et une protéinurie, entrainant éventuellement une insuffisance rénale
(Carvalho et al., 2009).
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Figure 16: La néphrotoxicité induite par la DOX (Carvalho et al., 2009)

4.2. 4. Les effets protecteurs des antioxydants vis a vis la toxicité de la DOX :

La toxicité induite par la DOX au niveau du cceur, du foie et des reins peut étre réduite
par D’effet bénéfique des antioxydants qui vont jouer un rdle antagoniste. Ces antioxydants
peuvent étre d’une origine exogene, apportés par le régime alimentaire ou d’une origine

endogene (Tableau 1).
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Tableau 1:Les défenses antioxydantes vis-a-vis des dommages oxydatifs induits par la DOX au
niveau du coeur, du foie et des reins (Granados-Principal et al., 2010)

Ulcérations gastriques

Les marqueurs sériques de
toxicité empéchent les
modifications de I'ECG

Composé Effet contre I’action de Organes protéges Effets sur Efficacité

DOX contre la toxicité de | himiorésistanc | thérapeuti

DOX e gue de la
Thérapeutique DOX

Vitamin E ROS Coeur Augmentation Touché?
Diminution Peroxydation lipidique Foie

Aberrations Reins

chromosomiques Peau

augmentation

Génération de la peau
HIF-1a

P-gp
Vitamin C ROS Coeur (faible) Diminué Non affecté
Augmentation | Peroxydation lipidique foie (faible) ou

diminué?

Augmentation | P-gp
Carotenoids: | ROS Coeur Inconnu Augmentati
[-carotene, La peroxydation lipidique | Reins on (B-
Lycopéne normalise I'histopathologie carotene)
diminution et le sérum et marqueurs

tissulaires de toxicité
Vitamin A ROS ceeur Inconnu Non affecté
Diminution Peroxydation lipidique Reins

Aberrations Foie

chromosomiques Moelle osseuse

Cerveau

Coenzyme Q | ROS Coeur Inconnu Non affecté
diminution Peroxydation lipidique

Protége MTC
Flavonoides: | Chélateurs du fer Coeur Réduit Augmenté
monoHER, ROS Foie
catéchines, Peroxydation lipidique
guercetin, Apoptose des myocytes
ginestein Pompe a efflux
Diminution
Augmente Accumulation de DOX a

I’intérieur des cellules
Garlic ROS Coeur Réduit Augmenté
diminué TNF-a

P-gp
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Polyphénoles: | ROS, Peroxydation Coeur Réduit Augmenté
curcumin, lipidique Foie

resveratrol Protection des membranes | Reins

diminution Pompe a Efflux

augmentation | Accumulation de DOX a
I’intérieur des cellules
Enzymes antioxydantes

Oleuropeinde | ROS Coeur Inconnu Inconnu
I’huile d’olive | Peroxydation lipidique et
Diminution protéique

Marqueurs de toxicité
sérique

Vacuolisation dans les
myocytes

Restaure les voies
métaboliques d'énergie en
détresse

Selenium ROS Coeur, foie(faible) inconnu Inconnu
Diminution
augmentation | Enzymes Antioxydantes Reins (faible)

4.2.5 Effets toxiques de la DOX sur les testicules :

Les testicules sont parmi les organes les plus fréguemment touchés car ils possédent des
populations de cellules a renouvellement automatique et rapide (Sridevi, 2011 ; Das et al., 2012).
Bien que la concentration de ce médicament soit beaucoup plus faible dans les testicules que
dans d'autres tissus en raison de la présence d'une barriere hémato-testiculaire (Hughes et al.,
1998 ; Xin et al., 2012). Le traitement par la DOX, provoque une altération du processus de la
spermatogenese, une réduction du nombre de spermatozoides qui sont ciblés grace a leur activité
mitotique ¢€levée, une diminution du taux des spermatozoides mobiles, ainsi qu’une
augmentation du taux de spermatozoides morphologiquement anormaux (Yeh et al., 2007;
Hozayen, 2012; Xin et al., 2012; Nasr, 2017 ; Eleiwa et al., 2018). La diminution de la quantité
des spermatozoides associée a la diminution du nombre d'épithéliums séminiferes, pourrait étre
la cause possible de la diminution du poids testiculaire qui dépend principalement du nombre
d'épithéliums germinaux et de cellules germinales (Nowrouzi et al., 2019).

e Induction du stress oxydatif:
Bien qu’un certain nombre de mécanismes toxiques potentiels ont été identifiés suite a
une exposition a la DOX, le principal mécanisme pathogene semble étre la production des

especes réactives oxygénés et I’induction du stress oxydatif (Xin et al., 2012 ; Olusoji et al.,
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2016 ;Haghi-Aminjan et al., 2018). Les ROS générés, diminuent I’activité des enzymes anti-
oxydantes (Yeh et al., 2007; Das et al., 2012; Asadi et al., 2017 ; Eleiwa et al., 2018) . Il est
important de signaler que le tissu testiculaire a intrinsequement un déficit dans un composant
puissant de la famille SOD, la Mn-SOD (SOD2) (Yeh et al., 2007), ce qui le rend plus exposé
aux dommages oxydatifs induits par la DOX, y compris la dénaturation des protéines, la
fragmentation de ’ADN(Nasr, 2017) et une peroxydation lipidique élevée qui est le résultat
d’une dégradation oxydative des acides gras polyinsaturés qui se localisent au niveau des
membranes des spermatozoides (Hozayen, 2012; Mohamed et al., 2015). Basant sur ce concept,
Le résultat de ces évenements se traduit par une accumulation d’une variété de peroxydes de
lipides et de malondialdéhyde (MDA), qui est un marqueur fiable de la peroxydation lipidique
(Yeh et al., 2009; Hozayen, 2012 ; Turedi et al., 2015).Le stress oxydatif accru qui est induit par
la DOX, déclenche une cascade de signalisation cellulaire (Yeh et al., 2007), et conduit a
I’apoptose des cellules germinales (Das et al., 2012; Renu etValsala, 2019) (Fig.17), entrainant
I’activation du facteur nucléaire NF-kB et I’augmentation de I’expression du MAPK, P53, la
caspase-3 effectrice et d’une diminution de I’expression des protéines anti-apoptotique de la
famille Bcl-2 (Trivedi et al., 2011; Hozayen, 2012).Cependant, I’administration des antioxydants
tels que le DA-9401 peut diminuer la toxicité de la DOX (Fig.18).
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Figure 17:Stress oxydatif et apoptose induits par la DOX au niveau du tissu testiculaire (Renu et
Valsala, 2019).

La DOX exerce également ses effets d’une manicre directe par perturbation du contrdle
de rétroaction négatif de 1’axe hypothalamo-hypophysaire (Eleiwa et al., 2018), son action sur
les cellules de Leydig entraine une diminution de la production de la testostérone (Vijay et al.,
2013; Mohamed et al., 2015; Haghi-Aminjan et al., 2018; Nowrouzi et al., 2019). Il a été
également rapporté que le traitement a la DOX peut diminuer 1’expression de 3b-HSD et de
17b-HSD ; des enzymes clés de 1’androgenése testiculaire (Rizk et al., 2014). L expression de
I’ARNm du StAR, un transporteur du cholestérol a travers la membrane mitochondrial qui est
considérée comme une étape indispensable dans le processus de stéroidogénése, a été également
réduit aprés ’exposition a la DOX (Das et al., 2012). Tous ces effets néfastes induisent une
infertilit¢ masculine au futur (Brilhante et al., 2011 ;Shalizar Jalali et Hasanzadeh, 2013 ;
Nowrouzi et al., 2019).
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Figure 18: Toxicité testiculaire induite par la DOX et le réle de DA-9401 comme un antioxydant
(Karna et al., 2019)

e LaDOX et spermatogenese :

Le tissu adipeux blanc épididymal (EWAT) est nécessaire a la spermatogenése normale,
il synthétise le facteur X ; une molécule inconnue qui joue un rble crucial dans la
spermatogenese. Le traitement par la DOX provoque une réduction d’EWAT et une diminution
du taux de facteur X, ceci induit une altération de la spermatogenése. La DOX peut également
inhiber le PPAR-y, le facteur de transcription KLF-4 et régule ainsi négativement le processus
d’adipogenese nécessaire au maintien de la masse ’EWAT. La diminution de I’ensemble de ces

facteurs entrainera une perturbation dans le processus de la spermatogenése (Fig.19).
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Figure 19: Effet de la DOX sur le processus de la spermatogenése (Tirupathi Pichiah et al.,
2012)

5. Les defenses antioxydantes vis-a-vis les dommages oxydatifs induits par la DOX :

Un antioxydant est une molécule stable qui donne un électron a un radical libre qui est
hautement instable afin de supprimer ou réduire ses effets néfastes (Kumar et al., 2017).1l existe

plusieurs types d’antioxydants qui peuvent étre d’une nature enzymatique ou non enzymatique.

5.1. Les antioxydants enzymatiques :

5.1.1. Superoxyde dismutase (SOD) :

Le SOD est une enzyme antioxydante qui régule le niveau des ROS en désactivant 1’anion
superoxyde (O27°) et le transformant en peroxyde d’hydrogéne (Menvielle-Bourg, 2005; Mates,
2000). Ce mécanisme de dismutation implique une alternance entre la réduction et la réoxydation
des métaux de transition tel que le cuivre (Cu) et le manganese (Mn) (Fukai et Ushio-Fukali,
2011). Basant sur ce concept, il existe trois isoformes du SOD, la Cu/Zn SOD (ou SOD1
cytosolique), la SOD2 ou Mn/SOD et ECSOD (ou SOD extracellulaire) (Zelko et al, 2002 ;
Afonso et al., 2007) (Fig.20).

36



Synthese Bibliographique

0, ECSOD H,0,
Prx
- Cu,ZnSOD GPx 9
o, —_— Hljcl2 ~car ~ H0

Figure 20: Réle des differents types de SOD dans la dismutation de I'anion superoxyde
(O2)(Robert, 2016)

5.1.2. Les glutathions peroxydaes (GPx):

Le GPx est une sélénoprotéine (Akbas et al, 2005), formée de quatre sous-unités, chacune
contient un atome de sélénium incorporée dans une molécule de sélénocystéine. Les GPx sont
des enzymes importantes qui interviennent dans la désintoxication des ROS protégeant ainsi les
cellules des dommages oxydatifs (Islam et al., 2015) ; ils catalysent la destruction des peroxydes
d’hydrogéne (Fig.21) (Haleng et al., 2007). Chez les eucaryotes, plusieurs types de GPx ont été
identifiés selon leur localisation ; le GPx-1 cytoplasmique et mitochondrial, le GPx-2 gastro-
intestinal, le GPx-3 plasmique, le GPx-4 situé a l’interface de la membrane interne du

cytoplasme et le GPx-5 épididymaire (Combhair et Erzurum, 2002).

