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Introduction  

La doxorubicine (DOX), appartenant à la famille des anthracyclines, est l’un des agents 

chimiothérapeutiques le plus efficace utilisé dans le traitement d’une variété des tumeurs 

solides et hématologiques malignes [133]. Son efficacité antitumorale est dose-dépendante, 

mais son utilisation clinique est limitée par le développement de cardiomyopathies et 

d’insuffisances cardiaques congestives [134,135]. 

 

Plusieurs hypothèses ont été suggérées concernant les mécanismes de la toxicité cardiaque 

induite par les anthracyclines. Il a été reporté que les radicaux libres de l’oxygène (ERO) et la 

peroxydation lipidique jouent un rôle essentiel dans la cardiomyopathie provoquée par la 

DOX (Singal & Iliskovic, 1998). En effet, la plupart des études mettent en jeu le rôle du stress 

oxydatif dans ce processus qui est induit par la formation des ERO découlant de la structure 

chimique de la DOX ayant tendance à générer des espèces réactives de l’oxygène durant la 

métabolisation du médicament [136,137]. 

  

Au cours des dernières décennies, et malgré la découverte de nouveaux composés en chimie 

de synthèse, les sources naturelles restent le principal fournisseur de nouveaux médicaments 

et de nouvelles structures chimiques. Nous assistons donc à un regain de la phytothérapie 

surtout pour les produits riches en polyphénols, et principalement en flavonoïdes qui ont 

montré des propriétés biologiques antioxydants intéressantes [138,139]. 

 

L’Algérie est un pays doté d’une biodiversité très riche des plantes utilisées comme herbes, 

comme aliments naturels et pour des buts thérapeutiques. De nombreuses substances 

naturelles différentes ont été identifiées; dans ce contexte, des efforts croissants sont 

consacrés au développement des agents thérapeutiques de ces plantes. C’est pourquoi nous 

nous sommes intéressés à étudier Rutamontana, plante connue dans la médecine traditionnelle 

[140]. 

Dans ce cadre, de nombreuses molécules antioxydantes ont été proposées comme protectrices 

de la cardiotoxicité [141,142], mais des controverses existent encore sur les études cliniques. 

Il n’y a donc aujourd’hui aucune substance mise sur le marché qui protège réellement le cœur 

des effets toxiques des anthracyclines. 
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Le but de cette étude est d'évaluer l’effet préventif de l’extrait de la plante médicinale 

Rutamontana  sur le stress oxydant induit par la doxorubicine. 

Pour cela notre étude englobe trois parties :  

� La première partie est d’ordre phytochimique basée principalement sur la préparation 

des différents extraits (EMRM, EFTRM, EAERM, EBRM, EEPRM)  de la plante 

médicinale Rutamontana ; elle porte également sur les tests de mise en évidence des 

polyphénols dans les extraits, et une étude quantitative afin d’estimer la quantité des 

flavonoïdes et celle des polyphénols dans ces extraits,  ainsi q’ une étude qualitative  

inclure la   séparation des principaux flavonoïdes par l’utilisation de la 

chromatographie sur couche mince (CCM). 

� La seconde partie est consacrée à une évaluation de l'activité antioxydante par le 

pouvoir scavenger des extraits sur le radical DPPH (2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazyl). 

� Dans la troisième partie, nous abordons l'utilisation de matériel animal, qui est un 

groupe de souris de type Wistar albinos mâles pour doser les paramètres biochimiques 

cardiaques in vivo (activité de CPK, ASAT, ALAT et LDH). 
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Chapitre I . PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE 
 
I .La phytothérapie et les substances naturelles 
 
La phytothérapie est le traitement ou la prévention des maladies par l’usage des plantes, ce 

terme vient du grec : (phytos) : la plante et (therapiae) : la thérapie [1]. 

L’utilisation des plantes médicinales comme source de remède pour se soigner ou prévenir 

des maladies est originaire des millénaires jusqu’à la récente civilisation chinoise, Indienne et 

du proche-orient. Elle est devenue certainement un art [2]. 

 

Les plantes médicinales sont essentiellement utilisées sous deux formes : 

 

� Comme un mélange complexe contenant un large spectre de constituants (infusion, 

des huiles essentielles et des extraits des teintures) 

� Pure, chimiquement définie comme des principes actifs 

 

Les composés purs sont généralement utilisés quand  les principes actifs des plantes 

produisent un forte et spécifique activité ou bien avaient un faible indice thérapeutique. 

 

Selon l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) plus de 80% de la population mondiale ont 

recours à la pharmacopée traditionnelle pour faire face aux problèmes de la santé [3].  

 

I.1 Les substances naturelles des plantes et leurs activités biologiques 
 
L’usage des plantes à des fines thérapeutiques était connu par nos ancêtres et par nos parents 

de façon empirique, Plusieurs investigations chimiques ont été réalisées pour apporter une 

approche scientifique à l’usage qui est fait d’elles dans la médecine traditionnelle, Cela a donc 

abouti à la découverte de plusieurs classes de métabolites secondaires dont les plus étudiées 

actuellement sont les composés phénoliques reconnus comme de bons antioxydants par 

excellence [4]. 

 

Les produits naturels des plantes peuvent êtres classés en deux catégories, les  métabolites 

primaires et  les métabolites secondaires(Figure1). [5]  
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� Les  métabolites primaires : Les plantes utilisent l'énergie du rayonnement solaire, 

le dioxyde de carbone  présent dans l'atmosphère, l'eau et les éléments inorganiques 

du sol qu'elles absorbent par les racines (eau, éléments inorganiques) et par les feuilles 

(dioxyde de carbone). 

 Le processus de base est la photosynthèse qui fixe le carbone contenu dans le dioxyde 

de      carbone atmosphérique, en le combinant aux atomes d'hydrogène contenus dans 

les molécules d'eau. Les premiers produits formés par la photosynthèse sont des 

hydrates de carbones, de faible masse moléculaire (oses). C'est à partir de 

ces oses (ou sucres) que sont ensuite formés tous les métabolites primaires nécessaires 

à la survie de la plante : glucides complexes (polymères comme la cellulose, 

l'amidon ou les pectines), acides aminés (constitutifs des protéines), acides 

gras (constitutifs des lipides), etc. [6]. 

 

 

Figure 1. Les principales familles de principes actifs utilisées en phytothérapie : certains 

principes actifs sont des métabolites primaires, d’autres sont des métabolites secondaires [18]
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� Les métabolites secondaires : Les plantes produisent un grand nombre de substances 

appelées métabolites secondaires. Ces  métabolites secondaires végétaux peuvent être 

définis comme des molécules indirectement essentielles à la vie des plantes. Ils 

participent de manière très efficace, à la tolérance des végétaux à des stress variés 

(attaques de pathogènes, prédations d’insectes, sécheresse, lumière UV, etc.) d’après. 

Ces métabolites secondaires exercent une action déterminante sur l’adaptation des 

plantes à leur environnement [7].  

Les caractères biochimiques des plantes sont utilisés en taxonomie depuis plus de 100 

ans. Certains de ces métabolites peuvent être considérés comme des marqueurs 

chimiotaxonomiques de plusieurs classes de végétaux [8]. 

 D’un point de vue appliqué, beaucoup de métabolites secondaires constituent la base 

des principes actifs que l’on retrouve chez les plantes médicinales.  

Les métabolites secondaires sont dotés d’une grande diversité structurale et dépassent 

actuellement 5000 identifiées. Ils peuvent être classés dans trois groupes majeurs :    

les alcaloïdes, les terpènes, et les composés phénoliques [9].   

 

I.1.1 Les alcaloïdes 
 
Les alcaloïdes représentent le groupe de substance d’intérêt thérapeutique le plus important en 

termes de nombre, de diversité structurale et de l’éventail de leurs activités pharmacologiques. 

Le terme d’alcaloïdes a été introduit par W. Meisner au début du XIXe siècle pour désigner 

des substances naturelles réagissant comme des bases, comme des alcalis (de l’arabe al kaly, 

la soude et du grec eidos, l’aspect). Il est admis qu’un alcaloïde est un composé organique 

d’origine naturelle (le plus souvent végétale), azoté, plus ou moins basique, de distribution 

restreinte et doué à faible dose, de propriétés pharmacologiques marquées. 

On distingue: 

 

� Les alcaloïdes vrais qui sont des substances d’origine naturelle et de distribution 

restreinte, de structure souvent complexe, azotée (atome d’azote inclus dans un 

hétérocycle) et de caractère basique 

� Les pseudo-alcaloïdes qui sont des métabolites présentant les caractéristiques des 

alcaloïdes vrais, excepté leur origine biosynthétique 
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� Les proto-alcaloïdes qui sont des amines simples dont l’azote n’est pas inclus dans un 

système hétérocyclique, ont une réaction basique et sont élaboré in vivo à partir 

d’acides aminés [10]. 

 

I.1.2 Les  terpènes 

 

Les terpènes sont des hydrocarbures résultant de la combinaison de plusieurs unités 

d’isoprène (C5H8) (Figure2), et ont formule de base des multiples de celle-ci, c’est-à-dire 

(C5H8) n. 

 Avec :      -n = 1 C5H8 l'isoprène.  

                 -n = 2 C10H16 monoterpènes. 

                 -n = 3 C15H24 sesquiterpènes.  

                 -n = 4 C20H32 diterpènes. 

                 -n = 5 C25H40 sesterpènes. 

                 -n = 6 C30H48 triterpènes.  

                 -n = 8 C40H64 tétraterpènes. [11] 

 

 
Figure2. L’isoprène (C5H8) 

 
I.1.3 Les polyphénols 

 

Les composés phénoliques sont une vaste classe de substances organiques cycliques très 

variées, d’origine secondaire qui dérive du phénol C6H5OH qui est un monohydroxybenzène. 

Les composés phénoliques sont fort répandus dans le règne végétal ; on les rencontre dans les 

racines, les feuilles, les fruits et l’écorce. La couleur et l’arome, ou l’astringence des plantes 

dépendent de la concentration et des transformations des phénols. Ces composés représentent 

2 à 3% de la matière organique des plantes et dans certains cas jusqu’à 10% et même 

d’avantage. Dans la nature, ces composés sont généralement dans un état lié sous forme 

d’esters ou plus généralement d’hétérosides. Ils existent également sous forme de polymères 

naturels (tanins) [13]. 



Chapitre I                                                                     Partie bibliographique 
 

 
7 

Les polyphénols prennent une importance croissante, notamment grâce à leurs effets 

bénéfiques sur la santé (Figure3) [14].  

 

 

Figure3. Effets biologiques des polyphénols [19] 
 
En effet, leur rôle d’antioxydants naturels suscite de plus en plus d'intérêt pour la prévention 

et le traitement du cancer [15].  

Plusieurs classes de composés polyphénoliques sont définies selon le squelette de base 

(Tableau1). 

 

  Tableau 1: les différentes classes des composés phénoliques [16]  

 

Le groupe le plus vaste et plus répandu des phénols est celui des flavonoïdes [17].   
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II. Les flavonoïdes 
 
L'intérêt nutritionnel pour les flavonoïdes date de la découverte de la vitamine C, à la suite 

des travaux de Szent Gyorgyi en 1938. Le scorbut expérimental cède à l'ingestion de jus 

d’agrumes mais résiste à la seule administration d'acide ascorbique. Plus pratiquement, les 

symptômes hémorragiques du scorbut liés à la fragilité des vaisseaux sont guéris par des 

extraits de paprika et du jus de citron alors que l'acide ascorbique seul est inefficace. Les 

analyses chimiques ont montré que la fraction active était de nature flavonoïque.  

Cette action des flavonoïdes sur la perméabilité vasculaire a été appelée propriété vitaminique 

P (P étant la première lettre du mot perméabilité). Cette notion de vitamine P n’existe plus à 

l’heure actuelle puisqu'elle ne correspond pas à la définition classique des vitamines.           

Les flavonoïdes sont considérés comme des micronutriments importants puisqu’ils peuvent 

jouer des rôles antioxydants ou posséder des propriétés biologiques diverses [20]. 

 

II.1.  Définition et généralités 

 

Occupant une place prépondérante dans le groupe des phénols, les flavonoïdes sont des 

métabolites secondaires ubiquistes des plantes. On estime que 2 % environ du carbone 

organique photo-synthétisé par les plantes, soit quelques 109 tonnes par an, est converti en 

flavonoïdes [21]. 

Le terme « flavonoïde » est dû à leur couleur jaune (= flavus en latin) qu’ils engendrent. 

D’ailleurs, leurs fonctions principales chez les végétaux semblent être attribuées à leur 

coloration ; au delà de la chlorophylle, des caroténoïdes et des bétalaïnes [22].  

Les flavonoïdes sont présents dans différentes parties des végétaux supérieurs selon le type de 

l’espèce : racines, tiges, feuilles, fleurs, pollen, fruits, graines, bois…etc. Aussi, ils varient 

quantitativement et qualitativement selon le stade de développement du végétal [21]. 

 

II.2. Structure et classification 

Les flavonoïdes sont des dérivés du noyau flavone ou 2-phényl chromone, à 15 atomes de 

carbone (C6-C3-C6), constitué de deux noyaux aromatiques, que désignent les lettres A et B, 

reliés par un hétérocycle oxygéné, que désigne la lettre C, portant des fonctions phénols 

libres, éthers ou glycosides. On signale que le noyau flavone est lui même un dérivé du noyau 

flavane de base (Figure4)  [20]. 



Chapitre I                        
 

 

Figure4. (A) : Structure de base des flavonoïdes

La distinction des sous-classes se fait sur la conformation de cette structure centrale C. On 

peut distinguer notamment dans les flavonoïdes

Tableau2 : Les  flavonoides stricto sensu.

CLASSE SQUELETTE

FLAVONE 

 

2-phénylchromen

one

FLAVONOL 

(A

                                                    Partie bibliographique

Structure de base des flavonoïdes ; (B) : Schéma simplifie des flavonoïdes

 

classes se fait sur la conformation de cette structure centrale C. On 

peut distinguer notamment dans les flavonoïdes(Tableau2) [24] : 

stricto sensu. 

 

SQUELETTE Aglycones Hétérosides 

 

phénylchromen-4-

one 

Lutéolol (OH:5, 

7,3’,4’),  

Apigénol (OH:5

, 7,4’). 

7-O--glucoside de 

lutéol, 

6-C-glucoside 

d'apigénol, 

Apiine. 

Quercétol,          

 Kaempférol,     

Myricétol, 

Fisétol. 

Rutine,                 

3, 7,4’ -O- 

triglucoside de 

kaempférol,        

3-O-galactoside 

A)                                                       (B) 
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Schéma simplifie des flavonoïdes  

classes se fait sur la conformation de cette structure centrale C. On 

 

 Dérivés méthoxylés 

glucoside de Tangéritine (CH3:5,6,7,8,

4'), 

Nobilétine (CH3:5,6,7,8,3'

,4'), 

Géraldone (7,4'-

dihydroxy-3'-

méthoxyflavone). 

,                  

kaempférol,        

galactoside 

Pachypodol, Rhamnazine, 

3,7-diméthylquercétol, 

Isorhamnétol.  
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3-hydroxy

phénylchromen

FLAVANONOL 

 

3-hydroxy-2,3

2-phénylchromen

FLAVANONE 

 2,3-dihydro

phenylchromen

AURONE 

CHALCONE 
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hydroxy-2-

phénylchromen-4-one 

d'isorhamnétol. 

 

2,3-dihydro-

phénylchromen-4-one 

dihydro-   

kaempférol,        

              

dihydroquercétol

. 

3-O-rhamnoside 

de 

dihydroquercétol, 

3-O-rhamnoside 

de 

dihydromyricétol.

dihydro-2-

phenylchromen-4-one 

Naringétol,        

Eriodictyol,      

Butine. 

Hespéridine  

Naringine, 

Néohespéridine, 

Didymine. 

Hispidol, 

Aureusidine, 

Sulfurétine, 

Maritimetine. 

 

Iso-   

liquiritigénine,  

Butéine. 
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rhamnoside 

dihydroquercétol, 

rhamnoside 

dihydromyricétol. 

 

Néohespéridine, 

Hespérétine,                    

Homoeriodictyol. 

 

Xanthohumol. 
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DIHYDRO 

CHALCONE 

Ces 7 classes constituent les flavonoïdes

flavanols et les anthocyanidols 

Tableau3: FLAVANOLS, ANTHOCYANIDOLS

CLASSE SQUELETTE

FLAVAN-3-OL  

FLAVAN-3,4-DIOL 

ANTHOCYANIDOL 

ou 

ANTHOCYANIDINE 

 

Cation flavylium
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Phlorétine. Aspalathine,  

Naringine 

dihydrochalcone

 Néohespéridine 

dihydrochalcone

 Nothofagine,     

Phloridzine. 

Ces 7 classes constituent les flavonoïdes stricto sensu. Au sens large, il faut inclure aussi les 

et les anthocyanidols (Tableau3) [24] : 

FLAVANOLS, ANTHOCYANIDOLS  

SQUELETTE Aglycones Polymères

 

Afzéléchol,             

Catéchine, 

épicatéchine, 

Gallocatéchine 

procyanidine, 

prodelphinidine

Théaflavine

 

Leucopélargonidol, 

Leucocyanidol, 

Leucodelphinidol 

procyanidine,

prodelphinidines 

oligomères 

Cation flavylium 

Pélargonidol,          

Cyanidol,                

Delphinidol,  

Malvidol,                

Paéonidol,                

 Pétunidol 
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dihydrochalcone,

ine 

dihydrochalcone,

    

 

. Au sens large, il faut inclure aussi les 

Polymères  Hétérosides 

procyanidine, 

prodelphinidine 

Théaflavine,  

épicatéchine (3-O-b)-

D-glucopyranoside 

procyanidine, 

prodelphinidines 

 

 

ANTHOCYANOSID

ES (=anthocyanes) : 

cyanidol 3,5-

diglucoside, 

cyanidol 3-O-

arabinoside,. 
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II.3.  Distribution et localisation 

 

Les flavonoïdes se répartissent dans les organes aériens jeunes (jeunes feuilles, boutons 

floraux) où ils sont localisés dans les tissus superficiels (assise palissadique), et parfois dans 

les racines. Au niveau cellulaire, les flavonoïdes de type hétérosides, sont dissous dans le suc 

vacuolaire ou localisés dans les chloroplastes et les membranes des végétaux [25]. 

 

II.4. Pharmacocinétique des flavonoïdes 

 

Les études de Vanessa et al [27] montrent que la biodisponibilité des flavonoïdes dépend  de 

trois facteurs essentiels : La capacité de transport à travers la bordure en brosse des 

anthérocytes, l’intensité de la sécrétion intestinale des flavonoïdes conjugués vers la lumière 

intestinale et vers le sang et de la capacité de la sécrétion biliaire. Les flavonoïdes présentent 

une faible biodisponibilité avec une élimination lente qui diffère d’un flavonoïde à l’autre. En 

prenant comme exemple, la quercétine, le principal flavonoïde consommé par l’homme dans 

ses aliments (persil, oignon, myrtilles, cerises), après 174 min, un temps de demi-vie 

d’absorption de 52 min, de distribution de 228 min et d’élimination de 1008 min [27]. 

Les flavonoïdes sont présents dans notre alimentation sous plusieurs formes. Cette 

particularité va leur conférer des métabolismes différents. Les formes libres (aglycones) 

peuvent être directement absorbées au niveau de l’intestin grêle tandis que les formes 

glycosylés doivent être hydrolysées, sous l’influence des glycosidases, par la flore intestinale 

au niveau du côlon avant d’être absorbées [28]. Cependant les formes libres issues de cette 

hydrolyse peuvent également être dégradées par la microflore en acide phénolique, lui même 

absorbé ou éliminé [29]. 

Les principaux sites de métabolisme sont la flore intestinale et le foie. Les métabolites, 

glucuro- et sulfoconjugués des flavonoïdes absorbés sont éliminés principalement par la bile, 

l’excrétion urinaire ne représentant que 3 à 6 % de l’élimination totale. En effet, les 

flavonoïdes sont transformés, dans l’enthérocyte, en flavonoïdes conjugués par méthylation, 

sulfatation, glucuronidation. Une partie de ces flavonoïdes est déversée dans le sang tandis 

qu’une autre est destinée vers la lumière intestinale ce qui constitue l’un des mécanismes de 

contrôle de l’absorption intestinale de ces substances phénoliques[27]. 

Dans le sang, les flavonoïdes ne sont pas présents sous leur forme native car ils ont été 

transformés, à cause de leur transformation au niveau du foie et de la cellule intestinale. La 
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fraction des flavonoïdes conjugués destinée finalement vers les tissus pourrait avoir un effet 

biologique potentiel ou serait éliminée dans les urines. Cependant, d’autres flavonoïdes 

conjugués pourraient être déversés dans l’intestin via la bile et y être hydrolysés par les 

enzymes de la flore intestinale libérant ainsi de nouveaux aglycones en constituant 

probablement un recyclage entérohépatique des flavonoïdes qui permet le maintien d’une 

concentration non négligeable dans le sang [30]. 

  

II.5. Intérêts thérapeutiques des flavonoïdes 

 

La principale propriété initialement reconnue aux flavonoïdes est d'être "veino-actifs", c'est-à-

dire capables de diminuer la perméabilité des capillaires sanguins et de renforcer leur 

résistance [31]. 

 

II.5.1. Propriétés antioxydants et piégeurs de radicaux libres 

 

La propriété des flavonoïdes la mieux décrite est leur activité antioxydant et leur capacité à 

piéger les radicaux libres : radicaux hydroxyles (OH°), anions superoxydes (O2
° –) et radicaux 

peroxylipidiques, selon la réaction suivante: 

 

Flavonoïde (OH) + R° → flavonoïde (O°) + RH 

 

 

 II.5.2. Activité des flavonoïdes contre le cancer 

 

L’effet bénéfique des flavonoïdes dans la thérapie contre les cancers serait lié à leur capacité à 

agir comme antioxydant grâce à leur capacité de réduction des ERO endogènes. Mais, en tant 

que pro-oxydant, ils interviendraient également dans la fragmentation apoptotique des 

cellules. Ces effets peuvent être expliqués par différents mécanismes. 

 

� Ils pourraient agir comme agents bloquant les étapes d’initiation. Ils influencent le 

métabolisme des procarcinogènes en modulant l’activité du Cytochrome P450 

impliqué dans leur activation en tant que carcinogènes. Ils peuvent limiter la formation 

des cellules initiatrices en stimulant la réparation de l’ADN. 
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� Ils pourraient supprimer les agents carcinogènes et inhiber la formation et la 

croissance des tumeurs en inhibant la prolifération cellulaire.  

� Ils pourraient induire l’apoptose des cellules tumorales, la protection contre les 

dommages oxydatifs sur l’ADN, l’inhibition de l’activation des carcinogènes, et 

l’activation des systèmes de détoxification [37]. 

 

Parmi les flavonoïdes les plus actifs sur les cellules tumorales, nous citons la quercétine et la 

catéchine qui sont très abondantes dans les aliments. 

La quercétine prévient la cancérogenèse, surtout le cancer de la peau et du colon. La présence 

de 20 % de quercétine dans l’alimentation chez les animaux diminue le cancer du colon. Le 

mécanisme suggéré est que la quercétine  joue le rôle d’un antagoniste des topoisomérases I et 

II produites par les cellules tumorales. 

La catéchine, quant à elle, est un inhibiteur de certaines réactions d’oxydation donnant un 

ADN anormal, elle inhibe surtout la formation du 8-hydroxydesoxyguanosine (8-OHDG), un 

marqueur des dommages oxydatifs de l’ADN [38,39].  

 

II.5.3. Autres propriétés biologiques  

 

Activité anti-inflammatoire, Activité anti-ulcérogène, Activités antimicrobienne et antivirale, 

Activité de prévention de la cataracte diabétique, Activité anti-ostéoporose, Activité 

antiallergique,……. 

 
II.5.4. Prévention contre la cardiotoxicité induite par la doxorubicine  

 

Des études ont été menées à  la recherche des agents protecteurs contre la cardiotoxicité de la 

doxorubicine qui combinent à la fois un pouvoir chélateurs d’ions métalliques et une propriété 

piégeuse de radicaux libres sans influencer pour autant l’activité antitumorale de la 

doxorubicine [124]. Ces critères s’appliquent exactement sur certains flavonoïdes qui se sont 

avérés des antioxydants puissants et des inhibiteurs de la carbonyl réductase, enzyme 

responsable du métabolisme de la doxorubicine en doxorubicinol plus toxique [125]. Par 

ailleurs, une étude décrite par Brchm M. et coll. A montré qu’in vitro les deux extraits de 

plantes riches en flavonoïdes (Ginkgo biloba, Crataegus oxyacantha) n’affectent pas l’activité 

cytostatique de la doxorubicine [126]. 
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Ce qui nous a incité à testé, dans le cadre de ce travail, l’effet préventif des flavonoïdes 

contenus dans l’extrait de Ruta montana  sur la toxicité cardiaque causée par la doxorubicine 

in vivo. 

III. Les plantes médicinales 

 

III.1.La plante médicinale Ruta montana 

 

La famille des Rutaceae a été décrite initialement en 1782 par Durande, puis par A.L Jussieu 

en 1789 [114]. La famille des Rutaceae comprend prés de 1500 espèces regroupées en 

environ 150 genres [114,13]. Cette famille caractérisée par des poches sécritrices [115]. Le 

genre Ruta est représenté en Algérie par 5 espèces : Ruta montana, Ruta chalepensis, Ruta 

tuberculata [114,116], Ruta angustifolia et Ruta latifolia. Les espèces diffèrent entre elles par 

l’allure des feuilles, de la grappe fructifère, des bractées et des sépales [117,118]. 

   

III.2.Description de la plante 

 

Plante glauque, glabre, glanduleuse dans le haut de 20-40 cm de l’hauteur à tige rameuse dans 

sa partie supérieure, semi-ligneux. Les feuilles oblongues dans leur pourtour, finement 

découpées en segments linéaires-obtus, le terminal un peu plus large et a fleurs jaunes, petites, 

bradées, à 0.6 cm de longueur [117,119]. Les sépales lancéolés en alêne, longuement 

acuminés, à pétales concaves, denticulés sur les marges [117,118]. Calice persistant ; Elles 

comportent 4 à 5 carpelles libres, multiovulés, à style soudé. A maturité, le fruit est une 

capsule globuleuse, s’ouvrant en deux valves et laissant apparaître une graine globuleuse 

noire et brillante [114]. La floraison dans la période située entre Mai et Juillet [114]. 

(Figure5)  
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Figure5. Quelques photos de Ruta montana. (A) la plante entière, (B) la fleure, (C) les 

feuilles. 

 

 

 

 

 

 

A 

B 

C 
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III.3.Place dans la systématique 

 

� Règne : Plantae 

� Sous règne : Tracheobinota (plantes vasculaires) 

� Division : Magnoliophyta (plante a fleures) 

� Sous division : Angiospermae 

� Classe : Magnolipsida (dicotylédones) 

� Sous classe : Rosidae 

� Super ordre : Rutanae 

� Ordre : Sapindales 

� Famille : Rutaceae 

� Genre : Ruta L.  

� Espèce :   Ruta montana (Clus.)L. (الفيجل) [120] 

 

III.4.Répartition géographique 

 

Ruta montana pousse spontanément dans les roches, les lieux arides, vieux murs, collines 

sèches et elle est abondante dans les terrains calcaires des régions méditerranéennes. En 

Algérie, elle est rencontrée dans les zones montagneuses de l’intérieur sur l’Atlas Saharien et 

les pelouses arides [114]. 

 

III.5.Utilisation en médecine traditionnelle  

 

Ruta montana  très utilisée dans la pharmacopée traditionnelle [121]. En Algérie elle est  

utilisée comme un remède pour emménagogue, rubéfiant antispasmodique. Elle a également 

été utilisée en Espagne comme un remède pour la fièvre, emménagogue, abortive, 

antispasmodique [122]. Les différentes parties de la plante sont utilisées ; 

 

� La décoction de racines ou de feuilles est absorbée pour déclencher l’avortement  

[119]. 
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� L’infusion de feuilles sèches est utilisée pour ses vertus diurétiques, emménagogues et 

aphrodisiaques, elle calme aussi les douleurs d’estomac [119,123]. 

� Le suc obtenu par l’écrasement des feuilles est instillé dans les yeux lors de la maladie 

oculaire [119]. 

� La plante fraîche est appliquée contre les maux de tête [119]. 

 

III.6.Composition biochimique et propriétés biologiques 

 

Ruta montana est une source de diverses classes de produits naturels tels que les flavonoïdes, 

les alcaloïdes, les huiles essentielles, les coumarines, les phénols, les saponines, les lignines et 

les terpènes, avec des activités biologiques, y compris antifongique, phytotoxiques, avortée, 

dépresseur, antidote, anti-inflammatoire et antioxydant [122,123].  

 

IV.  Stress oxydant, radicaux libres et antioxydant  

L’oxygène (O2) est indispensable à la plupart des espèces vivantes, fournit un énorme pouvoir 

métabolique pour la production d’énergie. Cependant, en raison de sa conformation chimique, 

la molécule d’O2 peut, dans certaines circonstances, s’avérer toxique. Cette toxicité est induite 

par des éléments réactifs, instables et pro-oxydants : les radicaux libres de l’oxygène (RLO) 

ou espèces réactives de l’oxygène (ERO). Dérivés pour la plupart de l’O2 et produits par 

divers mécanismes physiologiques; ils sont utiles pour l'organisme à dose raisonnable. 

Inopportunément, ils peuvent induire des dommages oxydatifs souvent irréversibles au niveau 

d’un grand nombre de substrats biologiques. Afin que les ERO n’exercent pas de façon 

incontrôlée leurs effets délétères, l’organisme dispose d’un vaste réseau de défense constitué 

par les Antioxydants (AO). Dans les circonstances quotidiennes normales, des ERO sont 

produits en permanence en faible quantité, et cette production physiologique est parfaitement 

maîtrisée par les AO qui sont produits d'ailleurs en fonction des radicaux générés. La balance 

oxydants/antioxydants est alors en équilibre. Si tel n'est pas le cas, que ce soit par déficit en 

AO ou par suite d'une surproduction d’ERO, le déséquilibre observé correspond au "stress 

oxydatif " [41]. 
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IV.1.Les radicaux libres et les  espèces réactives oxygénées 

Les radicaux libres sont des entités chimiques (atome, molécule, fragment de molécule) 

hautement réactives (demi –vie courte) possédant un ou plusieurs électrons non appariés sur la 

couche orbitale la plus externe qui cherchent à se stabiliser par appariement avec des électrons 

arrachés sur d’autres molécules situées dans un environnement proche[42,43,44,45,46]. Parmi 

les espèces radicalaires qui se forment dans les cellules, on distingue des composés qui jouent 

un rôle particulier en physiologie et dénommés radicaux primaires. Les autres RLO, dits 

radicaux secondaires, se forment par réaction de radicaux primaires sur les composés de la 

cellule. Les radicaux primaires dérivent de l'O2 tels le radical superoxyde (O2
•-) et le radical 

hydroxyl (OH•), ou de l'azote tel le monoxyde d'azote (NO•). D'autres espèces dérivées de 

l'oxygène dites espèces réactives de l'oxygène, comme l'oxygène singulet (1O2), le peroxyde 

d'hydrogène (H2O2) ou le nitroperoxyde (ONOOH), ne sont pas des RLO, mais des espèces 

réactives précurseurs de radicaux (Figure6) [47]. 