5.1.3. Catalase (CAT):

La CAT est une enzyme intracellulaire qui protege 1’environnement cellulaire des effets
néfastes du péroxyde d’hydrogene en catalysant sa dégradation en eau et en oxygene
(Bonnefont-Rousselot et al, 2003 ; Dash et Phillips, 2013 ; Kehili et al., 2017) (Fig.21).
Cependant, cette enzyme est disponible au niveau des peroxysomes ou le peroxyde d’hydrogene
est présent (Cillard et Cillard, 2006), mais aussi dans les mitochondries et dans les
érythrocytes (Deaton et Marlin, 2003). Cette hémoprotéine agit en sunergie avec le SOD
(Aouacheri et al., 2009).
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Figure 21:Les enzymes antioxydantes qui interviennent dans la désintoxication des ROS
(Forstermann et al., 2017)

5. 2. Les antioxydants non enzymatiques :

5.2.1. Le glutathion réduit (GSH) :

Le glutathion y-glutamyl-L-cystéinyl-glycine, un tripeptide intracellulaire qui joue un réle
multifactoriel dans les meécanismes de défense antioxydants (Gardés-Albert et al., 2003).
C’est un piégeur direct des radicaux libres, un cosubstrat nécessaire pour 1’activité de GPx et
la GST (Kehilietal., 2017). Le GSH intervient dans le cycle de deux vitamines antioxydantes ;
la vitamine E et la vitamine C (Powers et Jackson, 2008; Honda et al., 2017).11 participe dans le
maintien de I’homéostasie redox intracellulaire sous I’action du GPx et du glutathion-S-

transférase (GST), et il existe deux formes principales : le thiol (GSH) et le disulfure (GSSG).

5.2.2. La vitamine E (a-Tocophérol) :

La vitamine E est un terme générique pour tous les tocophérols et les tocotriénols. Ils
existent 8 dérivés dont 1’alfa-tocophérol est le plus abondant (Shils et al, 2006). La vitamine E
a une capacité antioxydante élevée, elle joue un réle biologique fondamental dans la protection
des cellules et dess tissus contre les dommages oxydatifs, ainsi que dans la peroxydation des
lipides membranaires et des lipoprotéines (Claycombe et al., 2001 ; Baudin, 2006 ; Gokcimen et
al., 2007). Particulierement, elle protege les membranes mitochondriales, riches en acides gras
polyinsaturés qui sont une cible importante du stress oxydatif (Mohamed et al., 2015 ; Morris et
Carson, 2003; Shils et al, 2006; Traber et Atkinson, 2007). Cette action est catalysée par
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I’hydrogénation de leur radical hydroxyle (ROO®) et alkoxyle (RO®),empéchant ainsi la
peroxydation lipidique (Chabory, 2009; Magosso et al., 2013 ;Ambrogini et al., 2016). Par
conséquent, la vitamine E pourrait renforcer la résistance a la chimiothérapie, en tant qu’agent
bénéfique, il a été déemontré que la vitamine E allonge la duré de vie des animaux de laboratoire

et diminue la perte du poids provoquee par la chimiothérapie (Granados-Principal et al., 2010).

5.2.3. Lavitamine C (Acide ascorbique):

La vitamine C ou acide L-ascorbique est un antioxydant hydrosoluble efficace contre la
peroxydation lipidique, elle une capacité a piéger les ROS dans la fraction aqueuse avant que ces
molécules ne puissent donner lieu a des dommages lipidiques (Chen et al., 2017).Cependant, il a
été rapporté que la vitamine C peut allonger la durée de vie des animaux de laboratoire et réduire
les effets toxiques de la DOX (Granados-Principal et al., 2010). La vitamine C a des doses trop
élevées et dans le processus de défense immunitaire, peut exercer une action pro-
oxydante en réduisant I’ion ferrique (Fe®*) en ion ferreux (Fe?*) qui est un puissant catalyseur
de plusieurs réaction redox comme la réaction de Fenton/Haber-Weiss (Sayre et al,
2005 ; Mac Laren, 2007; Duarte et Jones, 2007). En augmentant la disponibilité du fer ferreux,
la vitamine C pourrait favoriser les dommages causés a I’ADN (Duarte et Jones, 2007) et

paradoxalement stimuler la réparation de I’ADN oxydé (Duarte et al, 2009).

5.2.4. Les polyphénols:

Les polyphénols sont des antioxydants naturels de structures variées, tres utilisés en
phytothérapie (Saija et al., 1995; Hennebelle et al., 2004). Ils sont largement distribués dans les
plantes alimentaires et médicinales et possedent un large spectre d’activités biologiques,
notamment des activités antioxydantes, anti-inflammatoires, anti-thrombiques, anti-tumorales
(Middleton et al., 2000), vasodilatrices, anti-athérosclérose, antivirales, antimicrobienneset
anticancéreuses (Narayana et al., 2001 ; Seyoum et al., 2006). En effet, les propriétés
antioxydantes des polyphénols font 1’objectif de la recherche scientifique. Depuis longtemps,
plusieurs études suggérent que les polyphénols jouent un role crucial contre le développement de
différentes maladies, notamment les cancers, les maladies cardiovasculaires, le diabéte et les
maladies neuro-dégénératives (Bahorun, 1997 ; Pandey et Rizvi, 2009). Les polyphénoles sont
classés selon leur structure chimique de base en flavonoides et non flavonoides (Sanchez-
moreno, 2002) (Fig.22). Les flavonols, les flavones, les anthocyanes, les flavanones et les

isoflavones sont les classes les plus importantes de flavonoides). Les non-flavonoides
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regroupent principalement les acides phénoliques, les stilbenes, les lignanes, les lignines et
les coumarines (Hoffmann, 2003 ; Mattera et al., 2017).
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Figure 22:Structures chimiques représentatives des principaux groupes de polyphénols(Mattera
etal., 2017).

e Les flavonoides :

Les flavonoides ont une origine biosynthétigue commune et par conséquent,
posseédent tous un méme squelette de base a quinze atomes de carbones, constitué de

deux cycles aromatiques en C 6 (cycle A et cycle B), relié par un hétérocycle en C 3
(cycle C) (Bruneton ,1999 ; Pietta, 2000) (Fig.23).
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Figure 23:Structure de base des flavonoides(Cushnie et Lamb, 2005).

Les flavonoides (flavus, jaune en latin) (Ribereau-gayon, 1968),représentent une large
gamme de composés naturels, appartenant a la famille des polyphénols (Seyoum et al.,
2006), considérés comme des pigments quasi universels des végétaux, dont plusieurs sont
responsables de la couleur vive des fleurs, des fruits et des feuilles (Pietta, 2000 ; Ghedira,
2005). On estime que la prise moyenne des flavonoides par I’homme s’étend de 25 mg a 1
g/jour (Wang et Mazza, 2002). De nombreux travaux ont montré que certains fruits et

Iégumes sont tres riches en flavonoides (Marfak, 2003).

Les flavonoides sont responsables de la coloration des végétaux, en attirant ainsi les insectes
vers le nectar et en assurant le transport du pollen (Yoshikawa et al., 1994). Certains
flavonoides par leur go(t désagréable, protégent les plantes en repoussant certains insectes.
D’autres, jouent également un role dans la lutte contre les infections provoquées par les
champignons et les bactéries (Hrazdina et al., 1976). De plus, ils sont impliqués dans la
photosensibilisation, la morphogenése, la détermination sexuelle, la photosynthése et la

régulation des hormones de croissance des plantes (Medjroubi et al., 2003).

v Activités antioxydantes des flavonoides :

L’activité du piégeage des radicaux libres est I’'un des mécanismes importants de
’activité antioxydante des flavonoides, ce mécanisme est lié a la structure et a I’arrangement des
groupements hydroxyles des flavonoides (Sokol-Letowska et al., 2007). Des études qui ont éeté
consacrées pour éelucider la capacité des flavonoides a piéger les radicaux libres, ont montré que
ces composes posseédent une structure ortho dihydroxy sur le cycle B (groupement catéchol)
qui confére lastabilité au radical flavonoxy et participe a la délocalisation des électrons. La
double liaison entre C 2 -C 3 en conjugaison avec la fonction 4-oxo et la présence du groupe
30H en combinaison avec la double liaison C 2 -C 3, conférent aux flavonoides une capacité a
piéger les radicaux libres. A cause de leur faible potentiel redox, les flavonoides (Flav-OH)
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sont thermodynamiquement capables de réduire les ROS comme le radical OH®et O2°°, les
radicauxperoxyle et alkoxyle par transfert d’hydrogéne. Le radical aloxyle résultant (Flav-O®)
peut réagir avec un autre radical libre pour former une structure quinone stable (Javanovic et al.,
1994) (Fig.24).

Flav-OH Flav-()- quinone

Figure 24: Piégeage des espéeces réactives oxygénées par les flavonoides (Pietta, 2000)

Les flavonoides sont considérés comme de bons chélateurs des ions métalliques
responsables de la production de radical hydroxyle (Fe et Cu), les sites potentiels pour la
chélation de ces ions metalliques sont; le noyau catéchol sur le cycle B, les groupes 3- hydroxyle
et 4-oxo du cycle C et les groupes 4-oxo et 5-hydroxyle entre les cycles A et C (Pietta, 2000 ;
Heim et al., 2002 ; Marfak, 2003 ; Lhuillier, 2007) (Fig.25).

Figure 25: Exemple de chélation du fer par les flavonoides (Marfak, 2003).

Les flavonoides sont connus pour inhiber des enzymes intervenant dans divers mécanismes
biologiques, notamment celles qui sont impliquées dans la génération de ROS telles que les
cyclooxygénases, les lipooxygénaseset les monooxygénases microsomiales (Lhuillier, 2007).
Ils inhibent égalementl’histidine décarboxylase, I’¢élastase, 1’hyaluronidase, ce qui permettrait de
conserver 1’intégrité de la substance fondamentale de la gaine vasculaire ; ils bloquent aussi
d’une maniére non spécifique 1’activité de la catéchol-O-méthyl-transferase, ce qui augmenterait
la quantité de la catécholamine disponible et donc provoquerait une élévation de la résistance
vasculaire. En plus, les flavonoides inhibent la phosphodiestérase de I’AMPC , ce qui pourrait

expliquer leur activité en tant qu’antiagrégant plaquettaire, ils inhibent également 1’aldose
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réductase qui est impliquée dans la pathogénie de la cataracte (Bruneton, 1999). Par
ailleurs, les flavonoides peuvent inhiber la promotion de la tumeur en bloquant 1’activité de la

phosphoxylase C et la protéine kinase (Formica et Regelson, 1995 ; Kao et al., 2007).

6.  Protection des antioxidant contre les dommages testiculaires induits par la DOX

Diverses études ont propose des mesures de protection contre les dommages testiculaires
induits par laDOX en utilisant des composés principalement constitués d'antioxydants d'origine
veégetale ou chimique. Le principal mécanisme par lequel ces composés atténuent la toxicité des
spermatozoides induite par la DOX est leur role dans 1’amélioration du stress oxydatif. Le
tableau 2 présente une liste d’agents naturels ayant déja démontré des effets protecteurs contre la

toxicité des testiculess induite par la DOX.
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Tableau 2:L'activité de quelques antioxydants vis-a-vis des dommages testiculaires induits par la DOX

D Effets toxiques de la DOX Tvoe d D Resultgts du
Référence modele 0s¢ Au niveau des testicules ype des agents 0se Co-traitement
(DOX) antioxydant (Agent) Dox+ Antioxydant
Réduction de la spermatogenese
1Stress oxydatif, Tapoptose cellulaire
-Perte massive des cellules germinales | Stress oxydatif
|Poids testiculaire et corporel 100-200 lInfertilité masculine
(Nowrouzi et | sourisfin | 9 mg/k TPourcentage des tubes séminiféres touchés Extrait de Rosa ma/k -progression du processus meiotique
al., 2019) Vivo i 9kg |Nombre de couches cellulaires canina i 9kg -Amélioration des parameétres histopathologiques
v ’ P |Densité de 1’épithélium séminifére (Rosacées) P |Pertes des cellules germinales
| Taux des cellules de sertoli, suppression de la TNiveau du testostérone
spermatogenese TNombre, Tviabilité, Tmobilité des spermatozoides
|Nombre, |viabilité, |motilité des
spermatozoides
LCAT, lGP?" iSO.D. -Amélioration du statut antioxydant
TPeroxydation lipidique, MDA
» ST 1CAT, 1GPx, 1SOD
-Induction du Stress oxydatif testiculaire 0 . s
. N ; . s -Inhibition directe de la Peroxydation lipidique,
-Perturbation du contrdle de rétroaction négatif de IMDA
Iaxe hypothalamo-hypophysaire Spirulina -Piégeage des radicaux libres
. . |Taux sérique de la testostérone, |LH, |FSH P . geage ¢ .
(Eleiwa et Rats/in 3mg/ kg P A platensis : 300 mg/kg -Amélioration de la fonction des cellules de
. ; -Détérioration de la spermatogenése . . , o
al., 2018) Vivo i.p e .. (microalgue Voie orale I’hypophyse antérieure
|Nombre et mobilité de spermatozoides . O ,
{Signes d’anomalie du sperme photosynthétique) 1Taux sérique de la testostérone, 1LH, 1FSH
enes ¢ a - perme -Amélioration de la spermatogenése et des
-Détérioration du tissu testiculaire arametres du soerme
-Arrét de la spermatogenése P P N
. . . TNombre de spermatozoides
TNombre de spermatozoides morts, immobiles et ) , .
ANorMauUx |Signes d’anomalies du sperme
|Pourcentage, diamétre des tubes séminiferes tPourcentages des tubes séminiféres
| Taux du sperme . i TNombre de spermatozoides
(Kopalli et Rats/in 1 ma/k -Histologie mal conservée Egtgailrgsﬁueux #Oolkzoo -Maintien du développement et de la différenciation
P . - MAkg INombre, viabilité et motilité des spermatozoides '9 9g/kg. des spermatozoides
al., 2016) vivo i.p . . ar o1 rouge coréen Par voie p : - -
|Poids des testicules et de I’épididyme -Régulation des niveaux hormonaux sériques du sexe
: . (KRG-WE) orale . . . . .
Perturbation des cellules de sertoli -Régulation du niveau des molécules biomarqueurs
| Niveaux hormonaux sériques du sexe, LH, FSH responsables de la production et du fonctionnement
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Expression des récepteurs hormonaux sexuels
‘FSH-R, LH-R, AR

Altération de la spermatogenése

Suppressions de 1’expression de la néctine-2 (a et
B), 'inhibine (a et B) et de CREB

Génération des radicaux libres

Désactivation des enzymes antioxydantes

GSH, SOD, GPx, CAT

Stress oxydatif testiculaire

du sperme

-Régulation des facteurs de transcription clés
Restauration de la transduction du signal impliqué
dans la spermatogenése

-Balayage des radicaux libres

-Amélioration du statut antioxydant enzymatique et
non enzymatique

TLésions et dépolarisation des mitochondries
TROS, tperoxydation lipidique, 7stress oxydatif

-Améliore le sang pénien et I’impuissance masculine
-Module certaines substances vasoactives,

TM,DA I . notamment le NO, les prostaglandines et le facteur
-Désactivation des enzymes anti-oxydantes .
‘10 d’activation des plaquettes
fDommage a PADN Extrait de -Suppression de la peroxydation lipidique
(Yehetal, Rat/in 3mg/kg | P53, tApaf-1, voie de signalisation apoptotique . . 5 mg/kg . L .
. ; Lo Ginkgo biloba -Protection de I’activité des enzymes anti-oxydantes
2009) Vivo I.p intrinseque Par gavage , - . , R
. L défensives, en neutralisant ’action désactivatrice
fTrisque de tumorigenése )
L . . . exercée par la DOX
-Activation partielle de la voie apoptotique LT ) . .
S -Elimination des RL, réduction du niveau des ROS,
extrinseque, TNFR-1, TRAIL-1, Caspase-8, e . N
. . : inhibition du stress, suppression de I’apoptose et
clivage de Bid (tBid) .
sauvetage des cellules germinales
|Poids testiculaire et corporel
| Nombre de spermatozoides
JConcentration des spermatozoides mobiles L Lo
. -soulagement des lésions testiculaires
| Taux des spermatozoides anormaux . - -
. O -Atténuation du stress oxydatif
1Stress oxydatif, Tperoxydation lipidique, MDA o N
10 mg/kg . A . . Les -Normalisation des paramétres du stress
. . Lo -Dépolarisation mitochondriale, TApoptose . y . .
(Xinetal., Rats/ in Injection . polysaccharides | 200 mg/kg -Piégeage des radicaux libres
- . . TAnomalies du sperme ; T
2012). \\Y/o] intravein . . . de Lycium p.o |Peroxydation lipidique, |MDA, |[NO
lActivité des enzymes du cycle de 1’acide A -
euse - - S barbarum (LBP) Activation des enzymes antioxydantes
tricarboxylique testiculaire f
o . 1Taux de la testostérone
LATP, |mobilité des spermatozoides TS
. TPourcentage des tubes séminiferes
|Taux de la testostérone
-Atteinte de la fonction testiculaire
(Shalizar Rat/in 4mg/kg |Nombre des cellules germinales Crataegus 20 mg/kg -Atténuation des dommages testiculaires
Jalali Vivo i.paux |Poids corporel et testiculaire monogyna Oralement |ROS, |peroxydation lipidique, |stress oxydatif
etHasanzade jours 1, lAndrogénes (extrait aqueux pendant 28 -Amélioration de I’activité des enzymes
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h, 2013) 7,14,21 | |Spermatogenése, |nombre de spermatozoides de fruits) jours antioxydantes
et 28 TROS, Tperoxydation lipidique, 1Stress oxydatif -Augmentation significative du poids corporel,
(dose -Altération des cellules de Leydig, | Testostérone, testiculaire et des glandes accessoires
cumulée | T1LH, tFSH, défaillance de la spermatogenése -Amélioration de la qualité du sperme
de 20 mg | -Altération des cellules de sertoli, |sécrétion de JLDH, |CPK, |SGOT
/ kg) I’inhibine 1Testostérone
-Altération du métabolisme énergétique, |ATP, |LH, |[FSH
Jmobilité des spermatozoides -Restauration des changements morphologiques vers
1Spermatozoides anormaux la normalité
1LDH, 1CPK, 1SGOT
-Vacuolisation, accumulation du liquide
cedémateux
-Insuffisance testiculaire, infertilité masculine
Tstress oxydatif
1ROS, 1H,0;,
tDommage a I’ADN et protéines
TPeroxydation lipidique, MDA
INO, fstress nitrosatif JROS, |H202, IMDA,
1GSH, GPx, SOD, CAT 1SOD, GPx, GSH, CAT
JRapport vie/mort des spermatozoides 60-120 Istress oxydatif
(Olusoji et Rat/in 15 mg/kg | |Spermatogenése Acide Gallique mg/kg INO, | stress nitrosatif
al., 2016) vivo i.p |Nombre et mobilité des spermatozoides Oralement TSpermatogencse
1 Anomalies : téte sans queue, partie médiane TRapport vie/mort de spermatozoides
enroulée, queue sans téte, piéce médiane }Caspase-3, |apoptose
abaxiale, queue enroulée...
1Expression de I’ARNm de la prolactine,
Tprolactine, 1 prolactinémie, |testostérone
1Stéroidogénese, |androgénogenese
TCaspase-3, apoptose accrue
|Poids testiculaire & épididymaire -piégeage des RL
Atrophie parenchymateuse |ROS, |H202, MDA,
TH20;, 1 peroxydation lipidique, Tmort cellulaire Lycopéne 4 mg/kg 1SOD, GPx, GSH, CAT
(Atessahin et | Rat/in 10 mg/kg | 1ROS, tstress oxydatif (caroténoides) Par gavage stress oxydatif
al., 2006) Vvivo i.p |Spermatogenése Pendant 10 1Spermatogenése
Perte de la mobilité des spermatozoides jours Amélioration de I’affaiblissement des cellules de
| Capacité fécondante et qualité du sperme Leydig

tDommage a I’ADN du noyau spermatique et

-Protection in vivo contre 1’oxydation des
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des protéines

IGSH, GPx, SOD, CAT et GST

INADPH, |GSSG/GSH

Altération des cellules Leydig, |testostérone
Stérilité prolongée (oligozoospermie)

biomolécules
-normalisation des taux de sperme et sa qualité
-Amélioration de la fertilité masculine

|Poids corporel & testiculaire
lSpermatogenése, nombre de spermatozoides
1Sérum CK-MB, LDH, GOT

| Testostérone sérique

-Tpoids corporel et maturation testiculaire
-Tnombre des spermatozoides

-JCK-MB, LDH, GOT sériques

-Ttestostérone sérique, |LPO

-1GSH, SOD et CAT, tNa+ K+ ATPase, 1Ca2+
ATPase et TMg2+ ATPase

Maintien de I’homéostasie mitochondriale

-} Vacuolisation et débrits fibrinoid

(Haghi-Amin . TLPO, . . -tnombre des cellules germinales dans les tubes
janetal., \Iji?/tém i3pmg/kg GSH, |SOD, |CAT, |Na+ K+ ATPase, |[Mg2+ Meélatonine g;‘%/ I;g séminiferes
2018) ' ATPase ' - | Elargissement de I’espace interstitiel et
| Vacuolisation et débrits fibrinoid des vacuolisation dans les tissus interstitiels
| Nombre des cellules germinales dans les tubes -effet anti apoptotique par I’inhibition des MPT
séminiféres limitant ainsi la libération des facteurs apoptotique/
TElargissement de I’espace interstititiel Cyt ¢, SMAC/DIABLO, I’endonucléase G, Ca2+
Réduction des niveaux de NO
Amélioration de la qualité de la fonction de
reproduction
|Poids corporel & testiculaire Amélioration du poids et morphologie testiculaire
lSpermatogenése, nombre de spermatozoides, ROS, peroxydation lipidique
mobilité des spermatozoides IMDA
1Taux de sperme anormal 1GPx, 1GSH
Tanomalies Resveratrol 1 taux de la
(Tiredi et Rat/in 10 mg/kg Oligospermie dans I’épididyme et une (polyphénol de la 20 mglkg Tesrto§té’rone .
al., 2015) vivo ip azqosp?rmle L ' cl_ass\e des ip iDegenerescer'lce des cellules germinales
|Diamétre de 1’épithélium germinal et la stiblénes) tGonadotrophines

membrane basale des tubes séminiféres

| Testostérone

1 dégénérescence des cellules germinales et
vacuolisation

Tgonadotrophine

Amélioration de la spermatogenése

TNombre de spermatozoides

TMaturation des spermatozoides

|Cassures de I’ADN des noyaux spermatiques
| Apoptose des cellules
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TGSH, 1GPx

1SOD, |CAT

TROS, tperoxydation lipidique, MDA
1Stress oxydatif, mort cellulaire
Fragmentation de ’ADN et 1ésions
chromosomiques

| G6PD

Perturbation de la spermatogénese

1Spermatozoides anormaux

TNécrose des cellules germinales
-Atrophie dans les tubes séminiferes
|Dégénérescence

-Desquamation des cellules germinales
-vacuolisation des cellules de Sertoli
-(Edéme interstitiel et congestion capillaire
-Hyperplasie des cellules de Leydig