 

Figure 6. Radicaux libres : métabolites dérivés de l’oxygène [47] 

IV.1.1. La formation des ERO  

 

A. Le radical superoxyde O2
•- est formé chimiquement par l’addition d’un électron 

supplémentaire à la molécule d’O2. Cette réaction peut se dérouler accidentellement 

dans la chaîne respiratoire mitochondrie suite à la fuite d’un électron de ses 
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transporteurs qui se lie à l’O2. Les Polymorphonucléaires (PMN) et les macrophages 

forment la source essentielle d’O2
•- dans les tissus. Ce radical est considéré comme un 

agent antibactérien. La production se fait par l’enzyme membranaire NADPH oxydase 

qui catalyse la réaction d’oxydation du NADPH par le dioxygène générant ainsi l’O2
•-. 

Il est un radical de faible réactivité pourtant il peut attaquer les tissus et se dismuter 

spontanément en milieux aqueux pour donner H2O2 et 1O2. Ces derniers peuvent à 

leur tour causer des dommages cellulaires [48]. 

B. Le peroxyde d’hydrogène H2O2 peut être produit par certaines bactéries pathogènes, 

par les phagocytes, par la voie de la NADPH oxydase ainsi que par dismutation de 

l’O2
•-. Malgré que ce soit un faible oxydant, sa capacité à produire des dommages est 

élevée en raison de son habileté de diffuser librement à travers les membranes. Il a été 

proposé que le H2O2 puisse agir comme un signal métabolique déclenchant des 

événements intracellulaires pré-inflammatoires [49]. 

C. Le radical hydroxyl OH• est produit par une réaction entre le O2
•- et le H2O2. C'est une 

procédure complexe catalysée par les ions métaux Fe2+ou Cu2+et résumée par 

l’équation appelée réaction de Haber-Weiss. Le radical hydroxyl est le plus réactif 

chez l’homme. Il peut attaquer la membrane cellulaire et préférentiellement l’acide 

arachidonique [50].  

D. L’oxygène singlet 1O2 n’est pas un vrai radical. Molécule instable capable d’oxyder 

d’autres molécules, elle est très réactive avec les lipides membranaires produisant les 

peroxydes.  

E. L’acide hypochlorique est formé par l’action des myéloperoxydases des phagocytes et 

il est libéré dans le milieu extracellulaire. C’est un fort agent antibactérien, mais il est 

capable aussi d’interrompre certaines fonctions des protéines même à de très faibles 

concentrations. La lyse cellulaire s'opère à des concentrations élevées d’acide 

hypochlorique [51]. 

L’oxyde nitrique ou monoxyde d’azote peut être produit par les macrophages et par 

l’endothélium vasculaire. C’est l’O2
•- qui interagit avec le NO• et abouti au ONOO- qui peut 

endommager les molécules biologiques [51]. 
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IV.1.2. Les sources des ERO 

Les principales sources des radicaux libres sont soit endogènes ou exogènes, elles sont 

résumées dans la (Figure7). 

 

Figure 7. Les principales sources des ERO [52]. 
 
IV.1.2.1. Les sources endogènes 

 

De manière générale, toute réaction biochimique faisant intervenir la molécule d’oxygène est 

susceptible d’être à l’origine d’une production d’ERO [53]. 

 

A. Au niveau des mitochondries (Figure8), au cours du transfert d’électrons dans la 

chaîne respiratoire, l’O2
•–

 est produit par réaction de l’O2 avec un radical semi-

ubiquinone. Son caractère continu et ubiquitaire pourrait être à l’origine d’un stress 

oxydatif responsable de dommages dont l’accumulation favoriserait le processus du 

vieillissement cellulaire. 

B. Les ions métalliques, comme le fer et le cuivre, sont de remarquables promoteurs de 

processus radicalaires in vitro : ils transforment le H2O2 en radical OH•, encore plus 

toxique, et accélèrent la peroxydation lipidique. En situation physiologique, la 

concentration libre de fer ou de cuivre est particulièrement basse. En revanche, les 

destructions cellulaires entraînent une libération de ces métaux pouvant engendrer un 

stress oxydatif. 

C. Aussi, des ERO sont produits au cours de la synthèse des prostaglandines et des 

leucotriènes de même que durant le catabolisme de certaines molécules exogènes ou 

endogènes comme les catécholamines. 
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D. cytochrome P450 ;  l'oxydation des médicaments, des drogues ou des composés 

chimiques par cet enzyme. 

E. Les cellules phagocytaires (PMN et macrophages) possèdent une enzyme 

membranaire, la NADPH oxydase spécialisée dans la fabrication du O2
•–. Cette 

enzyme normalement dormante est activée lorsque la cellule phagocytaire est 

stimulée. La forte consommation d’O2 qui en résulte est appelée "respiratory burst". 

Cette production de O2
•– est à l’origine de la synthèse de molécules comme le H2O2 ou 

l’HOCl, indispensables à la destruction du matériel phagocyté. Cette voie est 

particulièrement stimulée au cours des processus inflammatoires. 

 

Figure 8. Production mitochondriale et prise en charge de l’anion superoxyde [54] 

 

IV.1.2.2. Les sources exogènes 
 

A. Les radiations ionisantes de la lumière: les rayons X et α ionisants sont capable de 

générer des ERO en scindant la molécule d’eau. Lorsqu’il s’agit des rayons 

ultraviolets, ils forment des ERO en activant des molécules photo-sensibilisantes. 

B. Le stress: les facteurs personnels et émotionnels, les traumatismes physiques… 

C. L’âge: avec l’âge les cellules sont moins actives et produisent ainsi beaucoup plus 

d’ERO. 

D. Les substances chimiques: les herbicides, insecticides… 

E. L’alcool, le tabac: ils s’oxydent au niveau du cytochrome P450. La fumée de la 

cigarette contient du fer et du cuivre qui stimule la production des radicaux OH•. 
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F. Les médicaments: ceux contenant du fer administrés en grande quantité peuvent 

conduire à la formation de OH• très toxique pour l’organisme. Les antibiotiques 

anticancéreux, tels que les anthracyclines, sont également capables de générer des 

radicaux libres. La formation d’espèces radicalaires serait responsable de leur mode 

d’action anticancéreux et de leur toxicité [56]. 

G. Les particules inhalées: l’amiante, la silice... sont susceptibles d'exacerber la 

phagocytose [55]. 

 

IV.1.3. Le rôle physiologique des ERO 

 

Les ERO remplissent de très nombreuses fonctions utiles. Ils participent à la transduction de 

signaux cellulaires, à la défense immunitaire contre les agents pathogènes (phagocytose des 

bactéries par les macrophages), à la destruction par apoptose des cellules tumorales, au cycle 

cellulaire, à la régulation de la dilatation capillaire, au dysfonctionnement de certains 

neurones et notamment ceux de la mémoire, à la régulation des gènes, phénomène appelé 

contrôle redox des gènes..., les cytokines inflammatoires ou les carcinogènes chimiques. 

Ayant besoin d'une certaine quantité d'espèces réactives de l'O2, l'organisme ne cherche pas à 

les détruire mais à contrôler leur niveau pour éviter le stress oxydatif [49]. 

 

IV.1.4. Principales cibles des ERO 

 

Les causes essentielles du stress oxydatif sont d'origine [57] : 

A. Nutritionnelle: la rupture d'équilibre peut provenir d'une défaillance nutritionnelle 

ou de la carence en un ou plusieurs des antioxydants apportés par la nutrition 

comme les vitamines ou les oligo-éléments, présents en quantité limitée dans 

l'alimentation. 

B. Accidentelle: la surcharge en facteurs pro-oxydants (fer, acides gras) par exemple 

dans le cas d’inflammation ou l'exposition à des xénobiotiques pro-oxydants... 

C. Génétique: des anomalies génétiques peuvent être responsables d'un mauvais 

codage d'une protéine enzymatique antioxydant, synthétisant un antioxydant ou 

régénérant un antioxydant... 

La production excessive de ERO provoque des lésions directes de molécules biologiques 

(oxydation de l'ADN, des protéines, des lipides, des glucides), mais aussi des lésions 
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secondaires dues au caractère cytotoxique et mutagène des métabolites libérés notamment lors 

de l'oxydation des lipides (Figure9). L'organisme peut réagir contre ces composés anormaux 

par production d'anticorps, qui malheureusement peuvent aussi être des auto-anticorps créant 

une troisième vague d'attaque chimique [58, 55,57]. 

 

IV.1.4.1. Stress oxydant et lipides 

 

Principalement leurs acides gras polyinsaturés sont la cible privilégiée de l'attaque par OH• 

capable d'arracher un H sur les carbones situés entre deux doubles liaisons, pour former un 

radical diène conjugué, oxydé en radical peroxyle. Cette réaction appelée peroxydation 

lipidique forme une réaction en chaîne (Figure9). L’attaque des lipides peut concerner les 

lipoprotéines circulantes aboutissant à la formation de LDL oxydées qui formeront le dépôt 

lipidique de la plaque d'athérome des maladies cardio-vasculaires alors que l'attaque des 

phospholipides membranaires modifie la fluidité de la membrane et donc le fonctionnement 

de nombreux récepteurs et transporteurs et la transduction du signal [47]. 

 

         Figure 9. Mécanisme en chaîne de la peroxydation des acides gras polyinsaturés et 
nature des produits terminaux formés [47]. 

 
IV.1.4.2. Stress oxydant, les acides aminées et protéines 

A cause de leur abondance dans l’organisme, les protéines sont une cible importante des 

EROs. Il a été estimé que les protéines pouvaient piéger la majorité des EROs générés (50– 

75%). Les protéines les plus sensibles aux attaques radicalaires sont surtout celles qui 
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comportent un SH. Les protéines oxydées perdent leurs propriétés biologiques et deviennent 

plus sensibles aux protéases [1]. 

IV.1.4.3. Stress oxydant et ADN 

Il s'agit d'une molécule très sensible à l'attaque par les ERO. Les bases qui composent l'ADN 

sont sensibles à l'oxydation. La modification de l'ADN induit des mutations souvent 

observées spontanément dans les cellules cancéreuses. L'attaque radicalaire peut être directe 

et entraîner l'oxydation des bases, engendrant des bases modifiées. Le stress oxydatif peut 

aussi attaquer la liaison entre la base et le désoxyribose, ou attaquer le sucre lui-même, créant 

une coupure de chaîne simple brin. Des dommages indirects peuvent résulter de l'attaque des 

lipides dont la peroxydation génère des aldéhydes mutagènes, formant des adduits sur les 

bases de l'ADN [59]. 

 

IV.2. Les maladies liées au stress oxydant 

 Le stress oxydatif est impliqué dans l'étiologie de nombreuses maladies; parmi ces maladies 

on cite les maladies cardiovasculaires, le diabète, la carcinogenèse, les maladies auto- 

immunes (sclérose en plaque), les maladies du système nerveux et les maladies neuro-

dégénératives (Alzheimer, Parkinson...), les problèmes de vision (cataracte), les troubles 

rénaux, les maladies respiratoires, les maladies inflammatoires... (Figure10) [60]. 

 

Figure 10. Troubles liés au stress oxydatif [60]. 
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IV.3.Les systèmes de protection antioxydants 

IV.3.1.Définition 

 

Les antioxydants sont définis comme toute substance qui, présente à faible concentration par 

rapport au substrat oxydable, est capable de ralentir ou d’inhiber l’oxydation de ce substrat. 

Cette définition fonctionnelle s’applique à un grand nombre de substances, comprenant des 

enzymes aux propriétés catalytiques spécifiques, mais aussi de petites molécules hydro- ou 

liposolubles [59]. Il existe deux sources de défenses antioxydants : l’une est apportée par 

l’alimentation sous forme de fruits et de légumes riches en vitamine C, vitamine E, 

caroténoïdes, flavonoïdes… Tandis que l’autre est endogène et se compose d’enzymes 

(superoxyde dismutase, glutathion peroxydase, catalase) ou de protéines (ferritine, 

transferrine, céruléoplasmine, albumine). A cela s’ajoutent quelques oligo-éléments comme le 

sélénium, le cuivre et le zinc qui sont des co-facteurs importants pour l’activité de certains 

enzymes AO (Figure11) [60]. 

 

Figure 11. Antioxydants neutralisant les EROs [61]. 

 

IV.3.2. Les antioxydants enzymatiques 

 

Les antioxydants enzymatiques sont considérés comme la première ligne de défense de notre 

organisme contre les EROs [61]. 
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IV.3.2.1. Superoxyde dismutase 

 

Catalyse la dismutation de l’O
2

•- 
en H

2
O

2 
selon la réaction suivante [62] : 

                                       2O
2 

•– + 2 H
+
               H

2
O

2 
+ O

2  

IV.3.2.2. La glutathion peroxydase (GPx) et la glutathion réductase(GR)
 

 

La GPx catalyse la transformation du H2O2 et des hydroperoxydes de type lipidique (LOOH) 

[62]. 

                                                                      GPx 

H2O2 + 2 GSH                      2 H2O + GSSG 

                                                                      GPx 

     LOOH + 2 GSH                          LOH + H
2
O + GSSG 

 Le (GSSG) ainsi produit est à nouveau réduit par la GR utilisant le NADPH comme donneur 

d’électron [1]. 

    GR 

                                     GSSG + NADPH, H+
                               2 GSH + NADP+ 

 

IV.3.2.3. Catalases 

 

La catalase (EC : 1.11.1.6) est une enzyme héminique capable de transformer le peroxyde 

d’hydrogène (généralement produit par les SOD) en eau et oxygène moléculaire. Elle est 

essentiellement présente dans les peroxysomes, mais aussi dans les mitochondries et SOD 

[62]. La réaction catalysée par cette enzyme est une dismutation du peroxyde d’hydrogène 

[61] : 

       Catalase 

                                                      2 H2O2                                         H2O + O2 

 

IV.3.3. Les antioxydants non enzymatiques endogènes 

Ce groupe de systèmes antioxydants renferme de nombreuses substances endogènes parmi 

lesquelles on peut citer le glutathion, l’acide urique, la bilirubine, les hormones sexuelles, la 
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mélanine, la mélatonine, l’acide lipoïque et le coenzyme Q. De tous ces composés endogènes 

synthétisés par les cellules, le plus important est sans doute le glutathion réduit (thiol majeur 

au niveau intracellulaire) qui protège non seulement contre les radicaux oxygénés, mais aussi 

contre les peroxydes ou le •NO[47]. 

 

IV.3.4. Les antioxydants non enzymatiques d’origine nutritionnelle 

 

 Plusieurs plantes utilisées en médecine traditionnelle sont douées de propriétés antioxydants 

remarquables. Les fruits et les légumes contiennent une grande variété d’antioxydants comme 

la vitamine C, la vitamine E, les caroténoïdes et surtout les polyphénols [63]. 

 

IV.3.4.1.La vitamine E 

 

Le terme générique de vitamine E désigne en fait une famille constituée des tocophérols et 

tocotriénols, la forme la plus active étant l’α-tocophérol. Cette vitamine est décrite comme 

étant le principal antioxydant liposoluble dans le plasma et les érythrocytes chez l’homme. 

Situé dans les lipoprotéines et dans les membranes, l’α-tocophérol est capable, d’une part, de 

piéger chimiquement l’oxygène singlet (1O2) en s’oxydant en quinone, d’autre part, de réagir 

avec le radical hydroxyle (•OH). Mais son principal rôle biologique est de réagir avec les 

radicaux peroxyles (ROO•) pour former un radical tocophéryle. L’α-tocophérol est régénéré 

essentiellement selon deux voies ; d’une part, la vitamine C, ou l’acide ascorbique [64]. 

 

IV.3.4.2.La vitamine C 

C’est l’un des principaux antioxydants hydrosolubles présent dans les fluides intra- et 

extracellulaires. La vit C peut directement réagir avec des EROs comme HO
• 
ou O

2

•
. Elle peut 

recycler l’α- tocophérol pour aider à prévenir l’oxydation des lipides [1]. 

 

IV.3.4.3.Les caroténoïdes 

 

Ce sont des pigments orange, rouge et jaune, liposolubles, synthétisés par les plantes. Ils 

regroupent les carotènes (dont les lycopènes) et les xanthophylles. Certains caroténoïdes 

jouent un rôle important dans la synthèse de la vitamine A. Ils présentent des propriétés 

antioxydants agissant surtout sur l’oxygène singlet ¹O2 [65]. 
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IV.3.4.4.Les polyphénols  

 

Les polyphénols végétaux regroupent une grande variété de composés comprenant entre 

autres les flavonoïdes, les anthocyanes et les tanins. Ce sont des composés ubiquistes que l’on 

retrouve dans les plantes. Ils attirent l’attention depuis quelques années à cause de leurs 

propriétés antioxydants. En effet, ils sont capables de piéger des radicaux libres, d’inhiber la 

peroxydation lipidique en réduisant les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles. Ils 

sont aussi capables de piéger les ions métalliques, car ils ont des propriétés chélatrice [66]. 

 

VI. La doxorubicine 

 

Les RL sont impliqués dans plusieurs processus relatifs au cancer et plus particulièrement, à 

la chimiothérapie anticancéreuse. Dans cette partie, nous allons développer le rôle des RL 

dans la cardiotoxicité de la doxorubicine. 

 Le cancer est une cause majeure de décès dans le monde, à l’origine de 8,2 millions de décès 

en 2012. Les cancers du poumon, de l’estomac, du foie, du côlon et du sein sont ceux qui 

entraînent le plus grand nombre de décès chaque année. Par ailleurs, les types de cancer les 

plus fréquents ne sont pas identiques chez les hommes et chez les femmes. D’après les 

projections, la mortalité due au cancer devrait augmenter de 50 % d'ici 2030[67]. Le terme 

médical utilisé pour décrire le cancer est néoplasie qui provient du grec et signifie nouvelle 

formation. Le cancer est donc le résultat de la multiplication anarchique de cellules anormales 

mutées d’un tissu, qui échappent aux mécanismes habituels de différentiation et de régulation 

lors de leur multiplication. Ces cellules sont capables d’envahir un tissu normal avoisinant, en 

le détruisant, puis de migrer dans d’autres compartiments de l’organisme pour former des 

métastases [68,69]. 

 Plusieurs voies thérapeutiques ont été décrites: 

La chirurgie [70] ; La radiothérapie [71,72] ; L’hormonothérapie [73,74] ; La chimiothérapie 

[75,76]. 

 

VI.1. Définition et origine 

 

La doxorubicine (ou adriamycine) est un médicament antibiotique anticancéreux de la famille 

des anthracyclines. L’histoire de la doxorubicine peut être rapportée aux années 1950, 



Chapitre I                                                                     Partie bibliographique 
 

 
30 

lorsqu’un laboratoire italien "Farmitalia Research Laboratories" était à la recherche d’un 

composé anticancéreux. Dans ce cadre, une nouvelle souche de bactérie Streptomyces 

peucetius a été découverte, produisant un pigment rouge brillant qui a été isolé. L'antibiotique 

fabriqué par cette bactérie a présenté une activité anticancéreuse importante contre certains 

modèles de tumeurs murines. Ainsi, la première anthracycline découverte et utilisée fut la 

daunorubicine. Le suffixe -rubicine rappelle la couleur rouge intense. Les essais cliniques ont 

débuté en 1960 et le médicament reconnu un succès dans le traitement des leucémies aiguës et 

des lymphomes. Mais, en 1967 il a été démontré que la daunorubicine produit une toxicité 

cardiaque fatale. Des modifications ont été réalisées sur la machinerie génétique des 

Streptomyces pour produire un antibiotique différent. Ils nommèrent le nouveau composé 

adriamycine, puis a été changé en doxorubicine pour devenir conforme avec la convention 

pharmaceutique et approuvée par la Food and Drug Administration (FDA) en 1974. En 1976, 

il est apparu une troisième génération de ces molécules avec l’idarubicine, d’origine 

synthétique, obtenue en supprimant le radical méthoxyl de la daunorubicine [77,78]. 

À ce jour, la doxorubicine est la molécule de référence la plus utilisée en chimiothérapie 

malgré sa cardiotoxicité élevée. Elle possède un large spectre anticancéreux y compris les 

leucémies, les lymphomes (maladie de Hodgkin) et les tumeurs solides (cancer du sein et de 

l’ovaire, sarcomes osseux et tissulaires, neuroblastomes) [79]. 

 

VI.2. Structure moléculaire 

 

La structure des anthracyclines comprend deux parties:  

 

� Une aglycone composée d'un noyau polyaromatique tétracyclique hydrophobe quasi 

plan portant des fonctions quinones et hydroquinones, qui leur permet de fonctionner 

comme accepteur et donneur d’électrons. 

� Un aminosucre, la daunosamine, lié au carbone C7 de l'aglycone par une liaison 

glycosidique. 

 

La doxorubicine (ou adriamycine) a une masse moléculaire de 578.98 Da, elle est composée 

d’un noyau tétracyclique chromophore relié par une liaison glycosidique à un substitut 

glucosamine; c'est l’anthracycline de référence (Figure12). La structure particulière des 

anthracyclines, en l’occurrence la DOX, leur permet d'interagir avec l'ADN et de s'intercaler 
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entre deux paires de bases du double hélice, ainsi qu'avec les lipides pour lesquels elles ont 

une forte affinité. Ces molécules réactives sont sensibles aux oxydoréductions cellulaires [80]. 

 

Figure12. Les structures moléculaires de la doxorubicine et daunorubicine. 
 
VI.3. Principaux mécanismes d'action antitumorale  

 

La compréhension de l’action anticancéreuse des anthracyclines a considérablement progressé 

avec le développement de la biologie et de la pharmacologie cellulaire. Les anthracyclines 

s'intercalent entre les paires de bases azotées de l'ADN et inhibent l'activité de la 

topoisomérase II, d'où le nom d'intercalant donné à ce groupe de substances. Le noyau, les 

mitochondries et les membranes cellulaires des cellules tumorales sont les cibles potentielles 

des anthracyclines. La plupart d'entre elles forment des EROs responsables de leur toxicité, 

mais pas de leur activité antitumorale. Plusieurs mécanismes sont impliqués dans leur activité 

anticancéreuse [59]: 

���� Intercalation dans la molécule d’ADN: les anthracyclines se lient de façon covalente 

aux doubles-brins de l'ADN pour former un complexe [ADN-anthracycline]. Ces 

liaisons se font principalement sur les résidus guanine de l'ADN et sont réversibles. 

Leur structure multicyclique plane leur permet de former des adduits ou ponts 

(crosslink) en s’interposant entre deux paires de bases adjacentes dans la double hélice 

et d’y contracter des liaisons hydrophobes et électrostatiques. En s’intercalant dans 

l’ADN, les anthracyclines inhibent la réplication, la transcription et donc la synthèse 

protéique [81]. 

���� Inhibition de l'enzyme topoisomérase II : les topoisomérases sont des enzymes 

chargées de réguler les conversions topologiques de l'ADN. Leur fonction est 

essentielle durant de nombreuses étapes du métabolisme de l'ADN et permettent le 

bon fonctionnement nucléaire. Les topoisomérases II induisent des cassures doubles 
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brins transitoires de l'ADN afin de permettre à un segment de l'ADN de passer à 

travers un autre et ensuite ressouder les segments coupés. Les anthracyclines en 

s'intercalant à l'ADN stabilisent le complexe transitoire de clivage [ADN-enzyme] et 

empêchent la relégation des brins par les topoisomérases II. Ainsi, la formation du 

complexe ternaire stable [anthracycline-ADN-topoisomérase II] stabilise les coupures 

double brins et prévient la topoisomérase II de relier les extrémités libres des segments 

coupés pour la restitution de la structure tridimensionnelle de l'ADN. L'inhibition de 

cette enzyme provoque un arrêt du cycle cellulaire en G2/M et la mort cellulaire. Les 

cellules en phase G0 ne possédant que peu de topoisomérases II sont peu sensibles à 

ces agents [82]. 

���� Inhibition de la synthèse d’ADN: l’action pro-apoptotique des anthracyclines est en 

partie initiée par une voie de signalisation impliquant la protéine P53. En effet, la 

doxorubicine peut induire l'expression de cette protéine de manière dose dépendante. 

La p53 se fixe sur l’ADN, y active la transcription du gène Bax (médiateur pro-

apoptotique), qui induit la libération du cytochrome c par ouverture des pores 

mitochondrial, et inhibe celle du gène Bcl-xL (médiateur anti-apoptotique). La 

synthèse d’ADN est donc inhibée [78]. 

���� Interaction avec les membranes plasmiques: la doxorubicine et les anthracyclines 

en général ont une très forte affinité pour les membranes lipidiques à travers lesquelles 

elles diffusent passivement. Elles s'associent directement avec les phospholipides par 

interactions ionique. La présence d'anthracyclines au sein de la bicouche lipidique peut 

altérer la structure et la fonction membranaire en modifiant les interactions lipides-

lipides et lipides-protéines, notamment les protéines membranaires impliquées dans 

les voies de signalisation cellulaires. La doxorubicine peut ainsi exercer son action 

cytotoxique directement en modifiant les propriétés de fluidité membranaire [83]. 

 

VI.4. Administration et pharmacocinétique 

 

L'hydrophobicité de la doxorubicine associée à sa nature de base faible non chargée lui 

permet de diffuser passivement à travers la membrane plasmique par un mouvement de flip-

flop du feuillet externe au feuillet interne (Figure13) [84]. Elle atteint le noyau toujours par 

diffusion pour enfin se lier à l'ADN. Au pH physiologique intracellulaire (7,2-7,4), le 

groupement sucre se charge positivement, ce qui permet de stabiliser la drogue intercalée via 
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des liaisons électrostatiques. Le transport transmembranaire de la doxorubicine associe ainsi 

une diffusion passive et un efflux actif par la P-glycoprotéine (P-gP) dont le mécanisme 

d'action n'est pas encore complètement élucidé. Son accumulation intracellulaire est fonction 

de la cinétique d'incorporation qui dépend des mécanismes d'influx et d'efflux (Figure14) 

[85]. 

 

Figure13. Modèle de transport d'une molécule d'anthracycline par flip-flop (changement de 

position des molécules d'un feuillet de la bicouche à l'autre). 

 
Les anthracyclines sont administrées par voie intraveineuse afin d'atteindre rapidement la 

tumeur sans être trop dégradée, et en injection rapide, pour éviter une extravasation à côté de 

la veine qui endommagerait les tissus. Ces substances possèdent une importante diffusion 

tissulaire et sont rapidement captées par différents organes : cœur, reins, poumons, foie et 

rate, mais ne traversent pas la barrière hémato-encéphalique [86]. 

Les études pharmacocinétiques montrent que la doxorubicine a un profil multiphasique, la 

phase initiale de distribution est rapide avec un temps de demi-vie entre 5 et 30 min et la 

phase finale d'élimination est lente avec un temps de demi-vie de 30 à 40 h. Elle est liée à 75 

% aux protéines plasmatiques, surtout l'albumine [87]. La DOX est métabolisée, au niveau du 

foie, en doxorubicinol, son métabolite actif principal [88]. Elle est éliminée principalement 

par voie biliaire, mais également par voie rénale. En effet, 10 à 15 % de la dose administrée 

sont retrouvées dans les urines, ce qui explique la coloration rouge de l'urine, quelques jours 

après le traitement [89,90]. 
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Figure14. Diffusion passive de la doxorubicine à travers la membrane plasmique et son efflux 
actif par la P-glycoprotéine. 

 
VI.5. Toxicité cardiaque des anthracyclines 

 

Les anthracyclines représentent un pilier de la chimiothérapie; mais, leur cardiotoxicité est le 

facteur limitant dans la prescription de cette classe thérapeutique. En effet, l’utilisation des ces 

drogues s’accompagne d’un risque de 10 à 50 % de cardiotoxicité cumulative se traduisant 

par une cardiomyopathie. Celle ci pouvant évoluer à plus ou moins long terme vers une 

insuffisance cardiaque (IC) congestive sévère et irréversible, engageant parfois le pronostic 

vital alors même que la tumeur est guérie ou contrôlée [103,104]. 

VI. 5.1 Principaux mécanismes de la cardiotoxicité des anthracyclines 

 

Les études ont montré que les anthracyclines ont deux mécanismes d'actions distincts. En 

effet, l’activité antitumorale et la cardiotoxicité correspondent à des cibles intracellulaires 

différentes. L'action anticancéreuse est rapportée à un effet intercalant du médicament au 

niveau de l'ADN et à l’inhibition de l’enzyme nucléaire, la topoisomérase II, inhibant ainsi la 

transcription et la synthèse protéique. Cependant, cette enzyme est très peu exprimée dans les 

cellules cardiaques. Ce constat a conduit à la recherche d’autres mécanismes susceptibles de 

rendre compte de la toxicité cardiaque des anthracyclines [105]. Le mécanisme de 

cardiotoxicité n’est pas totalement connu. 

Plusieurs hypothèses ont été avancées: 
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VI.5.1.1.Hypothèse radicalaire 

La pathogénie de la toxicité cardiaque des anthracyclines n’est pas clairement définie; elle est 

probablement multifactorielle, avec principalement production de RL de l'oxygène et de 

l'azote, perturbation de l’homéostasie calcique, apoptose cellulaire et modulation de 

l’expression de certains gènes de la signalisation cellulaire. L’hypothèse du développement 

d’un stress oxydatif  induit par les anthracyclines est le plus communément admise. 

L’augmentation de la production de RL associée à une diminution des systèmes de défenses 

AO serait à l’origine des atteintes irréversibles observées au niveau des cardiomyocytes 

[94,95]. 

Les oxydants appartiennent à deux familles principales: les espèces réactives d'oxygène, dont 

le parent est O2
•-, et les espèces réactives d'azote, dont le parent est le NO•

 (Figure15). 

 

1) Formation d’espèces activées de l’oxygène  

 

Le métabolisme de la doxorubicine entraîne l’apparition de RL, principalement l’anion 

superoxyde O2
•- et le radical hydroxyle OH•. Ces molécules chargées négativement sont très 

instables et responsables de l’oxydation des lipides polyinsaturés, avec désorganisation 

membranaire et dysfonctionnement de la respiration mitochondriale. Les cellules 

myocardiques sont particulièrement sensibles aux RL car elles sont pauvres en agents AO 

comme la catalase et la SOD [96]. Ces RL sont créés par deux voies différentes : 

� La voie de la réduction par les flavines réductases placées au niveau de la membrane 

mitochondriale avec transformation de l’anthracycline en dérivé semi-quinone puis 

hydroquinone en cédant des électrons. Les anthracyclines ont une structure de type 

quinone pouvant subir une réduction par les flavines réductases (cytochrome P450 

réductase, NADH déshydrogénase), pour aboutir à la formation d’un dérivé semi-

quinone radicalaire et induire une production accrue de  ERO [97]. Ce dérivé peut 

subir une réduction en hydroquinone, ou retourner à sa forme initiale en cédant son 

électron célibataire à l’oxygène, produisant ainsi des radicaux superoxydes (O2
•–) 

(Figure15). 