-Normalisation Poids des organes reproducteurs

| Testostérone -Amélioration de I’architecture des testicules, 1DST,
|Poids des vésicules séminales et de la prostate 1T GCLT
I|DST, |GCLT . . -empéche la propagation des cellules cancéreuse
(Ceribas et Rat/in 2 mg/kg | -Blocage de la spermatogenése Acide ellagique g mg/kg Ttestostérone
al., 2012) vivo i.p -Arrét de maturation significatif argavage | _Amélioration de Iéquilibre oxydant/antioxydant
| Nombre et mobilité des spermatozoides -Piégeage des RL
Tspermatozoides anormaux IMDA, 1GST, 1GSH, 1SOD, 1GPx, 1CAT
-mauvaise qualité du sperme IROS, |Stress oxydatif
-Altération de I’équilibre oxydant/antioxydant 1Bax, |débit cellulaire apoptotique
TROS, peroxydation lipidique, stress oxydatif
TMDA, |GSH, |GPx, |SOD, |CAT
INADPH, GSSG/GSH
Interconnexions directes d’ADN
Blocage du cycle cellulaire en phase G2
Bcl-2, apoptose
-Détérioration du mouvement et de la teneur en -Amélioration de la spermatogenése
spermatozoides TNombre des spermatozoides
(Trivedi, Rat/in amglkg -Effets néfastes sur la fertilité masculine Hespéridine 20,50 et 100 | |ROS, |Stress oxydatif
Tripathi, vivo i.p -Altération de la spermatogenése, nombre des (bi flavonoide) mg/kg Suppression du facteur NF-kB, de P38 et de Caspase-
2011) ' spermatozoides, des spermatocytes et des p.o 3

spermatides
TROS, Tperoxydation lipidique, MDA, |GSH,

| Apoptose
Modulation de la voie du facteur NF-KB par le biais
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1Stress oxydatif

TNF-kB, 1 P38, 1P53, 1Caspase-3, |Bcl-2,
TApoptose

1 Anomalies dans la morphologie de la tete des
spermatozoides

Désorganisation accrue dans la section testiculaire
et Vacuolisation

Tubes séminiféres dépourvus de la structure
cellulaire interne

(Edeéme de I’épithélium et 1’épididyme

de quatre voies de transduction du signal : NIK/IKkK,
ERK, P38 et INK
|Anomalies
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I11- Crataegus sp:

1. Description botanique de la plante :

L’aubépine, un nom commun pour toutes les espeéces végétales du genre Crataegus
(Chang et al., 2002) (Fig.26), elle appartient a la famille des Rosacées (Bruneton, 1993 ;
Guermonprez et al., 1997 ; Fikret Balta et al., 2006 ; Poitevin, 2014), qui contient de 150 a
1200 espéces (Talent et al., 2005 ; Nieto-Angel et al., 2013). Actuellement, plus de 20
espéces d’aubépines sont utilisées comme médicaments a base de plantes ou drogue
végetale dans le monde. Certaines d'entre elles sont officiellement inscrites dans les
pharmacopées de nombreux pays comme la Chine, [’Allemagne, La France et
I’ Angleterre. Le genre Crataegus est un groupe complexe d’arbres et d’arbustes épineux ou
petits arbres a feuilles vertes brillantes, fleurs blanches et des baies rouge vif chacune
contenant une a trois ou cing graines, selon I'espéce (Hobbs et al.,1990 ; Leung et al., 1996;
Poitevin, 2014). Cette plante est exceptionnellement annuelle, elle se trouve un peu partout
dans le monde mais d’une fagon prépondérante dans les régions tempérées de 1’hémisphere
nord (Shalizar Jalali et al., 2011). En Algérie, elle est connue dans les foréts et les maquis de
I’Atlas Tallien (Bouzid, 2008). Crataegus tient son étymologie du latin « Kratos », qui
signifie la branche dure par allusion a la dureté de cet arbrisseau (Nieto-Angel et al., 2013).
Comme pour tous les composés, son tronc de bois dur grisatre est revétu d’une écorce lisse,
et les branches sont glabres portants des épines robustes et droites (Kremer, 2011). Leurs
feuilles sont caduques, alterne et de couleur vert vif luisant a leur face supérieure et plus clair
a la face inferieure (Orhan, 2018). Les fleurs de I’aubépine, au parfum subtil, petites,
possédent un style et sont blanches, rosées ou groupées en corymbes. Ces fleurs ont été
utilisées en Algérie en usage interne, comme antispasmodiques et cardiotoniques, et au
Maroc ont été employés sous forme d’un remede contre les palpitations et les diarrhées
(Mohand, 2006). Plusieurs types de fruits sont retrouvés : akénes, drupes samares, qui
sont simples ou multiples renfermant un endocarpe, un péricarpe, une graine de tailles

variées ou se trouve un embryon de tailles différentes.
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| UGA1379049

Crataegus Azarolus Crataegus oxycantha Crataegus Crus-galli

Crataegus coccinea Crataegus rhipidophylla

Figure 24: différentes espéces du genre Crataegus (www.wikipedia.org)
2. Noms vernaculaires :

L’espéce Crataegus sp est répandue un peu partout dans le monde, sa nomenclature se
differe selon sa région. En arabe elle est connue sous le nom de Baba adjina, Boumekherri, Ain
baquera ou Zaaror (Djerroumi et Nacef, 2004). Chez les berberes elle est nommée Admamai,
Allméne, ou Idmine (Beloued, 2012). Les Anglais utilisent les appellations de: hawthorn, haws,
may bush, may bolossom, white thorn, hawthorn midland (Verma et al., 2007). En France cette
espece est appelée Aubépine des haies, épine blanche ou albinspine (Bézanger et Pinkas,
2014).
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3. Classification taxonomique de I’espéce Crataegus sp :

Reégne Plantae
Sous-regne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous- Classe Rosidae

Ordre Rosales
Famille Rosaceae
Sous- Famille Maloideae
Genre Crataegus
Espéce Crataegus sp

4. Intérét biologique de I’espéce Crataegus sp :

Les aubépines ont une large liste d'utilisation en médecine traditionnelle chinoise et
européenne (Zhongguo, 1984),leurs fruits sont utilisés pour stimuler la digestion et la fonction de
I'estomac et I'amélioration de la circulation sanguine. Les aubépines exercent plusieurs activités
pharmacologiques, telles qu’hypertenseur (Abdul-Ghani et al., 1988), anti-hyperlipidémique
(Shanthi et al., 1994), anti-hyperglycémiantes (Jouad et al., 2003), anxiolytiques (Della Loggia
et al., 1983), immun-modulatrices (Hanus et al., 2004 ;Elango et al., 2010 ) et antimutagénes
(Dirican et Tiirkez, 2012). L’intérét de ce genre des plantes réside dans le fait qu’elles sont
riches en composés phénoliques, Crataegus sp contient un pourcentage important des amines
(phénétylamine, tyramine) & action inotrope positive, des flavones (hétérosides de la
quercétine) et des flavannes a effet coronarodilatateur, inotrope positif et hypotenseur.
Les Crataegus sp sont riches en Vitamine C, en glycosides, en saponines, en tanines, en
proanthocyanidines (variant entre 1 et 3% dans les fruits ou les feuilles avec des fleurs), et en
flavonoides (entre 0.1 et 1% dans les fruits et 1 a 2% dans les feuilles et les fleurs) (Schussler et
Holzl, 1995 ; Bahorun, 1997; Chang et al., 2002 ; Ljubuncic et al., 2005 ; Fikret Balta et al.,
2006 ; Shalizar Jalali et Hasanzadeh, 2013 ), Ces constituants biologiquement actifs, sont les
principaux métabolites secondaires observés dans cette espece qui sont responsables de son
activité antioxydants (Orhan, 2018). (Bahorun et al., 1994; Zhang et al., 2001; Rice-Evans,
2004) (Fig.27).
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Figure 27: Les différents effets des composés majeurs du genre Crataegus (Zorniak et al., 2017)

5. Effet chimio-protecteur de genre Crataegus vis-a-vis de la toxicité testiculaire

induite par la DOX :

Des études ont montré que les extraits de Crataegus monogyna (provenant de plusieurs
parties de la plante, y compris les fruits), sont riches en pro- anthocyanidines et en flavonoides
(Shalizar Jalali et Hasanzadeh, 2013). Ce bon nombre des composés phénoliques prouve I’action
cytoprotectrice hautement significative de cette plante et sa valeur thérapeutique en clinique.
Cette espéce de plante sert d’agent protecteur contre la toxicité du systéme reproducteur induite
par la DOX (Tableau 3). Shalizar Jalali et Hasanzadeh, 2013 ont montré que 1’extrait aqueux des
fruits de cette plante pourrait prévenir efficacement les effets indésirables de la DOX (diminution
significative du poids du corps et des organes et des activités spermatogenes, ainsi que de
nombreuses altérations histologiques, diminution significative du nombre de spermatozoides et
de la motilité avec une augmentation du nombre de spermatozoides morts et anormaux, De plus,
une diminution significative des taux seriques de testostérone et une augmentation des
concentrations sériques de FSH, de LH, de LDH, de CPK et de SGOT) en inhibant efficacement

les processus d'oxydation et en rétablissant le systeme de défense antioxydant (Tableau 3).
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Deuxieme Partie :

Partie Expérimentale
In vitro et In vivo
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Etude expérimentale in vivo et in vitro

I. Matériels et méthodes :

1. Matériel végétal :

La plante a été collectée dans la région de la wilaya de Mila (Nord-est de 1’ Algérie) en
septembre 2014, et identifiéepar le professeur M.Kaabeche (Université Ferhat Abbas, Sétif 1,
Algérie).

2. Préparation de ’extrait de plante :

Les fruitsrécoltés ont été séchées a température ambiante dans un endroit aéré a 1’abri de
I’humidité et des rayons solaires. La matiere végétale seche (460 g) a été ensuite broyée
etmacérée dans 1’éthanol 80% (1 L) a température ambiante pendant 24 heures. Aprés filtration,
la macération a été répétée 2 autres fois sur le marc avec renouvellement du solvant. Les filtrats
sont rassemblés, puis concentrés (non a sec) sous pression réduite a une température n’excédant
pas 35°C. La solution obtenue (400 ml environ) a été dissoute dans 400 ml de I’eau distillée sous
agitation magnétique et maintenue a 4°C pendant une nuit pour précipiter un maximum de
chlorophylles. Apres filtration, la solution obtenue est soumise a des affrontements successifs a
I’aide de solvants de polarité croissante en commengant par 1’éther de pétrole (1x300 ml), le
chloroforme (3x300 ml), I’acétate d’éthyle (3x300 ml) et finalement le n-butanol (3x300 ml).
Les quatre phases organiques ont été séchées avec du sulfate de sodium (Naz2S0.), filtrées en
utilisant un papier filtre commun et concentrées sous pression réduite (35°C environ) pour
obtenir les extraits suivants : éther de pétrole, CHCI3 (1,17 g), AcOEt (2,03) et n-BuOH (9,32 g).