� La voie non enzymatique par la réaction d’Haber-Weiss avec liaison du cation Fe3+
 

avec trois molécules de doxorubicine puis réduction du Fe3+
 en Fe2+ avec transfert 

d’électrons [98]. Cette voie fait intervenir la formation d’un complexe entre les 

anthracyclines et le fer. Dans la cellule, l’ion ferrique Fe3+ est libéré de ses sites de 
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stockage, transferrine et ferritine, par l’attaque des anthracyclines. Le Fe3+ se lie alors 

à trois molécules d’anthracyclines pour former un complexe très stable : Fe3+–

(anthracycline)3. Ce complexe subit un cycle d’oxydoréduction, donnant naissance à 

un complexe radicalaire Fe2+–(anthracycline)3. Ce dernier peut céder son électron 

supplémentaire à l’oxygène moléculaire et aboutir ainsi à la formation de radicaux 

O2
•–  (Figure 15et 16) [99]. 

 

2) Formation d’espèces activées de l’azote 

 

 Le NO• est produit à partir de L-arginine et d'oxygène par le domaine oxydase de l'enzyme 

NO synthase endothéliale (eNOS). De plus, sous l'effet de stimuli inflammatoires induit par 

les anthracyclines, le NO• est également produit à partir de L-arginine par l'enzyme NO 

synthase sous sa forme inductible (iNOS) présente au niveau des macrophages et des cellules 

vasculaires. Les anthracyclines peuvent aussi être réduites par le domaine réductase des eNOS 

en dérivé radicalaire semi-quinone qui, en présence d’oxygène, peut conduire à la formation 

d’O2
•–  [100]. Les deux radicaux O2

•- et NO• sont modérément toxiques individuellement, mais 

lorsqu'ils sont produits de façon concomitante et en grandes quantités, ils se combinent 

immédiatement pour former un oxydant puissant, le peroxynitrite (ONOO-). Celui-ci peut 

générer le radical OH• indépendamment des processus faisant intervenir le fer (Figure 15 et 

16) [101]. 

 
Figure 15. Production de radicaux superoxydes (O2

•–) par réaction enzymatique 
d’oxydoréduction de la fonction quinone des anthracyclines et formation de peroxynitrites 

(ONOO–) [101].  
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Dans les cellules myocardiques, en présence de la doxorubicine, les RL sont formés à des 

concentrations très élevées ne pouvant pas être prises en charge par les systèmes de 

détoxication. Les RL sous formes d'anthracyclines radicalaires, H2O2, O2
•-, OH•, ONOO– ou 

autres jouent un rôle très important dans la cardiotoxicité induite par les anthracyclines. Ils 

induisent l'oxydation des constituants cellulaires (lipides, protéines, ADN) altérant leurs 

structures et leurs fonctions [59].  

La peroxydation lipidique des acides gras polyinsaturés est responsable de l’altération et 

dégradation des fonctions membranaires: elle altère la physiologie des membranes cellulaires 

en induisant une diminution de leur fluidité membranaire, modifie leur perméabilité aux ions, 

entraîne l'inactivation d'enzymes et de récepteurs... L'oxydation des acides aminés modifie les 

structures secondaires et tertiaires des protéines, et entraîne des dénaturations, des 

fragmentations et la formation d'agrégats [78]. 

De plus, les lésions de la paroi des organites engendrées par les radicaux libres entrainent 

aussi une surcharge calcique mitochondriale. En effet, le stress oxydatif associé au traitement 

par les anthracyclines peut induire des lésions mitochondriales ayant pour conséquence une 

évolution de la cellule vers l’apoptose (Figure16) [102]. 

 

          Figure 16. Mécanisme de la toxicodynamique et de la phrmacodynamique de la 
doxorubicine dans les cardiomyocytes[102]. 
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VI.5.1.2. Hypothèse liée au niveau de l’apoptose cellulaire induite par la doxorubicine 

 

Une hypothèse physiopathologique est née du fait que les anthracyclines sont de puissants 

inducteurs d’apoptose impliquées dans le développement de l’insuffisance cardiaque. La 

maîtrise des mécanismes réactionnels cytotoxiques des anthracyclines s'intègre dans la 

compréhension des processus d'induction de la mort cellulaire [106]. Cette voie a été mise en 

évidence au cours de nombreuses expérimentations in vitro et in vivo qui ont montré que les 

anthracyclines pouvaient conduire à une perte de cellules cardiaques par apoptose. [107]. 

La cardiotoxicité provient de l'action pro-apoptotique initiée par les ERO qui activent la 

protéine p53. En effet, l'anion superoxyde O2
•- entraine l'activation de p53 qui à son tour 

permettre l'induction de la cascade pro-apoptotique [109]. 

VI.5.2. Aspects  histologiques  des lésions cardiaques induites par la doxorubicine 

 

L’administration d’anthracyclines entraîne des lésions au niveau des cardiomyocytes et du 

tissu interstitiel cardiaque. L’évaluation histologique de la toxicité des anthracyclines a été 

rendue possible grâce au développement des techniques de biopsie endomyocardique. 

Macroscopiquement, le cœur endommagé par les anthracyclines est flasque et ses ventricules 

sont souvent dilatés. L’examen montre un épaississement endocardique et une fibrose 

interstitielle. L’administration de DOX entraîne des remaniements importants de la matrice 

extracellulaire : raréfaction, voir disparition du réseau fibreux périmyocytaire, remplacé par 

des plaques de tissu fibreux cicatriciel dense. Microscopiquement, des anomalies quantitatives 

et qualitatives des cardiomyocytes ont été observées [110]. 

 Les myocytes apparaissent petits, rétractés avec un cytoplasme présentant une accumulation 

lipidique, des lysosomes nombreux, une perte myofibrillaire et un aspect vacuolaire par 

distension du réticulum sarcoplasmique, puis un œdème interstitiel et une dégénérescence 

nucléaire surviennent, conduisant à la mort cellulaire [111]. 

 

VI.6. Biomarqueurs de la cardiotoxicité 

 

L’histoire des marqueurs cardiaques débute dès 1954 avec la détermination de l’activité de 

l’aspartate aminotransférase dans le diagnostic de l’infarctus du myocarde (IDM), suivie 

rapidement par celle du lactate déshydrogénase. Ces marqueurs ont été beaucoup utilisés 
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jusqu’à l’introduction de la créatine phosphokinase dans les années 60 qui a permis 

d’augmenter la spécificité d’organe. Cette spécificité s’améliora encore avec la détermination 

de l’isoenzyme « cardiaque » de la créatine phosphokinase, la CK-MB. Puis vint l’utilisation 

de la myoglobine, précoce mais peu cardiospécifique, à la fin des années 80. Enfin, des 

marqueurs de sensibilité analytique très élevée, les troponines, furent développés au début des 

années 90. Très récemment, de nouveaux marqueurs sont apparus dans le cadre de la prise en 

charge de l’insuffisance cardiaque, les peptides natriurétiques [112]. 

 

VI.6.1. La CPK 

 

La créatine phosphokinase totale (CPK ou CK) est une enzyme intra cellulaire qui catalyse la 

phosphorylation réversible de la créatine en créatine phosphate par le complexe Mg2+
 .ATPــ

Elle se trouve en majorité dans les muscles squelettiques et cardiaques, d’où son dosage lors 

des atteintes musculaires ou en cardiologie (IDM) [112]. 

 

VI.6.2.La LDH 

 

Le lactate deshydrogénase (LDH) est une enzyme cytoplasmique qui catalyse la 

transformation du pyruvate en lactate ou la réaction inverse, en présence de NAD+/NADH. 

Elle est retrouvée dans différents organes (reins, cœur, muscles, pancréas, rate, foie…). Le 

dosage de ce marqueur est ainsi retrouvé en hématologie, en oncologie, en cardiologie (IDM 

et suspicion d’hémolyse sur prothèse ou plastie dans les cardiopathies valvulaires et 

congénitales graves de l’adulte) et lors de pathologies diverses [112]. 

 

VI6.3.Les transaminases 

 

Les transaminases sont des enzymes ayant une activité métabolique à l'intérieur des cellules. 

Ces enzymes sont présentes dans plusieurs tissus (foie, cœur, reins, muscles ...) reflétant ainsi 

l'activité du foie et du cœur. Il existe deux types de transaminases : les SGPT, signifiant 

Sérum Glutamopyruvate Transférase (appelées aussi ALAT, Alanine-Aminotransférase) et les 

SGOT, pour Sérum Glutamooxaloacétate Transférase (dénommées également ASAT, pour 

Aspartate-Aminotransférase). Leur augmentation témoigne d'une lésion cellulaire dans le foie, 

le cœur, les muscles ou les reins. 
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Les ALAT (SGPT) se retrouvent essentiellement dans le foie, les reins mais également en 

faible quantité dans les muscles striés et dans les globules rouges. 

Les ASAT (SGOT) se retrouvent plus spécifiquement dans les muscles striés, les globules 

rouges et dans le foie [113]. 
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Chapitre II. Matériel et Méthodes 

Le travail expérimental, ayant pour objet l’étude de l’effet préventif de la plante médicinale: 

Ruta montana sur la cardiotoxicité induit par la doxorubicine. La partie expérimentale est 

réalisée au laboratoire de biologie, Université Abbés Laghrour  - Khenchela et laboratoire 

central de biochimie, Centre hospitalo-universitaire Dr Benbadis -Constantine. 

I. Matériel 

I.1.  Matériel biologique (Echantillonnage) 

I.1.1. Matériel végétal 

L’espèce sélectionnée «R. montana»  a été récoltée dans la région de Mila en Mai 2012 et 

identifiée par Mme Kabouche Z professeur au Laboratoire d’Obtention des Substances 

Thérapeutique (LOST) de photochimie, à l’université Mentouri Constantine. La partie 

aérienne (feuilles, fleures et tiges) de la plante récoltée a ensuite été séchée à l’abri de 

l’humidité et de la lumière du soleil pendant 1 mois. Enfin, la plante  sèche a été pulvérisée au 

broyeur pour obtenir une poudre fine pour qu’elle soit prête à l’utilisation. 

I.1.2. Matériel animale 

L’étude a été réalisée sur des rats Wistar albinos mâles provenant de l’institut Pasteur d’Alger, 

Algérie, pesant entre 130g-260g les animaux sont répartis en  4 lots  ayant libre accès à l’eau 

et à la nourriture. Les animaux destinés au traitement sont préalablement mis en période 

d’adaptation allant de 7 à 15 jours. 

I.1.3. Le médicament anticancéreux : la doxorubicine         

Le médicament anticancéreux que nous avons utilisé pour provoquer la toxicité au niveau du 

cœur du rat est la doxorubicine (50mg/25ml) ; il nous a été fourni par le centre anticancéreux 

de Constantine (CHUC)  

I.2. Réactifs chimiques et instrumentations 

Plusieurs réactifs chimiques et solvants ont été utilisés dans nos expériences, parmi ces 

produits: FeCl3, acide sulfurique (H2SO4), HCl, acide acétique, NaOH, NH4OH, KI, I2, NaCl,  

AlCl 3, quercétine, K3Fe[CN]6, Gomme Arabique,  acide orthophosphorique,  méthanol, n-
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butanol, Éther de pétrole, acétate d'éthyle, chloroforme, formol, proviennent tous de Sigma-

Aldrich. 

Parmi l’appareillage utilisé: Rotavapeur (HAHNVAPOR ), spectrophotomètre UV-Vis à 

double faisceau (JENWAY 6305 UV/VIS), Chambre d’observation UV « 264/365 nm » 

(VILBER COURMAT ), Bain Marie (MEMMERT ), Etuve universelle de 5 à 220°C avec 

ventilation (MEMMERT ), Agitateur magnétique (SCILOGEX ), vortex (VELP) et Balance 

(OHAUS), Automate Architect (ADVIA 1800). 

II. Méthodes  

II.1. Méthodes concernant le matériel végétal 
II.1.1. Préparation des extraits végétaux 
II.1.1.1. Extraction avec différents solvants organiques à polarité croissante 

La partie aérienne (tiges, fleures et feuilles) de la plante R. montana a été bien nettoyée et 

séchée à température ambiante, ensuite broyée à l’aide d’un broyeur. La méthode de 

Markham [40] était suivie pour l’extraction des flavonoïdes en utilisant des solvants 

organiques à polarité croissante. Suivant cette méthode; 640 g de la poudre de R. montana est 

introduit dans un bécher qui contient le mélange hydroalcooliques; méthanol /H2O (7:3) 

pendant une nuit (macération alcoolique). Cette technique est effectuée 3 fois, suivie chaque 

fois d’une  filtration et soumis à une évaporation rotative à 50 °C utilisant un rotavapeur 

(HAHNVAPOR) pour obtenir l’extrait brut méthanolique. L’extrait brut méthanolique a été 

initialement mélangé avec l’eau distillé pendant une nuit, Après filtration la phase aqueuse a 

été soumise à trois extractions successives liquide-liquide par l’éther de pétrole, l’acétate 

d’éthyle et le butanol. La Figure 17  résume les différentes étapes de cette extraction. 

 

 

 

 

 

 

 



Chapitre II.                                                                     Matériel et Méthodes 
 

 43 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17. Les 3différentes étapes d’extractions successives liquide-liquide par l’éther de 
pétrole, l’acétate d’éthyle et le butanol 

 

. 

Matériel végétale sec et  broyé 

Filtrat  total 

Trois macération  successives (24h chacune) Dans  
Me(OH) –H2O 7/3 puis filtration  

Extrait brut méthanolique 

  Evaporation  à 60ºC 

Phase aqueuse 

Macération  12 h dans  l’eau bouillante puis filtration  
filtration 

Trois affrontements successifs par éther de pétrole   

Phase aqueuse 

Phase aqueuse Phase acétate d’éthyle 

Extrait acétate 

Phase éther de pétrole 

Extrait éther de pétrole 

Phase butanolique 

Extrait butanolique 

Phase aqueuse 

Trois affrontements successifs par l’acétate 
d’éthyle 

Trois affrontements  
successifs par n-butanol                                                              

Évaporation  à70ºc 

Évaporation à 40ºc 

Évaporation 
à 40ºc 
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II.1.1.2. Procédé de l’extraction des flavonoïdes totaux  

Afin d’extraire l’ensemble des flavonoïdes (aglycones et glycosylés), nous avons adopté la 

méthode de Harborne (1975) selon laquel, un poids de 200 g de la poudre végétale (tiges, 

fleures et feuilles) est mis en macération dans 1000ml du mélange méthanol/ eau (7 / 3) (V/V) 

pendant 24 heures puis filtré. Cette étape est répétée quatre fois avec le même mélange de 

solvants, la quatrième macération est chauffée. Le filtrat total obtenu est évaporé à moins de 

60°C à sec et le résidu d’évaporation est macéré dans l’eau bouillante pendant une nuit, puis 

filtré par un papier filtre. 

La deuxième étape consiste en l’affrontement de la phase aqueuse obtenue au n-butanol. Dans 

une ampoule à décanter, la phase aqueuse obtenue de la filtration est mélangée avec du n-

butanol, après agitation puis décantation, deux phases sont obtenues; une phase organique 

(butanolique) en haut et une autre aqueuse plus dense en bas.  Les deux phases sont séparées 

et la phase aqueuse subit un deuxième affrontement par le même   solvant qu’est le n-butanol 

pour extraire le maximum de substances flavonoidiques. Enfin, la phase organique totale 

obtenue est évaporée à sec à 65°C par un évaporateur rotatif. Le résidu d’évaporation 

représente donc l’extrait des flavonoïdes totaux qui sera utilisé dans cette étude. 

 Le déroulement de la procédure d’extraction des flavonoïdes totaux est représenté dans la 

Figure 18. 

II.1.2. Rendement de l’extraction 

Le calcule des rendements par rapport au poids sec de la poudre végétale. 
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Phase  organique totale 

 3 affrontements successifs par n-butanol et 
séparation de 2 phases.  