3. Modele expérimental in vitro :
3.1 Détermination des polyphénols totaux dans I’extrait :

La teneur totale en phénols dans I’extrait n-butanol de la plante Crataegus sp a été
déterminée par spectrophotométrie en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu, selon la
méthodedécrite par Singleton et al. 1999.L extrait n-butanol est solubilisé dans le méthanol
(MeOH) a une concentration de 1 mg/ml. A chaque 20 ul de la solution de I’extrait préparé, 100
pl de Folin-Ciocalteu et 1580 pul d’eau distillée ont été ajoutés successivement. 3 minutes plus
tard, on ajoute 300 pL d’une solution de carbonate de sodium 20 %. Apres agitation et
incubation de cinq minutes, 100 p L du réactif de Folin-Ciocalteu 1 N sont additionnés ;
aprés 30 minutes d’incubation a 40°C, la lecture des densités optiques (DO) est mesurée a
765 nm.La concentration des composés phénoligques totaux dans I'extrait a été déterminée en ug

d'équivalents d'acide gallique (GAE) par mg d'extrait en utilisant 1’équation suivante :
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Absorbance = 0.001 x [acide gallique]
3.2. Détermination de la teneur totale de I’extrait en flavonoides :

La teneur total en flavonoides a été estimé selon la méthode décrite par Wang et al. 2008.
A chaque 0,5 ml de I’extrait préparé dans le méthanol, 0,5 ml d'AICIs & 2% a été ajouté.
Aprées 1 h diincubation & température ambiante, I'absorbance a été mesurée a 420 nm.
Laconcentration totale des flavonoides a été calculée en pg d'équivalents de quercétine (QE)

pour 1 mg de I'extrait & I'aide de 1’équation suivante :

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

3.3. Evaluation du pouvoir antiradicalaire (DPPH) :

Le DPPH (2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl) est un radical libre stable de couleur violacée
qui s’absorbe a 517 nm. Il posseéde un électron non apparié sur un atome du pont d’azote, en
présence des antioxydants il sera réduit. La réduction du radical DPPH s’accompagne par son
passage de la couleur violette caractéristique de la solution de DPPH a la couleur jaune
mesurable par spectrophotométrie a 514-518 nm. La capacité de I’extrait n-butanol de la plante
Crataegus sp a piéger le radical DPPH a été évaluée par une procédure décrite par Braca et al.
2001.Un volume de différentes concentrations de 1’ extrait est ajouté a 3 ml de la
solution méthanolique du DPPH (0,004 %) fraichement préparée. Les essais ont été effectués en
triple et les tubes ont été incubés a I’obscurité et a température ambiantependant 30 minutes.
L’absorbances a étéensuite mesurée a 517 nm a I’aide d’un spectrophotomeétre. Les absorbances
mesurées servent a calculer le pourcentage d’inhibition du radical DPPH, qui est proportionnel
au pouvoir antiradicalaire de 1’extrait(Bentabet et al., 2014). Le pourcentage d’activité de

piégeage de DPPH (1%) a été calculé selon 1’équation suivante :
19 = [(A1 — A2)/A1] x 100

Al: absorbance du contrdle (solution du DPPH sans extrait).

A2: absorbance en présence d’extrait.
3.4. Détermination des concentrations inhibitrice medianes « 1Cso » :

Les concentrations inhibitrices médianes 1Cso permettent de calculer la concentration de
I’échantillon testé nécessaire pour réduire 50 % des radicaux DPPH. Les I1Cso ont été calculées
graphiquement a partir des équations des courbes de tendances linéaires basées sur la variation
du pourcentage de I’inhibition du radical DPPH (1%) en fonction des concentrations croissantes

des extraitset de la vitamine C.
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3.5 Inhibition de la peroxydation lipidique (LPO)

La peroxydation lipidique dans le vitellus des ceufs a été évaluée par le dosage de la
concentration du MDA, qui est un indicateur fiable de la peroxydation lipidique, et ceci était
selon la méthode décrite par Cao et Ikeda, 2009. En milieu acide et chaud (pH 2 a 3, 100°C),
une molécule du MDA est condensée avec deux molécules d’acide thiobarbiturique (TBA) pour

former un complexe coloré enrose (lecture a’532 nm).

H H Hg\n/,"‘ 2 H
ﬂ_><ﬂ + & I

[ & r‘ff
Witk ndialde yde [TT] =H

(i Coa) Acide thiobarb turque

(A (TEA)
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Dérivé MDA (TBA),

colore en rose

Figure 25: Principe de dosage du Malondialdehyde
e Pour le dosage du MDA, 1 g de vitellus est additionné a 10 ml de solution de PBS
(20mM, pH 7.4) puis homogénéisés.
e [’homogénat est centrifugé pendant 20 minutes a 4000 tours/minute et le surnageant
obtenu est utilisé.

e A 0,5 ml de surnageant (I’homogénat10%), différentes concentrations de I’extrait a tester

(0,1 0.2,0.3, 0.4, 0.5mg/ml) et 50ul FeSO4 (0.07 M) sont ajoutées.

e Le mélange a été ensuite incubé avec des concentrations croissantes de I’extrait & 37°C

pendant une heure
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La réaction est stoppée par 1’addition de 1ml d’acide trichloracétique (TCA20% w/v) et
1.5 ml d’acide thiobarbiturique (TBA) 1% respectivement.

Les échantillons ont été mélangés, chauffés a 100 °C pendant 15 minutes, refroidi puis il
a été additionné 4 ml de n-butanol.

Apreés centrifugation des échantillons pendant20 minutes a 4000 tours/min, 1’absorbance
a été mesurée a 532nm.

Les résultats du dosage sont exprimés en pourcentage d’inhibition.

L’activité scavenger du lipide peroxydation (K, %) est calculé par I’équation suivante:

K(%) = [(Ac— As) /Ac] x 100%

Ac absorbance de control, As absorbance des échantillons testé

4. Modele expérimental in vivo :

4.1. Animaux et conditions d’hébergement :

Dans cette étude expérimentale,les rats males adultesd’une souche Wistar Albinos(Institut

Pasteur, Alger) pesant (200-250g), sont utilisés. Dés leur réception, Ils ont été groupes dans des

cages standards pour une période d’acclimatation dans une température ambiante avant d’étre

utilisés dans les différentes expériences. Pendant cette période, les rats sont maintenus dans une

animalerie ou il y avait un accés libre a la nourriture (croquettes riches en vitamines et

nutriments provenant de la société de la production d’aliments des animaux, Bouzaréat, Alger) et

al’eau.

Notre étude a pour objectif d’évaluer I’effet protecteur de 1’extrait n-butanol du Crataegus sp

vis-a-vis de la toxicité induite par la DOX, notre expérience a été réalisée durant une période de

10 jours. Les rats ont été repartis en 5 lots de 7 rats, de la maniere suivante :

>
>

Groupe témoins (contréle), non traité.

Groupe DOX : recoit le médicament par injection intrapéritoniale (ip) a la dose de (15
mg/kg).

Groupe Ext: regoit I’extrait de Crataegus sp par gavage a la dose de 75 mg/kg, dissous
dans I'eau distillée, pendant 10 jours.

Groupe Ext+ DOX : traité avec I'extrait par gavage (75mg/kg) et la doxorubicine par
voie intrapéritoniale (Ext+DOX) le 8°™ jour.

Groupe Vit E : recoit la vitamine E par gavage, une dose de 100 mg/kg dissous dans I'eau
distillée pendant 10 jours et par la DOX (Vit E+DOX) le 8™ jour
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4.2. Evaluation biochimique et mesure des paramétres de stress oxydatif:

4.2.1. Dosage du MDA au niveau de I’homogénat :

Le malondialdéhyde (MDA) est un marqueur fiable de la peroxydation lipidique, il a été
mesuré¢ a partir d’homogénats des testicules par le TBARS assay. Le dosage des TBARS
(Thiobarbituricacidreactive substances) est basé sur la réaction du MDA avec le TBA (acide
thiobarbiturique), sous conditions de haute température et d'acidité. Le complexe de couleur rose
MDA-TBA formé a été mesuré par colorimétrie. Les homogénats des testicules ou du standard
ont été ajoutés a la solution contenant le TBA (0.67%) et I’acide phosphorique (1%). Le mélange
réactionnel a été incubé pendant 45 min a 100 °C. Apres l'incubation, les échantillons et les
standards ont été refroidis pendant 10 min afin d’arréter la réaction, et 4 ml de n-butanol ont été
ajoutés. Puis, une centrifugation a été effectuée a 3000 rpm pendant 20 min. Ensuite,
I'absorbance du surnageant soit mesurée a 532 nm et le niveau de MDA exprimé en nmol/g

tissue.

4.2.2 Dosage de glutathion testiculaire

Le dosage du glutathion testiculaire (GSH) est déterminé par la méthode colorimétrique
d’Ellman, 1959. Son principe est basé sur la réaction d’oxydation du GSH par ’acide 5, 5°-
dithiobis 2-nitrobenzoique (DTNB), libérant ainsi I’acide thionitrobenzoique (TNB). Pour ce
dosage, le testicule est homogénéisé dans cing volumes de TCA 5% puis centrifugé a 2000 rpm.
200 pl de surnageant sont dilués dans 1,8 ml de tampon phosphate (0.1 M, pH 8). A 2 ml du
mélange de dilution, 100ul de DTNB (0.01M) sont additionnés. L’absorbance est lue a 412 nm
contre un blanc préparé dans les mémes conditions avec le TCA 5 %. Les concentrations sont

exprimées en n mol/gr de tissue.

4.2.2. Evaluation de I’activité enzymatique du Glutathion peroxydase (GPx)

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

suivante :

GSSG + NADPH + H—— 2GSH + NADP

La formation de GSH peut étre détectée indirectement grace a I’ajout de I’acide5-5’-

dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB). Le groupe sulfhydryl (-SH) du glutathion réagit
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spontanément avec le DTNB et forme un composé jaune, 1’acide 5-thio-2-nitrobenzoique (TNB)

comme le montre la réaction suivante :

GSH + DTNB — GSTNB + TNB

Pour un dosage spectrophotométrique, on mélange 200ul de I’homogénat des testicules,
200ul du tampon TBS (100mM), 400ul GSH (0,1 mM) et 200 pl H202 (1,3 mM). On les incube
ensuite pendant 5 min a 25°C, puis on ajoute 1 ml TCA 1 %. Le mélange est ensuite centrifugé
pendant 5 min a 1500g. On récupere 480ul du surnageant et on lui ajoute 2.2 ml tampon
phosphate et 320 ul DTNB (1 mM). Ensuite on note 1’absorbance mesuré apres 5 min.Le dosage

des protéines dans I’homogénat est réalisé par la méthode de Lowry, 1951.
4.2.3. Evaluation de I’activité enzymatique du Catalase (CAT) :

L'activité de la catalase a été estimée selon la méthode de Claiborne, (1985). Le principe
est basé sur la disparition du peroxyde d'hydrogene (H202) du fait de l'activité de la catalase

présente dans I'échantillon selon la réaction suivante :

2H,0, Latlase | o0 + O,

Un volume de 25 pl de cytosol a été mélangé avec 1 ml de tampon phosphate (0.1 M, pH
7.4) et 975ul du peroxyde d'hydrogéne (0.019 M). La densité optique a été mesurée trois fois
successive chaque 60 secondes a 240 nm. L'activité de la catalase a été exprimée en unité
internationale par minute et par gramme de protéine (Ul / min/g de protéine), selon 1’équation

suivante :
Ul/g= (2,3033/T) x (logAl/A2) /g de protéine

Al : Absorbance a la premiére minute.

A2 : Absorbance a la deuxieme minute.

T : Intervalle de temps en minute.

La concentration cytosolique des proteines est évaluee 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.
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4.3. Etude histologique :

Apreés le sacrifice des animaux et leur dissection, une perfusion aura lieu avec une solution
froide de NaCl (0.9%) afin d’assurer une sorte de lavage et drainer tout le sang restant dans les
organes. Les testicules sont immédiatement prélevés et conservés dans un fixateur (formol 10%)
pour réaliser des coupes histologiques. Les organes conservés dans le formol sont transportés
vers un laboratoire d’ Anatomie pathologique, ou ils seront enregistrés, identifiés et transcrits par
le technicien sur les blocs et les lames qui seront examinés au microscope apres traitement. Leur
fixation est considérée comme une étape essentielle dans le but de s’opposer a ’autolyse et
conserver les cellules et I’architecture tissulaire. Les organes sont ensuite fragmentés et traités
par déshydratation d’une manieére automatique a I’aide d’un automate en utilisant des bains
d’éthanol. Les échantillons vont subir successivement trois bains de xylene (a la place de I’eau
pour faciliter la pénétration de la paraffine qui est hydrophobe, pour éliminer les traces d’alcool
et clarifier les tissus) et deux bains de paraffine fondus durant 24 heures. Les échantillons sont
placés dans des barres de Leucart et recouverts de paraffine fondue et apres refroidissement, les
blocs sont placés dans le microtome afin de réaliser des coupes de 2 4 6 um d’épaisseur. A 1’aide
d’une pince fine, les coupes sont placées sur des lames couvertes de gélatine ou sont par suite
déparaffinées par chauffage a 1’étuve pendant une heure. Comme les colorants sont en solution
aqueuse, les coupes doivent d’abord subir une réhydratation. Celle-ci est effectuée apres
déparaffinage des coupes (par la chaleur et des bains de toluéne) en immergeant les lames dans
les bains d’alcool de degré décroissant puis dans 1’eau distillée. Les coupes réhydratées sont
placées dans un bain d’hématoxyline pour colorer les noyaux, elles sont mises ensuite dans un
bain d’éosine (8 min) pour colorer le cytoplasme en rose et les fibres dans une gamme de roses
plus ou moins vifs selon 1’acidophile des différents éléments. Apres coloration, il y aura un
montage qui consiste a fixer a ’aide d’une substance appropri¢e (I’Eukit) une lamelle couvre-
objet sur des préparations cytologiques ou histologiques. Les lames ainsi colorées sont prétes a
1’observation microscopique (Objectif x10 et x40).

Nos coupes histologiques ont eté réalisées dans le laboratoire d’anatomie pathologique,
CHU de Constantine, et la lecture des lames a été effectuée dans I’hopital militaire avec des

médecins anatomopathologistes.
4.4, Evaluation statistique

Les résultats sont donnés sous forme de moyennes et d’écarts-types. L’évaluation statistique est

effectuée en utilisantle testtde Student.
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1. Résultats et Discussion
11.1. Résultats et discussion de la partie expérimentale in vivo

1. Rendements d’extraction et dosage des polyphénols totaux :

Les résultats de la présente étude ont montré que I’extrait n-butanol de Crataegus sp
représente le rendement le plus élevé (2,02 %), suivi par I’extrait d’acétate d’éthyle (0,44 %). Le

rendement le plus faible est obtenu par 1’extrait chloroformique (0,25 %) (Tableau 3).

Tableau 3: Rendement des extraits

Matériel végetal Extrait Masse (g) Rendement
Chloroforme 1,17 0,25 %

Parties aériennes  Acétate d’éthyle 2,03 0,44 %

(460 9) n-Butanol 9,32 2,02 %

e Dosage des composés phénoliques et flavonoides totaux
Les résultats obtenus montrent la richesse de I’extrait n-butanolde Crataegus sp en
polyphénols et en flavonoides, dont la teneur représente 146,66+11,84g d'équivalents d'acide

gallique/mg d'extraitet25,91+0,18ugd'équivalentsde quercétine/mg d’extraitrespectivement.
2. Evaluation du pouvoir antiradicalaire :

Le composé 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle fut 1’un des premiers radicaux libres utilisés
pour étudier la relation entre la structure et 1’activité antioxydantedes composés phénoliques
(Bentabet et al., 2014). L’activité antiradicalaire de la plante Crataegus sp vis-a-vis du radical
DPPH a été évaluée dans ’extrait. Selon les résultats obtenus, I’extrait de la plante est doté d’un
bon pouvoir antioxydant. A partir des valeurs obtenues, nous avons calculé les pourcentages
d’inhibition en utilisant la formule citée plus haut. Les valeurs obtenues ont permis de tracer les
courbes représentées sur la (Fig.29), qui montre une augmentation doses dépendantesdu
pourcentage de piégeage du radical DPPH.Nous avons déterminé graphiquement la
concentration correspondant a 50 % d’inhibition (ICs0).En comparant les I1Cso de 1’extrait testé
(101,60+7,79ug/mL) par rapport a celle de la vitamine C (5 £0,10ug/mL), nous remarquons que
I’activité antiradicalairede I’extrait est inférieure a la capacité du piégeage du radical DPPH® de

la substance de référence.

Les résultats obtenus concernant 1’effet antiradicalaire de 1’extrait de la plante Crataegus sp
ont montré une activité intéressante qui pourrait étre attribuée a la présence des composés
62



Etude expérimentale in vivo et in vitro

phénoliques comme les flavonoides, qui peuvent céder facilement un électron ou un proton pour

neutraliser les radicaux libres.
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Figure 29: Pourcentage de I’activité antiradicalaire de 1’extraitn-butanol de Crataegus spvis-a-
vis du radical libre DPPH.

3. Le pouvoir d’inhibition de la peroxydation lipidique

Dans la présente étude, nous avons évalué la capacité de 1’extrait butanolique de la plante
Crataegus sp a inhiber la peroxydation lipidique induite par le FeSQOa, en utilisant un homogeénat
de vitellus d’ceuf. 11 est indispensable de noter que la peroxydation lipidique est un parametre
puissant pour déterminer le potentiel antioxydant total de la plante par la formation des radicaux
libres avec des effets déléteres pour les molécules d’intérét biologique. La (Fig.30), montre que
I’effet inhibiteur de la peroxydation lipidique de I'extrait n-butanol deCrataegus sp et de la
vitamine C est dose dépendante. Le pouvoir antioxydant de I'extrait n-butanol et de la vitamine
C vis-a-vis du LPO, le plus élevé est observé avec une dose de 300 pg/mL (64,66%) et 200
pg/mL (86.95%) respectivement. La capacité inhibitrice de la peroxydation lipidique par 1’extrait

butanolique de la plante est due a son pouvoir antioxydant et antiradicalaire.
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Figure 26 : Inhibitionde la peroxydation lipidiquepar I'extrait n-butanol de Crataegus spet la
vitamine C

4. Effet protecteur de ’extrait n-butanol vis a vis la peroxydation lipidique

L’effet de la DOX sur la peroxydation des lipides est illustré sur la (Fig.31). La
peroxydation lipidique est indiquée par une augmentation significative du MDA (p<0.001), par
rapport au groupe témoin. Le prétraitement par D’extrait et la vitamine E a diminué
significativement 1’oxydation des lipides membranaires chez les rats traité par la DOX

(p<0.001).
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Figure 27: Effet de 1’extrait n-butanol, la vitamine E et la DOX sur la production du MDA dans
Les cellules testiculaires. Les valeurs sont données en moyenne + Ecart type. Test de
student:***p<0.001 ; a : comparativement au groupe témoin b : comparativement au groupe
traité par la DOX.
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5. Effet de Pextrait n-butanol, la vitamine E et la DOX sur le niveau de GSH

testiculaire

La (Fig.32) illustre I’effet de I’extrait sur la variation de glutathion (GSH) dans les cellules
testiculaire chez les rats recevant la DOX, prétraitées ou non par I’extrait butanolique.Nous
avons remarqué une diminution trés hautement significative (p<0.001) de GSH chez les rats
recevant la DOX par rapport au groupe témoin. En revanche, chez les rats recevant la DOX et
traités par 1’extrait, on constate une €élévation treés hautement significative (p<0.001) de GSH par

rapport au groupe recevant la DOX.
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Figure 28: Effet de 1’extrait n-butanol, la vitamine E et la DOX sur la variation de glutathion
(GSH) dans Les cellules testiculaires. Les valeurs sont données en moyenne + Ecart type. Test de
student : ***p<0.001. a : comparativement au groupe témoin. b : comparativement au groupe
traité par la DOX.

6. Effet de D’extrait n-butanol, la vitamine E et la DOX sur Pactvité des enzymes

antioxydante testiculaire (GPx et CAT) :

Les (Figures 33 et 34) montrent que 1’administration de la DOX provoque une diminution
significative (p<0.01) de P’activit¢ du CAT et du GPx chez les rats traités par la DOX
comparativement au groupe témoin. Par ailleurs, le traitement des animaux par ’extrait (75
mg/kg) et la vitamine E associés a la DOX, a augmenté significativement(p<0.05) I’activité de

ces enzymes au niveau des testicules.
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Figure 29: Effet de I’extrait n-butanol, la vitamine E et la DOX sur I’activité de la glutathion
peroxidase (GPx) dans les cellules des testicules. Les valeurs sont données en moyenne + Ecart
type. Test de student : *p<0.05 ; **p<0.01. a : comparativement au groupe témoin. b :
comparativement au groupe traité par la DOX.
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Figure 30: Effet de I’extrait n-butanol, la vitamine E et la DOX sur I’activité de la Catalase dans
les cellules des testicules. Les valeurs sont données en moyenne + Ecart type. Test de student :
**p<0.01 a : comparativement au groupe témoin. b : comparativement au groupe traité par la
DOX.

7. Etude histologique au niveau des testicules :

L’examen histologique des testicules des rats du groupe témoin (Tableau 4) a montré une
architecture testiculaire conservée, dont les différentes couches sont présentes, une abondance
remarquable des tubes séminiferes et des spermatozoides endoluminaux dans la lumiere des
tubes séminiferes ce qui indique que la spermatogenese a €t€¢ bien conservée jusqu’a stade de
puberté (maturation). Aussi bien chez les rats traités par 1’extrait n-butanol de Crataegus sp (75
mg/kg) on observe des tubes séminiféres avec spermatogenése bien conservée (Tableau 4). Par
contre les testicules des rats traités par la DOX (15 mg/kg) montrent une architecture testiculaire
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minoritairement conservée, faite de tubes séminiferes de morphologie également mal conservée,
dont certains sont centrés par des aspects de silhouettes cellulaires sans noyaux visibles
correspondant a des foyers de nécrose ou les cellules passent par un stade de souffrance, un
¢largissement de [’espace inter-tubulaire, une congestion sanguine, Une diminution de
I’abondance des spermatozoides avec une nécrose interstitielle ont été également observés
(Tableau 4). En revanche, le traitement des rats avec 1’extrait n-butanol de Crataegus sp (75
mg/kg) et par la Vit E simultanément avec la DOX (15 mg/kg) a amélioré significativement les
Iésions testiculaires ou on a remarqué une architecture testiculaire majoritairement conserveée,
faite de tubes séminiféres dont I’abondance des spermatozoides a été clairement observée avec
une spermatogenése conservée et une absence presque totale des cellules nécrotiques (Tableau
4).

Tableau 4: effet protecteur de I’extrait n-butanol de Cataegus sp et de la vitamine E vis avis
les changements histopathologiques des testicules des rats induite par la DOX.