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Figure 18. La procédure d’extraction des flavonoïdes totaux 

II.1.3. Screening chimique des plantes 

Le screening chimique est un ensemble de réactions chimiques qui permettent d’identifier la 

présence des principales catégories des substances chimiques naturelles contenues dans une 

plante et responsables de propriétés pharmacologiques. 

Les tests phytochimiques sont réalisés  sur l’extrait brut méthanolique. 

II. 1.3.1. Recherche des tanins 
 
2 à 3 gouttes de la solution de FeCl3 à 2%, sont ajoutées à  2 mL de  l’extrait brut 

méthanolique. La solution obtenue est reposée pendant quelques minutes. Le test est 

considéré positif s’il ya  l’apparition d’une coloration bleue-noire et un précipité [91]. 

II. 1.3. 2. Recherche des saponosides  

 

Evaporation à moins de 65 ºC    

Filtrat total 

Phase aqueuse 

Résidu sec : extrait  butanolique des flavonoïdes totaux 

Résidu 

Trois macération  successives (24h dans 
Me(OH)- H2O7/3 V/V puis filtration. Dernière 
macérations (24h) dans Me (OH) 

Evaporation à moins de 70ºC  

Macération (12h) dans de l’eau bouillante  puis filtration 

Matériel végétale sec et  broyé 
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� Test 1 : 5 ml de l’extrait brut méthanolique sont mélangés avec 10 ml d’eau distillée 

pendant 2 min. La formation d’une mousse persistante après 15 min confirme la 

présence des saponosides  [91]. 

� Test 2 : 5 ml de l’extrait sont mélangés avec 2 ml de chloroforme et 3 ml d’acide 

sulfurique concentré. Une couleur rouge-marronne de la couche d’interface indique la 

présence des triterpènes hétérosidiques [92]. 

 

II. 1.3.3  Recherche des flavonoïdes  
 
5 ml de l’extrait méthanolique sont traités avec quelques gouttes d’AlCl3 (1%). La présence 

des flavonoïdes est confirmée par l’apparition d’une couleur jaune [92]. 

II. 1.3. 4. Recherche  des composés réducteurs : 

Ce test est basé sur la réaction de Keller-Kiliani, 5 ml d’acide acétique contenant des traces de 

FeCl3 et 5 ml d’acide sulfurique contenant des traces de FeCl3 sont ajoutés à 1 ml de l’extrait. 

La présence des composés réducteurs est confirmé par la formation de deux phases, une 

colorée en brun rouge (acide acétique) et la deuxième en bleu-vert (acide sulfurique) [91]. 

II. 1. 3. 5. Recherche des coumarines 
 

Parmi les composés réducteurs on note les coumarines, la mise en évidence de ces dernières 

se fait selon la méthode décrite par [92].Placer 1 g d’échantillon de la plante humide dans un 

tube à essai. Couvrir le tube avec un papier imbibé d’une solution de NaOH et le placer dans 

un bain marie pendant quelques minutes. Ajouter 0,5 ml de NH4OH (10%). Mettre deux 

taches sur un papier filtre et examiner sous la lumière ultraviolette. La fluorescence des taches 

confirme la présence des coumarines. 

 

II. 1. 3. 6. Recherche des alcaloïdes : 
 

Ce test est fait pour révéler la présence ou l’absence des alcaloïdes sels. 5 ml d’HCl (2N) sont 

ajoutés à l’extrait et chauffer dans un bain marie. Après la Filtration, le filtrat est traité avec le 

réactif de Wagner (2g de KI et 1,27g d’I2 solubilisé dans 100 ml d’eau distillée).  La présence 

de turbidité ou de précipitation indique la présence des alcaloïdes sels [92]. 
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II.1.4.  Etude quantitative 

II. 1.4. 1. Dosage des flavonoïdes 

Les flavonoïdes d’extraits, méthanolique, éther de pétrole, acétate d’éthyle,  butanolique et 

des flavonoïdes totaux de Ruta montana ont été quantifiés par la méthode du trichlorure 

d’aluminium [93]; 1 ml de chaque extrait (préparés dans  le méthanol pour avoir des 

concentrations convenables) a été ajouté à 1 ml de la solution d’AlCl3 (2 %, dans le 

méthanol). Après 10 minutes d’incubation, l’absorbance a été lue à 430 nm. La concentration 

des flavonoïdes dans les extraits a été calculée à partir d’une courbe d’étalonnage y= ax+b 

établie avec la quercétine à différentes concentrations (0-40 µg / ml, chacune a été préparée 

dans le méthanol) pratiquée dans les mêmes conditions opératoires que les extraits servira à la 

quantification des flavonoïdes. La teneur en flavonoïdes à été exprimé en milligrammes 

équivalents de quercétine par grammes du poids d’extrait (mg EQ / g E) (Figure 19). 

 

 

Figure 19. Courbe d’étalonnage de la quercétine  

 

 

II.1. 4.2. Dosage des polyphénols totaux 
 
Le dosage des polyphénols totaux des extraits de Ruta montana ont été effectué selon la 

méthode de bleu de Prusse (Price and Butler, 1977) modifiée par Graham (1992). Cette 

technique est basée sur le principe d’oxydation du ferricyanide de potassium (K3Fe [CN] 6) 

par les polyphénols pour donner les ions ferreux (Fe2+), ces derniers réagissent avec le 
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chlorure de fer(FeCl3) et donne le complexe bleu de Prusse qui absorbe à 700 nm. 

Brièvement, 0.1 ml de chaque extrait (dilués dans l’eau distillée ou dans le méthanol) a été 

ajouté à 3 ml de l’eau distillée. Après agitation, 1 ml du K3Fe(CN) 6 (0.016 M) puis 1 ml du 

FeCl3 (0.02 M, dans le HCl 0.1 N) ont été ajoutés successivement avec un intervalle de temps 

d’une minute. Après15 minutes, 5 ml de la solution stabilisante (contenant 30 ml Gomme 

Arabique 1 %, 30 ml acide phosphorique 85 % et 90 ml de l’eau distillée) ont été ajoutés et 

l’absorbance a été lue à 700 nm. La concentration des polyphénols totaux a été calculée à 

partir de l’équation de régression de la courbe d’étalonnage de l’acide gallique (0-2 µ g / ml)  

(Figure20)  et exprimée en milligrammes équivalents d’acide gallique par grammes du poids 

d’extrait  

 

            Figure20. Courbe d’étalonnage d’acide gallique(mg EAG / g E). 

 

II.1.5.  Etude qualitative 

II.1. 5.1. Chromatographie sur couche mince 
 
Cette méthode se repose sur la séparation des différents constituants d’un extrait selon leur 

force de migration dans la phase mobile  qui est en générale un mélange de solvant, adapté au 

type de séparation rechercher, et leur affinité vis-à-vis la phase stationnaire qui peut être un 

gel de silice ou de polyamide. Les techniques chromatographiques ne sont pas suffisantes 

pour identifier un produit mais elles apportent des renseignements (Rapport frontal - Rf - et 

coloration) susceptibles d’orienter vers une hypothèse de structures.  
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II.1.5.2. Protocole de CCM sur gel de silice 

 Les analyses par CCM ont été effectuées avec des plaques de silica gel, sur support rigide en 

aluminium.                                                         

L’extrait est déposé à l’aide d’une micropipette (2 µl) à des points repères à 1.5 cm du bord 

inférieur de la plaque. Ensuite, les  plaques  sont placées dans les cuves de développement 

dans les quelles se trouve un système de solvants approprié appelé phase mobile, à environ 

0,5 cm de hauteur. La migration est effectuée par l’utilisation d’éluant suivants: 

� L’extrait éther de pétrole  

� L’extrait acétate d’éthyle  

� L’extrait butanolique  

� L’extrait des flavonoïdes totaux  

Après développement dans une cuve en verre et séchage, les plaques ont été observées sous 

lampe UV à 254 et 365 nm. Les couleurs des spots ont été enregistrées ainsi de même pour les 

Rf.  

II.1.5.3. Calcul du Rapport frontal  

Pour chaque spot on a calculé le facteur de rétention qui est égal à la distance parcourue par le 

constituant/ la distance parcourue par le solvant. Ce facteur permet de mentionner une 

information préliminaire sur la structure des substances flavoniques. 

 

II.1.6. Estimation in vitro de l’effet scavenger des extraits vis-à-vis du radical libre 
DPPH° 
 
La capacité de l’extrait à piéger les radicaux libres est déterminée par une méthode 

colorimétrique, simple et rapide. La méthode de Koleva et coll, 2002 utilise le radical libre 

2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH°) qui, à l’état stable, possède une coloration violette 

foncée, cette dernière devient jaune pâle, à l’état réduit du radical (Figure21). Ce changement 

de couleur est traduit par une décroissance du radical DPPH° à 517 nm. 

 

 

 



Chapitre II.                         
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure21. La réduction du DPPH° par un antioxydant 
 
II.1.6.1. Réalisation de l’essai 

Le DPPH° 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl

absolu pour avoir une solution de 100µM. 

A partir d’une solution méthanolique mère de C

suivantes ont été préparées : C2: 5mg/ml,  C3: 3mg/ml,  C4: 2mg/ml, C5:1mg/ml, C6

mg/ml,  C7 : 0,25 mg/ml, C8 : 0,12mg/ml.

A chaque volume de 1,5 ml de la solution méthanoli

chaque concentration préparée de l’extrait est ajouté. Après agitation et incubation à la 

température ambiante pendant 15 min, les densités optiques des mélanges réactionnels sont 

mesurées par le spectrophotomètre à 517n

conditions par le méthanol. 

L’activité antioxydant est comparée à celle d’un flavonoïde commercial qui est la quercetine 

qui est à son tour déterminée de la même façon que celle de l’extrait.  

II.1.6.2. Expression des résultats

Pour obtenir la concentration efficace qui réduit la concentration initiale de DPPH

résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition  du DPPH

Activité anti

AB  et AE sont les valeurs de l’absorbance du blanc et de l’échantillon respectivement à 517 

nm. Les résultats sont exprimés par la moyenne de trois mesures ± écart type.
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La réduction du DPPH° par un antioxydant [108

Réalisation de l’essai  

picrylhydrazyl (C18H12N5O6) est solubilisé dans du méthanol 

absolu pour avoir une solution de 100µM.  

d’une solution méthanolique mère de C1= 10 mg/ml de l’extrait, les dilutions 

C2: 5mg/ml,  C3: 3mg/ml,  C4: 2mg/ml, C5:1mg/ml, C6

: 0,12mg/ml. 

A chaque volume de 1,5 ml de la solution méthanolique du DPPH°, un volume de 15 µl de 

chaque concentration préparée de l’extrait est ajouté. Après agitation et incubation à la 

température ambiante pendant 15 min, les densités optiques des mélanges réactionnels sont 

mesurées par le spectrophotomètre à 517nm contre un blanc préparé dans les mêmes 

L’activité antioxydant est comparée à celle d’un flavonoïde commercial qui est la quercetine 

qui est à son tour déterminée de la même façon que celle de l’extrait.   

des résultats 

Pour obtenir la concentration efficace qui réduit la concentration initiale de DPPH

résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition  du DPPH° et donnés selon la formule suivante

Activité anti-radicalaire % = [(AB – AE) / AB] X100 

sont les valeurs de l’absorbance du blanc et de l’échantillon respectivement à 517 

nm. Les résultats sont exprimés par la moyenne de trois mesures ± écart type.
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108]. 

 

) est solubilisé dans du méthanol 

= 10 mg/ml de l’extrait, les dilutions 

C2: 5mg/ml,  C3: 3mg/ml,  C4: 2mg/ml, C5:1mg/ml, C6 : 0,5 

, un volume de 15 µl de 

chaque concentration préparée de l’extrait est ajouté. Après agitation et incubation à la 

température ambiante pendant 15 min, les densités optiques des mélanges réactionnels sont 

m contre un blanc préparé dans les mêmes 

L’activité antioxydant est comparée à celle d’un flavonoïde commercial qui est la quercetine 

Pour obtenir la concentration efficace qui réduit la concentration initiale de DPPH° de 50%, les 

et donnés selon la formule suivante :  

sont les valeurs de l’absorbance du blanc et de l’échantillon respectivement à 517 

nm. Les résultats sont exprimés par la moyenne de trois mesures ± écart type. 
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II.2. Méthodes concernant le matériel animal 

II.2.1. Traitement des animaux 

30 Rats sont utilisés pour cette étude qui a duré 15 jours. Ils sont répartis en 4 lots. 

� Lot 1 (Témoin: 7 rats) : animaux recevant l’eau saliné (5ml/Kg) par gavage pendant 

15jours. 

� Lot 2 (extrait 7 rats) : animaux recevant par voie orale l’extrait acétate d’éthyle de 

Ruta montana à la dose quotidienne de 100 mg/kg/5ml dilué dans d’eau distillée, 

pendant 15 jours. 

� Lot 3 (Doxo : 8rats): animaux recevant l’eau saliné (5ml/Kg) par gavage pendant 

15jours puis traités le 12 jour par la doxorubicine seule à la dose unique de 15 mg/kg 

par voie intrapéritonéale. 

� Lot 4 (Extrait + Doxo: effet préventif: 8rats) : animaux prétraités par l’extrait 

acétate d’éthyle à la dose quotidienne de 100 mg/kg par gavage pendant 15 jours, la 

doxorubicine est administrée à la dose unique de 15 mg/kg par voie intrapéritonéale, le 

12ème jour du traitement. 

La prise alimentaire est contrôlée quotidiennement dans chaque lot. L’état de santé général 

des animaux traités est observé et le poids corporel de chaque rat est mesuré chaque jour 

durant toute la période du traitement. 

II.2.2. sacrifice des animaux et prélèvement des échantillons biologiques: 

Le sacrifice des animaux sont fait après 48H  de l’injection de la doxorubicine. Les animaux 

sont sacrifiés par décapitation, leur sang est récupéré sur tubes héparinés pour les études 

biochimiques et enzymatiques (dosage de la CPK, ASAT, ALAT et LDH). 

II.2.2.1. Dosages biochimique in vivo (activité de CPK, ASAT, ALAT et LDH)  

a- Evaluation de l'activité enzymatique de la CPK 

La créatine phosphokinase (CPK) catalyse la phosphorylation de l’ADP en ATP via la 

conversion de la phosphocréatine en créatine. L’ATP produit de cette réaction est utilisé pour 

la phosphorylation de glucose en glucose 6-p (G-6-P) en présence de l’Hexokinase. Le G-6-P 

est ensuite oxydé par l’enzyme glucose-6-Phosphate déshydrogénase (G-6-PDH) via la 

réduction du NADP en NADPH. La vitesse de formation de ce dernier est mesurée à 340 nm 
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qui est proportionnelle à l’activité de la CPK se l’échantillon. Les réactions résumant le 

principe de la procédure est représenté dans la 

 

 

 

 

 

Figure22.

        b-Evaluation de l’activité enzymatique de l’ASAT et l’ALAT

L’aspartate aminotransférase (ASAT ou GOT) catalyse le transfert du groupement amine de 

l’aspartate sur l’alpha-cétoglutarate pour former une molécule d’oxaloacétate et de glutamate. 

En présence de NADH2 et de malate déshydrogénase (MDH), l’oxaloacétate est réduit en L

malate. Au cours de cette réaction, NADH est oxydé en NAD. La vitesse de diminution de 

l’absorbance est mesurée à 340 nm

L’alanine aminotransférase (ALATou

l’alanine sur l’alpha-cétoglutarate pour former une molécule d’oxaloacétate et de glutamate. 

En présence de NADH2 et de 

lactate. Au cours de cette réaction, NADH 

l’absorbance est mesurée à 340 nm
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onnelle à l’activité de la CPK se l’échantillon. Les réactions résumant le 

principe de la procédure est représenté dans la Figure22. 

 

Figure22. Dosage de l’activité de la CPK. 