Changements Controle | Extrait DOX | Extr+DOX | Vit E+DOX
histopathologiques

Congestion - +/- +++ + +
Nécrose - - +++ - -
Nombre de i i et - +/-
spermatozoides

Elargissementde i i et - +/-
I’espace inter-tubulaire

(-): pas de changement histopathologique significatif; (+/-): degré léger; (+): degré modéré; (+++): degré sévere
11.2. Discussion :

La DOX a été utilisé dans le monde entier en tant que médicament antinéoplasique ayant
un large spectre d’activité contre différents types de tumeurs (Faiyaz et al., 2013 ; Salem et al.,
2016). Son utilisation en clinique a été€ limitée en raison d’une large gamme d’effets indésirables
toxiques sur différents organes, a savoir le cceur, le foie, les reins, les poumons et le cerveau
(Atessahin et al., 2006 ; Mohan etBhandare, 2012 ;Eleiwa et al., 2018). De plus, il a été rapporté
que la DOX peut également affecter les organes reproducteurs males (Sehgal etPandey, 1984 ;
Sridevi et al., 2012), provoquant ainsi une infertilitt masculine (Prahalathan et al., 2004 ;
Shalizar Jalali etHasanzadeh, 2013 ; Turedi et al., 2015). L’activité antioxydante de certains
composés naturels pourrait étre utilisée pour prévenir diverses maladies chroniques et protéger
contre la toxicité de plusieurs agents cytotoxiques (Ola-Davies et al., 2015), c’est pour cela que
notre recherche actuelle a été congue pour évaluer la capacité de la plante Crataegus sp a
moduler la toxicité testiculaire induite par la DOX.
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Des études antérieures ont montré I’effet de la DOX sur I’efficacité de la reproduction et
la spermatogenese chez le rat (Hozayen, 2012 ; Abdella et Ahmed, 2013). Ills ont également
rapporté¢ que ce médicament modifie la croissance, ’intégrité structurelle et le taux de mobilité
des spermatozoides en relation avec une apoptose cellulaire accrue des spermatogonies et des
spermatocytes (Mansouri, 2019). La production des radicaux libres et 1’induction du stress
oxydatif sont impliquées fortement dans les dommages causes par la DOX (Hosseinzadeh et al.,
2009 ; Ahmed et al., 2013 ; Uygur et al., 2013).

Les testicules sont particulierement sensibles au stress  oxydatif (Tomascik-
Cheeseman et al., 2004), qui peut jouer un rdle critique en rendant I’ADN du sperme
extrémement sensible a la dénaturation, la fragmentation et a 1’aberration, induisant ainsi les
anomalies du sperme (Uygur et al., 2013). D'autre part, malgré les antioxydants enzymatiques et
non enzymatiques présents dans les testicules et le plasma séminal, de nombreuses preuves ont
montré gu'il existet un systeme de défense antioxydant faible dans le tissu testiculaire et le
sperme (Rao et al., 1989 ; Zini et al., 1993 ; Gu et Hecht, 1997 ; Vernet et al., 2004 ).

Dans la présente étude, une augmentation hautement significative (P<0.001) de la teneur
en MDA a été observée dans les groupes traités par DOX par rapport aux témoins. Ces résultats
sont en accord avec ceux de nombreuses autres études (Atessahin et al., 2006 ; Farsani et al.,
2018 ; Turedi et al., 2015; Trivedi et al., 2011 ) qui montrent que le traitement des rats par la
DOX entraine une augmentation significative des produits de la peroxydation lipidique (MDA),
indiguant les effets pro-oxydants puissants de la DOX sur les tissus testiculaires (Uygur et al.,
2013). 1l est tres important de signaler que le tissu testiculaire a intrinsequement un déficit dans
un composant puissant de la famille SOD, la Mn-SOD (SOD2) (Yeh et al., 2007), ce qui le rend
plus exposé aux dommages oxydatifs induits par la DOX, notamment une peroxydation lipidique
élevée. Cet événement pourrait étre en relation avec ’architecture des membranes des cellules
germinales méles riches en AGPI, ce qui augmente leur susceptibilité a 1’attaque par les ROS
(Rao et al., 1989 ; Lenzi et al., 2002 ; Agarwalet al., 2006; Aitken et Roman, 2008 ; Hozayen,
2012; Mohamed et al., 2015). Les radicaux libres générés par la DOX, agissent sur les AGPI de
la membrane plasmique en les décomposant en aldéhydes, en particulier le MDA, entrainant
ainsi une augmentation des dommages membranaires (Granados-Principal et al., 2010;
Hozayen, 2012)

De plus, des membres clés des enzymes antioxydantes internes (GSH, GPx et CAT)

responsables de la conversion des radicaux libres et la protection des cellules contre les
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dommages oxydatifs, sont remarquablement réduits apres I’introduction de la DOX et leur

activité a été significativement diminuée (Yeh et al., 2007).

Le glutathion réduit (GSH) joue un réle critique dans plusieurs processus biologiques
importants, notamment le maintien de groupes sulfhydrile essentiel sur les protéines
membranaires, le nettoyage des ROS par la formation de glutathion oxydé (GSSG) et d’autres
disulfures, les réactions de désintoxication des médicaments impliquant la GST, la dégradation
des peroxydes intracellulaires et la régulation de 1’état d’oxydoréduction cellulaire ( Prahalathan
et al.,, 2004 ; Atessahin et al., 2006 ). Une baisse de son niveau cellulaire a été considérée

comme indicateur du stress oxydatif (Taleb-Senoucietal et al., 2009).

Dans la présente étude, nous avons constaté une baisse hautement significative (P<0.001)
du taux testiculaire en GSH chez les rats traités par la DOX par rapport aux sains témoins.
Trivedi et al.,, 2011 ont également enregistré des résultats similaires et suggerent que la
diminution du taux de GSH pourrait étre liée a un déséquilibre du couple redox GSSG/GSH.
Dans les conditions normales, la réduction de GSSG en GSH nécessite la présence du NADPH
qui est fourni par ’enzyme G6PD dans la voie du pentose phosphate (Prahalathan et al., 2004 ;
Atessahin et al., 2006 ; Vardi et al., 2009). La DOX entraine une diminution de I’activité de la
G6PD qui est une enzyme clé du tissu testiculaire (Prasad et al., 1995), ce qui réduit la
disponibilité du NADPH, entrainant ainsi un déséquilibre du rapport GSSG/GSH (Prahalathan et
al., 2004; Ceribas1 et al., 2012 ; Turedi et al., 2015). La baisse du taux de GSH pourrait étre

responsable de la diminution observée de I'activité du GPx (Vardi et al., 2009).

Les enzymes antioxydantes comme GPx et CAT sont considérées comme la premiére
ligne de défense contre les especes oxydatives, la plupart de ces enzymes deviennent inactives en
raison de I'exposition a la DOX (Yeh et al., 2009).

Dans notre étude, 1’évaluation du systeéme enzymatique antioxydant a mis en évidence
une diminution significative (P<0.01) de ’activité du GPx et du CAT chez les rats traités par
DOX comparativement aux sains témoins, ce qui montre 1’effet perturbateur de la DOX sur le
systéme antioxydant au niveau des testicules. Nos resultats sont en accord avec les autres
rapports publiés par Haghi-Aminjan et al., 2018, qui indiquent que la diminution de I’activité du
GPx et du CAT est en corrélation avec le traitement par la DOX.

Dans notre étude, on a également marqué une anomalie de I’histologie des testicules des
rats recevant la DOX comparativement aux sains témoins. En effet, on a observé une architecture

testiculaire faite de tubes séminiferes de morphologie minoritairement conservée, dont certains
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sont centrés par des aspects de silhouettes cellulaires en souffrances, sans noyaux visibles
correspondant aux foyers de nécrose. Ces observations sont en accord avec plusieurs rapports
(Ceribas1 et al., 2012). Un épithélium atrophique avec diminution du nombre des couches
cellulaires, diminution de 1’abondance des spermatozoides, élargissement de 1’espace inter-
tubulaire, une nécrose installée interstititiellement et une congestion sanguine ont été également
observés. Ces resultats ont été enregistrés et validés dans les travaux de plusieurs chercheurs
(Atessahin et al., 2006 ; Ceribas1 et al., 2012 ; Olusoji et al., 2016 ; Haghi-Aminjan et al., 2018).

En revanche, le traitement des rats par ’extrait de la plante Crataegus sp a amélioré
significativement les effets néfastes de la DOX, notamment les paramétres du stress oxydatif

ainsi que I’architecture histologique des testicules chez le rat.

Dans notre étude expérimentale, 1’administration de 1’extrait n-butanol de la plante
Crataegus sp (75 mg/kg) a réduit de maniére significative le taux du MDA dans les testicules
comparativement aux rats traités par la DOX. Cela révele la capacité de la plante administrée
simultanément avec la DOX d’atténuer les dommages causés par ce médicament. Ces
observations sont en bon accord avec d’autres recherches ou il a été prouvé I’effet protecteur de
différents extraits de plantes contre les dommages oxydatifs causés par la DOX. En effet,
Shalizar Jalali et Hasanzadeh, 2013 ont montré le role de I’extrait aqueux des fruits de la plante
Cratagus monogyna (20 mg/kg), trés riche en composés phénoliques, notamment les
proanthocyanidines et les flavonoidesce qui le confére un role crucial dans la prévention du
stress oxydatif d0 au traitement par la DOX (4mg/kg). Cet effet est caractérisé par une
diminution du taux des radicaux libres et du stress oxydatif ainsi qu’une augmentation du niveau
des enzymes antioxydantes. Les travaux de Yeh et al., 2009 ont expliqué que I’extrait de Ginkgo
biloba (5 mg/kg) entraine une diminution significative du taux de MDA et une augmentation
remarquable des enzymes antioxydantes dans les testicules des rats recevant la DOX (3 mg/kg).

Apreés le traitement des rats par I’extrait n-butanol de la plante Crataegus sp (75 mg/kg),
le taux du GSH a été nettement augmenté dans les testicules comparativement aux rats traités par
la DOX. Cette amélioration de la teneur en GSH en présence de I’extrait butanolique est en
accord avec les études d'Atessahin et al., 2006 etTuredi et al., 2015, qui ont montré 1’effet
protecteur du lycopéne et de Resvératrol, respectivement vis-a-vis la toxicité testiculaire induite
par la DOX.

L’activit¢ de GPx et du CAT a été également améliorée dans les testicules des rats

recevant 1’extrait n-butanol de Crataegus sp (75 mg/kg) comparativement aux rats traités par la
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DOX. Toutefois, cette constatation est cohérente avec celle apportée par Olusoji et al., 2016, qui
suggerent que 1’acide gallique en tant qu’un antioxydant puissant a un effet protecteur contre la
toxicité testiculaire induite par la DOX, ceci se traduit par I’amélioration de 1’activité des

enzymes antioxydantes.

Nos résultats ont prouvé également que 1’administration de I’extrait n-butanol de
Crataegus sp (75 mg/kg) aux rats traités par la DOX a amélioré significativement I’architecture
histologique des testicules. Ce résultat est en accord avec les travaux d’Ahmed et al., 2013 qui
ont expliqué le réle bénéfique de Ficus racemosa contre les dommages toxiques provoques par
la DOX, ou ils ont également indiqué que Fucus racemosa est une source tres riche en composeés
phénoliques, elle possede d'excellentes propriétés antioxydantes in vitro et in vivo, protégeant
ainsi 1’architecture testiculaire contre les dommages oxydatifs induits par la DOX (Ahmed et
urooj, 2009).Un tel résultat a été signalé aussi par Nowrouzi et al., 2019, ou ils ont montré
I’effet protecteur de I’extrait de Rosa canina vis-a-vis la toxicité testiculaire et le stress oxydatif
induits par la DOX, ils ont également indiqué une amélioration des propriétés
histopathologiques, une réduction significative des dommages histomorphométriques et de la
perte de cellules germinales chez les groupes traités avec un extrait de R. canina / doxorubicine,
par rapport a ceux uniquement traités avec la DOX. Ces résultats suggérent I'effet protecteur de
I'extrait de R. canina contre la gonadotoxicité de la doxorubicine. Les travaux d'Eleiwa et al.,
2018 ont bien expliqué que 1’administration simultanée deSpirulina platensis et de la DOX a
amélioré significativement 1’architecture testiculaire des rats ; grace a sa richesse en composes
phénoliques notamment les proanthocyanidines. Cette amélioration a été confirmée par la
structure histopathologique normale du tissu testiculaire qui a été probablement due en raison de
la présence des antioxydants naturels puissants et des piégeurs des radicaux libres dans la
spiruline qui protege le tissu testiculaire et améliore les parameétres liés a la fertilité masculine

chez le rat.

L’activité protectrice de 1’extrait n-butanol de la plante Crataegus sp est attribuée a sa
richesse en phénols et en flavonoides, ce qui permet d’avoir des effets antioxydants bénéfiques
qui se traduisent par la réduction de la peroxydation lipidique, I’augmentation du statut
antioxydant en limitant les phénomeénes radicalaires et en favorisant la réparation des dommages

oxydatifs.

La vitamine E joue un réle biologique fondamental avec une capacité antioxydante

élevée, en particulier en protégeant les cellules et les tissus des dommages oxydatifs et de la
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peroxydation des lipides membranaires et des lipoprotéines grace a son puissant effet de
balayage des radicaux libres (Claycombe et Meydani, 2001 ;Gokcimen et al., 2007 ; Mandil et
al., 2016 ). En général, des études précliniques ont montré que 1’administration de la vitamine E
par voie orale augmente les actions antitumorales et protége contre les effets toxiques de la
DOX (Quiles et al., 2006). Néanmoins, il a été rapporté que les vitamines E peut augmenter
I'expression des glycoprotéines P (P-gp) et du facteur-lalpha inductible par I'nypoxie dans les
cellules tumorales de la prostate surexprimant Nox-1 (Wartenberg et al., 2005). Par conséquent,
la vitamine E peut renforcer la résistance a la chimiothérapie, bien que cette proposition
nécessite des études plus approfondies. En tant qu'agent bénéfique, la vitamine E s'est avérée
allonger la durée de vie des animaux de laboratoire et diminuer la perte de poids provoquée par

la chimiothérapie (Granados-Principal et al., 2010).

Dans le but de tester I’effet protecteur de la vitamine E vis-a-vis dela toxicité testiculaire
aigué induite par la DOX, on a prétraité les rats par une forte dose de vitamine E (100 mg/kg) par
voie orale, suivie de la DOX. Il semble que le dosage et le calendrier du traitement par la

vitamine E soient importants pour lui permettre de jouer un réle préventif.

Les résultats obtenus dans cette étude montrent que le prétraitement des rats par la Vit E
(100mg/kg) a diminué significativement le taux du MDA au niveau des testicules
comparativement aux rats traités par la DOX. Les antioxydants protégent les cellules contre les
dommages causés par les radicaux libres, qui sont des sous-produits naturels du métabolisme de
I’oxygéne. Ces résultats sont en accord avec les travaux de Prahalathan et al.,2004 qui ont

montré I’effet protecteur de la Vit E contre la toxicité testiculaire induite par la DOX.

Le prétraitement des rats par la Vit E (100mg/kg) a augmenté significativement les
niveaux du GSH, et il a entrainé une amélioration remarquable de 1’activité enzymatique du GPx
et du CAT au niveau des testicules. Notre étude actuelle a prouvé que la Vit E (100mg/kg) a pu
protéger les testicules des rats contre les dommages oxydatifs et les changements
morphologiques observés chez les rats traités par la DOX. Ces résultats concordent avec la
recherche deMandil et al., 2016.
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Conclusion

Conclusion :

L’ensemble de nos travaux a permis de prouver que I’extrait n-butanol de la plante
Crataegus sp possede des activités antioxydantes puissantes grace a sa richesse en polyphénols

et en flavonoides.
Les résultats obtenus dans la présente étude, ils ont permis de conclure que :
-Le traitement des rats par la DOX a provoque :

v_ Un accroissement significatif du niveau de MDA indiquant 1’augmentation de la
peroxydation lipidique, une diminution du taux de GSH et un effondrement accru du
statut antioxydant testiculaire (GPx, CAT). Ces résultats expliquent bien que la toxicité
de la DOX est accompagnée d’un stress oxydatif et une génération des radicaux libres
toxiques.

v' Des changements morphologiques remarquables et des altérations qui ont touché

I’architecture du tissu testiculaire étudié.
-Le prétraitement des rats par 1’extrait n-butanol de la plante Crataegus sp a permis de :

v" Restaurer les dommages oxydatifs et rétablir les paramétres du stress oxydant a leurs
valeurs normales.
v" Améliorer I’architecture du tissu testiculaire étudié en réduisant le pourcentage des

changements morphologiques provoqueés par la DOX.
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Résumé :

L'objectif de notre travail est d'étudier 1’effet protecteur de 1’extrait n-butanol de la plante
Crataegus sp (Rosacées)contre le stress oxydant induit par la doxorubicine au niveau des

testicules des rats Wistar albinos en utilisant des paramétres biochimiques et histopathologiques.

Dans le but de tester le pouvoir antioxydant de cette plante in vivo, I’extrait n-butanol de
Crataegus sp (75 mg/kg) ou la vitamine E (100 mg/kg) a été administré par gavage pendant 10
jours, en combinaison avec un traitement par la DOX (15 mg/kg), administré par voie i.p dans le
8°™ jour aux rats. Les animaux ont été sacrifiés et disséqués dans le 11°™ jour. Un prélévement
testicules a été effectué, suivie par une homogénéisation afin d’évaluer la toxicité, en réalisant un
dosage des parameétres du stress oxydatif : I’indicateur de la peroxydation lipidique (MDA), la
catalase (CAT), le glutathion peroxydase (GPx) et le glutathion réduit (GSH).

La DOX agit essentiellement en provoquant un déséquilibre de la balance
oxydant/antioxydant, qui se traduit par une augmentation importante du taux de MDA ainsi
qu’une diminution significative du GSH et de I’activité des enzymes antioxydantes (GPx et
CAT). Ce dysfonctionnement induit par la DOX a été également accompagné par des altérations
et des changements de D’architecture des testicules, notamment la diminution du taux des
spermatozoides, 1’élargissement de 1’espace inter-tubulaire, une congestion sanguine, nécrose
cellulaire et interstitielle. En revanche, le prétraitement des rats par 1’extrait n-butanol de
Crataegus sp et la Vit E a permis de rétablir les parametres de stress oxydatif a la valeur normale

et d’améliorer nettement le statut antioxydant ainsi que 1’histologie du tissu testiculaire étudie.

Les tests in vitro (piégeage de radical DPPHet inhibition de LPO) de I’extrait n-butanol de
la plante Crataegus sp ont révélé qu’il présente un pouvoir antioxydant tres important ; ces

activités sont fortement corrélées avec les teneurs en flavonoides et en phénols totaux.

Mots clés:Crataegus sp, Doxorubicine, Stress oxydatif, Toxicité testiculaire, activités

antioxydantes, les composés phénoligues.
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Abstract:

The present study was carried out to evaluate the protective effectof the n-butanol extract
of Crataegus sp (Rosaceae) againstDOX-induced oxidative stress and histopathological changes
in testis tissues of Wistar albinorats. The butanolic extract of Crataegus sp (75 mg/kg) or
vitamin E (100 mg/kg) was administrated by gavage for 10 days, in combination with
intraperitoneal injectionof DOX (15mg/kg) in the 8" day to male rats. At the end of the
experiment (on the 11" day), animalswere sacrificed and testes were removed for oxidative
stress biomarkers [such lipid peroxidation (LPO), Catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx)
and reduced glutathione (GSH) and histopathological study.

DOX acts essentially by disrupting the oxidant/antioxidant balance; this dysfunction is
expressed by a significant increase in the level of MDA and a significant decrease in GSH and
antioxidant enzyme activities (GPx, CAT). Severe histopathological changes in testes were
observed, including decreased sperm count, enlargement of the inter-tubular space, blood
congestion, cellular and interstitial necrosis.In contrast, the pretreatment of the rats with the
butanolic extract of Crataegus sp (75 mg/kg) and Vit E (100 mg/kg) restored significantly
oxidative stress parameters to the normal value and improved clearly the antioxidant status as

well as the histopathological alterations.

The results of the in vitro evaluation of the radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)
scavenging effect and lipid peroxidation showed the good antioxidant power of the n-butanol
extractof Crataegus sp. These results were correlated with the total phenolic and flavonoid

contents of this extract.

Keywords:Crataegus sp, Doxorubicin, Oxidative stress, Testicular toxicity, Antioxidant

activities, Phenolic compounds.
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Résumé :

L'objectif de notre travail est d'étudier I’effet protecteur de 1’extrait n-butanol de la
plante Crataegus sp (Rosacées)contre le stress oxydant induit par la doxorubicine au niveau
des testicules des rats Wistar albinos en utilisant des parametres biochimiques et
histopathologiques.

Dans le but de tester le pouvoir antioxydant de cette plante in vivo, 1’extrait n-butanol
de Crataegus sp (75 mg/kg) ou la vitamine E (100 mg/kg) a été administré par gavage
pendant 10 jours, en combinaison avec un traitement par la DOX (15 mg/kg), administré par
voie i.p dans le 8°™ jour aux rats. Les animaux ont été sacrifiés et disséqués dans le 11°™
jour. Un prélévement testicules a été effectué, suivie par une homogénéisation afin d’évaluer
la toxicité, en réalisant un dosage des parameétres du stress oxydatif : 1’indicateur de la
peroxydation lipidique (MDA), la catalase (CAT), le glutathion peroxydase (GPx) et le
glutathion réduit (GSH).

La DOX agit essentiellement en provoquant un déséquilibre de la balance
oxydant/antioxydant, qui se traduit par une augmentation importante du taux de MDA ainsi
qu’une diminution significative du GSH et de I’activité des enzymes antioxydantes (GPx et
CAT). Ce dysfonctionnement induit par la DOX a été également accompagné par des
altérations et des changements de 1’architecture des testicules, notamment la diminution du
taux des spermatozoides, 1’élargissement de 1’espace inter-tubulaire, une congestion
sanguine, nécrose cellulaire et interstitielle. En revanche, le prétraitement des rats par
I’extrait n-butanol de Crataegus sp et la Vit E a permis de rétablir les parameétres de stress
oxydatif a la valeur normale et d’améliorer nettement le statut antioxydant ainsi que
I’histologie du tissu testiculaire étudie.

Les tests in vitro (piégeage de radical DPPHet inhibition de LPO) de I’extrait n-
butanol de la plante Crataegus sp ont révélé qu’il présente un pouvoir antioxydant trés
important ; ces activités sont fortement corrélées avec les teneurs en flavonoides et en
phénols totaux.

Mots clés : Crataegus sp, Doxorubicine, Stress oxydatif, Toxicité testiculaire, activités
antioxydantes, les composés phénoligues.
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