Evaluation de l’activité enzymatique de l’ASAT et l’ALAT  

L’aspartate aminotransférase (ASAT ou GOT) catalyse le transfert du groupement amine de 

cétoglutarate pour former une molécule d’oxaloacétate et de glutamate. 

et de malate déshydrogénase (MDH), l’oxaloacétate est réduit en L

malate. Au cours de cette réaction, NADH est oxydé en NAD. La vitesse de diminution de 

l’absorbance est mesurée à 340 nm (Figure23). 

ALATouGPT) catalyse le transfert du groupement amine de 

cétoglutarate pour former une molécule d’oxaloacétate et de glutamate. 

et de lactate  deshydrogénase  (LDH), l’oxaloacétate est réduit en L

lactate. Au cours de cette réaction, NADH est oxydé en NAD. La vitesse de diminution de 

l’absorbance est mesurée à 340 nm (Figure23). 

Matériel et Méthodes 

52 

onnelle à l’activité de la CPK se l’échantillon. Les réactions résumant le 

L’aspartate aminotransférase (ASAT ou GOT) catalyse le transfert du groupement amine de 

cétoglutarate pour former une molécule d’oxaloacétate et de glutamate.  

et de malate déshydrogénase (MDH), l’oxaloacétate est réduit en L-

malate. Au cours de cette réaction, NADH est oxydé en NAD. La vitesse de diminution de 

fert du groupement amine de 

cétoglutarate pour former une molécule d’oxaloacétate et de glutamate.  

(LDH), l’oxaloacétate est réduit en L-

est oxydé en NAD. La vitesse de diminution de 
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Figure23. Dosage de l’activité de l’ASAT

c- Evaluation de l’activité enzymatique de

La  lactate  deshydrogénase  (LD  ou  LDH)  catalyse  la  réduction  du  pyruvate  par  le  

NADH,  pour donner le lactate et le NAD

déterminée à partir de la vitesse de disparition du NADH, mesuré à 340 nm

 

 

 

 

  

Figure2

II.3. Analyse statistique 

Toutes les expériences ont été faites en triple, Les résultats ont été exprimés en moyenne avec 

son écart type (n = 3) pour chaque cas.

Les résultats quantitatifs des différentes évaluations réalisées 

moyenne± écart type. Ces résultats sont traités statistiquement par le test 

Le seuil de signification est supérieur à 95% (p<0.05), tel que

MDH

                                                               Matériel et Méthodes

Dosage de l’activité de l’ASAT(A), Dosage de l’activité de l’ALAT

 

Evaluation de l’activité enzymatique de LDH  

lactate  deshydrogénase  (LD  ou  LDH)  catalyse  la  réduction  du  pyruvate  par  le  

NADH,  pour donner le lactate et le NAD+ (Figure24) . La concentration catalytique est 

déterminée à partir de la vitesse de disparition du NADH, mesuré à 340 nm

 

Figure24. Dosage de l’activité de la LDH 

 

Toutes les expériences ont été faites en triple, Les résultats ont été exprimés en moyenne avec 

son écart type (n = 3) pour chaque cas. 

Les résultats quantitatifs des différentes évaluations réalisées in vivo sont exprimés en 

. Ces résultats sont traités statistiquement par le test d’ANOVA.

Le seuil de signification est supérieur à 95% (p<0.05), tel que : 

 

MDH 
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Dosage de l’activité de l’ALAT(B) 

lactate  deshydrogénase  (LD  ou  LDH)  catalyse  la  réduction  du  pyruvate  par  le  

La concentration catalytique est 

déterminée à partir de la vitesse de disparition du NADH, mesuré à 340 nm. 

Toutes les expériences ont été faites en triple, Les résultats ont été exprimés en moyenne avec 

exprimés en 

d’ANOVA.  
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(p>0.05) désigne un effet non significatif. 

(p≤0.05) désigne un effet significatif 

 (p≤0.01) désigne un effet très significatif 

 (p≤0.001) désigne un effet hautement significatif 

L’ensemble des traitements statistiques est réalisé à l’aide du logiciel Minitab. 

. 
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Chapitre III. Résultat et discussion 

Le présent travail porte sur l’étude phytochimique et l’évaluation de l’activité  anti-oxydante   

des extraits de la partie aérienne de la plante médicinale « R. Montana ». 

I. Le rendement des extraits 

         a. L’extrait a été préparés à partir de la poudre de la partie aérienne de R.Montana; 

EMRM. Les résultats sont représentés dans le  Tableau4. 

Tableau4. Le rendement d’extrait méthanolique (EMRM) de Rutamontana 

        

  b. L’extraction des flavonoïdes de R. Montana a été effectuée par les solvants organiques à 

partir d’extrait méthanolique; La partition liquide-liquide a permis d’extraire trois fractions : 

fraction éther de pétrole, acétatique et fraction butanolique. Les résultats sont représentés dans 

le  Tableau5. 

 

Tableau5. Le rendement des extraits (EEPRM, EAERM, EBRM) de R. Montana 

 

 

Le calcule des rendements par rapport au poids sec de la poudre végétale (Tableau4 et 

Tableau5) a montré que l’EMRM représente le rendement le plus élevé (53.43%), l’EBRM a 

un rendement de (03.98%) et enfin les rendements de l’EEPRM (2.35%) et de l’EAERM 

(0.55%) sont les plus faibles. 

Selon Newman et Markham [40]  les flavonoïdes que pourraient contenir les différentes 

fractions issue de l’extrait méthanolique seraient comme suit: l’extrait éther de pétrole qui est 

La plante Le poids du matériel 
végétal en (g) 

Le poids des extraits 

en (g) 

Le rendement en 

(%) 

Ruta Montana 640 342 43.71 

La plante Le poids du matériel 

végétal en (g) 

Les 

extraits 

Le poids des 

extraits en (g) 

Le rendement 

en (%) 

 

Ruta Montana 

 

640 

EEPRM 15.04 02.35 

EAERM 03.55 0.55 

EBRM 25.14 03.98 
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en générale constitué de flavonoïdes aglycones hautement méthoxylés, l’extrait d’acétate 

d’éthyle contient les flavonoïdes aglycones et flavonoïdes glycosylés en particulier 

monoglycosylés et l’extrait butanolique est plus riche en flavonoïdes les plus polaires (di, tri 

et tétra-glycosylés). 

 

         c. L’extraction des flavonoïdes totaux de R.Montana a été effectuée par le solvant 

organiques butanolique à partir d’extrait méthanolique. La partition liquide-liquide a permis 

d’extraire une fraction butanolique représente les flavonoïdes totaux R.Montana. Les résultats 

sont représentés dans le  Tableau6. 

 

Tableau6. Le rendement d’extrait méthanolique et des flavonoïdes totaux de R.Montana 

 

Le calcule de rendements de l’extrait flavonoïde totaux par rapport au poids sec de la poudre 

végétale (Tableau6) a montré que l’EMRM représente le rendement le plus élevé 34% et la 

fraction des flavonoïdes totaux  représente le rendement le plus faible 8%. 

 II.  Tests de mise en évidence de certains composés Phytochimiques 

Les tests phytochimiques réalisés sur ETARM révèlent la présence de plusieurs familles de 

composés dont les résultats sont présentés dans le Tableau7. 

 

 

 

 

 

 

La plante Le poids du matériel 

végétal en (g) 

Les 

extraits 

Le poids des 

extraits en (g) 

Le rendement 

en (%) 

 

Ruta Montana 

 

200 

EMRM 74 43.71 

EFTRM 16 8 
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Tableau7. Analyse phytochimique préliminaire d’extrait méthanolique de R. Montana. 

composés EMRM  

 

Tanins 

+ 

Apparition d’une coloration bleue noire et un 

précipité après 3min 

 

Saponosides 
± 

 

Flavonoïdes 
+ 

Apparition d’une couleur jaune 

 

Composés réducteurs 
+ 

Apparition de deux phases, une colorée en 

brun rouge et la deuxième en bleu-vert. 

 

Coumarines 
+ 

 

 

Alcaloïdes sels 
+ 

Résultat positif avec le réactif de Wagner 

(présence de turbidité) 

 

Les résultats sont interprétés comme suit: (+) Réaction positive, (±) Trace, (-) Réactions 

négatives  

L’étude phytochimique d’EMRM  a montré que cette plante contient: des flavonoïdes, des 

saponosides, des tanins, des coumarines, des composés réducteurs, et des alcaloïdes sels. Ce 

qui confirme les travaux de Belkassam [122] qui a été révélé la présence de Flavonoïdes, 

Saponosides, Tanins et Coumarines chez R.Montana.  La richesse de ces extraits en composés 

chimiques actifs pourrait expliquer son utilisation traditionnelle pour soigner de nombreuses 

maladies telles que: la Fièvre, contre les vers intestinaux, Antispasmodique… [114, 127, 128, 

122]. 
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III. Etude quantitative 

Afin de caractériser les extraits préparés à partir des gaines 

polyphénols et des flavonoïdes 

substances réside dans le fait que la majorité

attribués. 

III. 1. Dosages des flavonoïdes

Le dosage des flavonoïdes a été réalisé

utilisant comme standard la quercétine.

dans la gamme d’étalonnage de la quercétine

Chaque valeur représente la moyenne ± SD (n = 3).

Figure 25
 

La détermination quantitative des flavonoïdes par la méthode du trichlorure 

révèle que l’extrait d’acétate d’éthyle et l’extrait méthano

flavonoïdes avec des teneurs de (

d’extrait) respectivement, Par la suite vient l’extrait des 

EQ/g d’extrait) suivi par l’extrait éther de pétrole  (
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Afin de caractériser les extraits préparés à partir des gaines R.Montana

polyphénols et des flavonoïdes totaux a été effectué. La raison principale pour le choix de ces 

substances réside dans le fait que la majorité des propriétés antioxydants des plantes leur sont 

Dosages des flavonoïdes  

Le dosage des flavonoïdes a été réalisé selon la méthode au trichlorure d’aluminium

utilisant comme standard la quercétine.  Les résultats sont  représentés  dans

de la quercétine (Figure19). 

Chaque valeur représente la moyenne ± SD (n = 3). 

5.  Teneur en flavonoïdes totaux (mgEQ/gE)  

La détermination quantitative des flavonoïdes par la méthode du trichlorure 

révèle que l’extrait d’acétate d’éthyle et l’extrait méthanolique sont les plus riches en 

flavonoïdes avec des teneurs de (67.47 ± 0.17 mg EQ/g d’extrait) et (62.5  ± 8.66 

d’extrait) respectivement, Par la suite vient l’extrait des flavonoïdes totaux (

) suivi par l’extrait éther de pétrole  (38.85 ±  1.13 mg EQ/g d’extrait

EMRM EFTRM EEPRM EBRM

les extraits

62.5  ± 8.66 

46.62  ± 0.58

38.85 ± 1.13

25
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R.Montana, un dosage des 

a été effectué. La raison principale pour le choix de ces 

és antioxydants des plantes leur sont 

d’aluminium [93];   en 

dans la   Figure 28  et 

 

La détermination quantitative des flavonoïdes par la méthode du trichlorure d’aluminium 

que sont les plus riches en 

62.5  ± 8.66 mg EQ/g 

flavonoïdes totaux (46.62  ±  0.58 mg 

38.85 ±  1.13 mg EQ/g d’extrait). 

EBRM

EAERM

EMRM

EFTRM

EEPRM

EBRM

25.25 ± 2.09 
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Cependant seulement (25.25 ± 2.09 mg EQ/g d’extrait) sont trouvés dans l’extrait 

butnaolique. 

III. 2. Dosage des polyphénols 

Le dosage des polyphénols totaux des extraits de 

méthode de bleu de Prusse (Price and Butler, 1977) modifiée par Graham (1992).

résultats sont  représentés  dans

gallique (Figure20). 

Chaque valeur représente la moyenne ± SD (n = 3).

Figure26. 

Les résultats du dosage des polyphénols montrent que l’extrait brut méthanolique contient

(285.55±6.59 mg EAG/g d’extrait

Cependant, la fraction phénolique dans 

±5.02 mg EAG /g d’extrait

d’extrait), l’extrait butanolique 

l’extrait éther de pétrole  ne contient que 
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25.25 ± 2.09 mg EQ/g d’extrait) sont trouvés dans l’extrait 

Dosage des polyphénols totaux 

Le dosage des polyphénols totaux des extraits de R.Montana ont été effectué selon la 

méthode de bleu de Prusse (Price and Butler, 1977) modifiée par Graham (1992).

dans la   Figure 30  et dans la gamme d’étalonnage

Chaque valeur représente la moyenne ± SD (n = 3). 

 Teneur en polyphénols totaux (mg EAG/g E)

Les résultats du dosage des polyphénols montrent que l’extrait brut méthanolique contient

g d’extrait), c’est la fraction phénolique la mieux représentée

la fraction phénolique dans  l’extrait des flavonoïdes  totaux

) suivi par l’extrait d’acétate d’éthyle (179.33

butanolique renferme (148.88±2.51 mg EAG /g d’extrait

ne contient que (56.74±2.56 mg EAG /g d’extrait)

EFTRM EAERM EBRM EEPRM

222,44±5,02

179,33

148,88±2,51

56,74±

Les extraits

Résultat et discussion      

59 

25.25 ± 2.09 mg EQ/g d’extrait) sont trouvés dans l’extrait 

ont été effectué selon la 

méthode de bleu de Prusse (Price and Butler, 1977) modifiée par Graham (1992). Les 

d’étalonnage d’acide 

E) 

Les résultats du dosage des polyphénols montrent que l’extrait brut méthanolique contient 

phénolique la mieux représentée. 

des flavonoïdes  totaux constitue (222.44 

(179.33 mg EAG /g 

g d’extrait), alors que 

). 

EEPRM

±2,56

EMRM

EFTRM

EAERM

EBRM

EEPRM
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IV.  Etude qualitative 

IV.1. Résultat de la Chromatographie sur Couche Mince 

Le développement de la méthode pour la Chromatographie sur Couche Mince commence non 

seulement par le choix de la phase mobile de séparation mais aussi le choix de la phase 

stationnaire, la technique de développement choisie, dimension de la chambre de 

développement et de l’espace vapeur ont un effet prononcé sur la séparation [129].La CCM 

nous a permis d’avoir les empreintes flavoniques dans déférent phase  de la plante R. 

Montana , l’identification des composés était basée sur la comparaison des Rfs et couleurs 

observés sous lampe UV des taches apparues sur CCM. 

Les tableaux8-9-10-11comporte les Rfs des différents spots apparus et les type de flavonoïde, 

ainsi que la couleur révélée sous une lampe UV 

IV.1.1. Composés identifiés dans l’extrait éther de pétrole 

Quatre  spots ont été ségrégués des dépôts de la fraction éther de pétrole par le système de 

solvant utilisé (Acétate d’éthyle/éther de pétrole 20/80) appartenant aux différentes classes 

flavoniques, mais une grande partie appartiennent probablement surtout aux classes des 

Flavonols et flavones. 

Les résultats sont présentés dans le Tableau8 et la Figure29.  

Tableau8. Résultat de la CCM de la fraction éther de pétrole. Système solvant : Acétate 
d’éthyle/éther de pétrole 20/80. Adsorbant : gel de silice 

Couleur sous UV 365 (nm) Les Rfs (cm) Les Types des flavonoïdes possibles 

Bleu blanc fluorescent 0.17 Flavonols, flavones, isoflavones, flavanones 

violet 0.77 flavones 

jaune 0.89 Flavonols 

Bleu  0.96 Flavoneméthylée ou hydroxyflavonol 
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Figure27. Photo de chromatogramme résultant de l’analyse d’extrait 

R.montana par Chromatographie sur gel de silice par le système solvant :

Acétate d’éthyle/éther de pétrole 20/80 
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Photo de chromatogramme résultant de l’analyse d’extrait ether de pétrole 

R.montana par Chromatographie sur gel de silice par le système solvant :

Acétate d’éthyle/éther de pétrole 20/80 (révélation à l’UV), λ=365nm
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ether de pétrole de  

R.montana par Chromatographie sur gel de silice par le système solvant : 

λ=365nm 
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IV.1.2. Composés identifiés dans l’extrait acétate d’éthyle  

Sept  spots ont été ségrégués des dépôts de la fraction éther de pétrole par le système de 

solvant utilisé (Acétate d’éthyle/éther de pétrole 20/80) appartenant aux différentes classes 

flavoniques, mais une grande partie appartiennent probablement surtout aux classes des 

Flavonols et flavones. 

 

Les résultats sont présentés dans le Tableau9et la Figure30.  

Tableau9. Résultat de la CCM de la fraction acétate d’éthyle. Système solvant : Acétate 
d’éthyle/éther de pétrole 20/80. Adsorbant : gel de silice 

Couleur sous UV 365 (nm) Les Rfs (cm) Les Types des flavonoïdes possibles 

Bleu blanc fluorescent 0.20 Flavonols, flavones, isoflavones, flavanones 

Mauve claire 0.37 Anthocyanidine 3- glycosides 

violet 0.61 flavones 

Bleu blanc fluorescent 0.69 Flavonols, flavones, isoflavones, flavanones 

Bleu blanc fluorescent 0.76 Flavonols, flavones, isoflavones, flavanones 

Bleu vif 0.85 Acide phénol 

jaune 0.91 Flavonols 
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Figure28. Photo de chromatogramme résultant de l’analyse d’extrait 

R.montana par Chromatographie sur gel de silice par le système solvant :

Acétate d’éthyle/éther de pétrole 20/80 
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Photo de chromatogramme résultant de l’analyse d’extrait acétate d’éthyle 

R.montana par Chromatographie sur gel de silice par le système solvant :

Acétate d’éthyle/éther de pétrole 20/80 (révélation à l’UV), λ=365nm
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acétate d’éthyle de  

R.montana par Chromatographie sur gel de silice par le système solvant : 

λ=365nm 
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IV.1.3. Composés identifiés dans l’extrait butanolique 

Cinque  spots ont été ségrégués des dépôts de la fraction éther de pétrole par le système de 

solvant utilisé (Chloroforme/méthanol/H2Od) appartenant aux différentes classes flavoniques, 

mais une grande partie appartiennent probablement surtout aux classes des flavones  et,  

flavonols, , isoflavones, flavonones ou aurones et des anthocyanidines 3- glycosides. 

Les résultats sont présentés dans le Tableau10et la Figure31.  

Tableau10. Résultat de la CCM de la fraction extrait butanolique. Système solvant : 

Chloroforme/méthanol /H2Od. Adsorbant : gel de silice 

Couleur sous UV 365 (nm) Les Rfs (cm) Les Types des flavonoïdes possibles 

Bleu blanc fluorescent 0.21 Flavonols, flavones, isoflavones, flavanones 

Bleu  0.74 Flavonols, flavones, isoflavones, flavanones 

Mauve  0.80 Anthocyanidine 3- glycosides 

Bleu sombre 0.89 flavonones, aurones 

Bleu blanc fluorescent 0.96 Flavonols, flavones, isoflavones, flavanones 
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Figure29. Photo de chromatogramme résultant de l’analyse d’extrait 

R.montana par Chromatographie sur gel de silice par le système solvant :

Chloroforme/méthanol/ 
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Photo de chromatogramme résultant de l’analyse d’extrait 

R.montana par Chromatographie sur gel de silice par le système solvant :

Chloroforme/méthanol/ H2Od (révélation à l’UV), λ=365nm
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Photo de chromatogramme résultant de l’analyse d’extrait butanolique de  

R.montana par Chromatographie sur gel de silice par le système solvant : 

=365nm 
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IV.1.4. Composés identifiés dans l’extrait flavonoïde totaux 

Six  spots ont été ségrégués des dépôts de la fraction éther de pétrole par le système de solvant 

utilisé (Chloroforme/méthanol /H2Od) appartenant aux différentes classes flavoniques, mais 
une grande partie appartiennent probablement surtout aux classes des Anthocyanidine 3- 
glycosides 

 

Les résultats sont présentés dans le Tableau11et la Figure32.  

Tableau11. Résultat de la CCM de la fraction extrait flavonoïde totaux. Système solvant : 

Chloroforme/méthanol /H2Od. Adsorbant : gel de silice 

Couleur sous UV 365 (nm) Les Rfs (cm) Les Types des flavonoïdes possibles 

Bleue blanc fluorescent 0.23 Flavonols, flavones, isoflavones, flavanones 

Bleue 0.74 Flavonols, flavones, isoflavones, flavanones 

Bleu sombre 0.83 flavonones, aurones 

Mauve 0.86 Anthocyanidine 3- glycosides 

Mauve foncé 0.88 Anthocyanidine 3- glycosides 

Bleue 0.93 Flavoneméthylée ou hydroxyflavonol 
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Figure30.Photo de chromatogramme résultant de l’analyse d’extrait 

de R.montana par Chromatographie sur gel de silice par le système solvant

Chloroforme/méthanol/ 
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Photo de chromatogramme résultant de l’analyse d’extrait flavonoïde totaux 

de R.montana par Chromatographie sur gel de silice par le système solvant

Chloroforme/méthanol/ H2Od (révélation à l’UV), λ=365n
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flavonoïde totaux 

de R.montana par Chromatographie sur gel de silice par le système solvant : 

λ=365n 



Chapitre III.                                                                  Résultat et discussion      
 

 68 

V. Détermination de l’activité anti-radicalaire des extraits R. Montana par 

la méthode de DPPH° (effet scavenger) 

Dans le test de DPPH°, la cinétique de décoloration de ce radicale a été suivie à 517 nm après 

addition  de  15  µl de chacune des concentrations des extraits. Ce radical libre présente une 

coloration violet sombre, lorsqu’il est piéger par des substances antioxydants, la forme réduite 

conféré à la solution une coloration jaune pâle, le virage vers cette coloration et  l’intensité de 

la décoloration de la couleur de la forme libre en solution dépend de la nature, la 

concentration et la puissance de la substance antiradicalaire.  

Pour des fins comparatives un antioxydant standard est utilisé; la quercétine Il a montré une 

activité antiradicalaire très puissante avec IC50 0.01 µg EQ/mg d’extrait. 

Tableau12. Les pourcentages de réduction du radical DPPH°. 
 

Les concentrations 
 

Les pourcentages de la réduction du radical DPPHº 

 
Concentrations 

initiales en 
(mg/ml) 

Concentrions 
dans le 

mélange 
réactionnel 
en (mg/ml) 

(%) 
 de 

réduction 
de 

EMRM 

(%) 
 de 

réduction 
de 

EEPRM 

(%) 
 de 

réduction 
de 

EAERM 

(%) 
de 

réduction 
de 

EBRM 

(%) 
 de 

réduction 
de 

EFTRM 

(%) 
 de 

réduction 
de 
Q 

10 0.1 47.71±0.21 65.10±2.41 92.61±0.85 75.43±1.73 60.69±0.32 - 

5 0.05 32.77±1.25 41.76±3.84 78.44±1.76 45.24±0.18 30.84±0.64 95.89±0.19 

3 0.03 25.51±0.07 26.32±1.75 49.05±0.78 31.46±2.77 22.09±7.29 95.75±0.05 

2 0.02 23.05±1.66 14.78±2.00 38.58±1.03 26.04±1.17 14.12±3.20 95.94±0.19 

1 0.01 20.92±3.44 9.95±1.52 24.03±1.28 8.64±1.33 7.61±3.36 95.94±0.05 

0.5 0.005 10.83±0.17 2.20±0.85 2.73±0.66 3.12±0.49 1.60±0.84 95.96±0.22 

0.250 0.00250 8.07±1.97 - 3.70±1.77 1.92±0.83 - 95.01±0.43 

0.125 0.001 7.73±2.76 - 1.50±0.250 0.39±1.0 - 46.43±2.43 

 

L’histogramme représente les concentrations des extraits de la plante R.Montana qui piègent 

50 % du radical DPPH° (IC50) (Figure33). C’est un paramètre utilisé pour estimer l’activité 

antioxydant. Plus cette concentration est faible plus l’effet antioxydant est très élevé [130, 

131,132]. 
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Chaque valeur représente la moyenne ± SD (n = 3).

Figure31. Les concentrations des extraits méthanolique de 

 

Parmi les cinq extraits R.Montana,

IC50(0.0412±0.0004mgEQ/g extrait),

butanolique avec une IC50 de 

pétrole avec IC50(0.0704±0.002

IC50(0.082±0.0017mgEQ/g extrait),

exprimée par extrait méthnolique

actifs par rapport  a l’extrait d’

En comparaison avec antioxydant standard 

moins actifs. Ceci est probablement dû à l’absence des anthocyanes dans notre plante, qui 

sont dotés de puissante capacité à piéger 

La quercétine est trois à quatre 

probablement attribué à leur richesse en composés phénoliques et en flavonoïdes

monglycosylée.  
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Chaque valeur représente la moyenne ± SD (n = 3). 

Les concentrations des extraits méthanolique de R.Montana inhibent 50 % du 
radical DPPH°.  

R.Montana, l’acétate d’éthyl  représente l’extrait le plus actif avec une 

mgEQ/g extrait),Une activité intermédiaire a été obtenue avec l’

de (0.0612±0.001 mgEQ/g extrait),puis l’extrait de l’éther de 

±0.002mgEQ/g extrait) ,et l’extrait des flavonoïde

mgEQ/g extrait),par contre l’activité antiradicalaire la plus faible a été 

extrait méthnolique IC50(0.1±0.00071mgEQ/g extrait ) qui est

d’acétate d’éthyle. 

antioxydant standard (quercitine), tous les extraits testés s’avèrent 

Ceci est probablement dû à l’absence des anthocyanes dans notre plante, qui 

sont dotés de puissante capacité à piéger les radicaux libres [143,144]. 

quatre fois plus actif que l’EAERM. L’effet 

probablement attribué à leur richesse en composés phénoliques et en flavonoïdes

EFTRM EEPRM   EBRM EAERM Q

082±0,0017

0,0704±0,002

0,0612±0,001

0,0412±0,0004

0
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inhibent 50 % du 

représente l’extrait le plus actif avec une 

a été obtenue avec l’extrait 

puis l’extrait de l’éther de 

extrait des flavonoïdes totaux avec 

l’activité antiradicalaire la plus faible a été 

est 2 à 3 fois moins 

, tous les extraits testés s’avèrent 

Ceci est probablement dû à l’absence des anthocyanes dans notre plante, qui 

 d’EAERM est fort 

probablement attribué à leur richesse en composés phénoliques et en flavonoïdes aglycone 

0.01

EMRM 

EFTRM 

EEPRM   

EBRM 
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Les extraits méthnolique, butanolique,

moins actif en comparaison avec

des polyphénols et flavonoïdes 

L’estimation de cette activité antioxydante 

plus actif comparé aux différents extraits de 

extrait in vivo sur un model animal. 

VI. Résultat des dosages biochimique in vivo 

VI.1.Evaluation de l’activité enzymatique de la LDH

Chaque valeur représente la moyenne ± SD (n = 3).

 Test ANOVA : (a) Les résultats sont comparé avec ceux du    lot témoin
ceux du lot doxo; (**) désigne un effet très significatif (p
(p≤0.001). 

Figure32. Variations

par la doxorubicine seule (15mg/kg i.p.) ou  précédée par l’administration de l’extrait 

acétate d’éthyle de 

D’après la figure32, on peut remarquer que, par rapport aux animaux témoins, chez lesquels 

l’activité enzymatique de LDH atteint 

augmente très significativement (p

(309.25±21.92 UI/l) Cependant on peut remarquer une diminution hautement significative 
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vité antioxydante in vitro, montre que l’extrait acétate d’éthyl est le 

plus actif comparé aux différents extraits de Ruta montana ceci nous a encouragé à évaluer cet 

sur un model animal.  

dosages biochimique in vivo (activité de CPK, ASAT, ALAT et LDH)

Evaluation de l’activité enzymatique de la LDH 

Chaque valeur représente la moyenne ± SD (n = 3). 

: (a) Les résultats sont comparé avec ceux du    lot témoin ; (b) les résultats sont comparés avec 
ceux du lot doxo; (**) désigne un effet très significatif (p≤0.01), (***) désigne un effet hautement significatif 
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par la doxorubicine seule (15mg/kg i.p.) ou  précédée par l’administration de l’extrait 
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(p≤0.001) de l’activité enzymatique de LDH

préventif comparé aux animaux doxorubicine 

VI.2.Evaluation de l’activité 

Chaque valeur représente la moyenne ± SD (n = 3).

 Test ANOVA : (a) Les résultats sont comparé avec ceux du lot témoin
ceux du lot doxo; (**) désigne un effet très significatif (p

Figure33. Variations des activités enzymatiques de la CPK chez les animaux traités 

par la doxorubicine seule (15mg/kg i.p.) ou  précédée par l’administration de l’extrait 

acétate d’éthyle de 

Les résultats  ci-dessus montrent une élévation très significative (p

enzymatique de la CPK chez les animaux traités par la doxorubicine seule (

UI/L) par rapport aux animaux témoins (

enzymatique de la CPK  chez le lot extrait présentent une augmentation  (283,5± 45.47 UI/l) 

comparés aux rats témoins. D’autre part, on remarque que les animaux du lot préventif 

présentent une augmentation de l’activité enzymatique de la CPK (335±75.30

aux rats témoins mais présentent une réduction observées comparés aux rats du lot  DOXO.

Malgré la réduction observée chez les rats du lot préventif par rapport à ceux traités par la 

doxorubicine seule, les résultats ne sont pas corrélés (p>0.05).
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0.001) de l’activité enzymatique de LDH(140±31.37 UI/l) chez les animaux du lot 

comparé aux animaux doxorubicine (309.25±21.92 UI/l). 

 enzymatique de la CPK 

Chaque valeur représente la moyenne ± SD (n = 3). 

: (a) Les résultats sont comparé avec ceux du lot témoin ; (b) les résultats sont comparés avec 
(**) désigne un effet très significatif (p≤0.01), 

Variations des activités enzymatiques de la CPK chez les animaux traités 

par la doxorubicine seule (15mg/kg i.p.) ou  précédée par l’administration de l’extrait 

acétate d’éthyle de Ruta montana (100mg/kg p.o endant 15 jours)

 

montrent une élévation très significative (p≤

enzymatique de la CPK chez les animaux traités par la doxorubicine seule (

UI/L) par rapport aux animaux témoins (188,25 ± 36.68 UI/L). Toutefois, l’activité 

chez le lot extrait présentent une augmentation  (283,5± 45.47 UI/l) 

comparés aux rats témoins. D’autre part, on remarque que les animaux du lot préventif 

présentent une augmentation de l’activité enzymatique de la CPK (335±75.30

émoins mais présentent une réduction observées comparés aux rats du lot  DOXO.

Malgré la réduction observée chez les rats du lot préventif par rapport à ceux traités par la 
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chez les animaux du lot 

; (b) les résultats sont comparés avec 

Variations des activités enzymatiques de la CPK chez les animaux traités 

par la doxorubicine seule (15mg/kg i.p.) ou  précédée par l’administration de l’extrait 

montana (100mg/kg p.o endant 15 jours). 
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VI.3. Evaluation de l’activité enzymatique de la l’ASAT

Chaque valeur représente la moyenne ± SD (n = 3).

Test ANOVA : (a) Les résultats sont comparé avec ceux du lot témoin
du lot doxo; (***) désigne un effet hautement significatif (p

Figure 34. Variations des activités enzymatiques de la 

traités par la doxorubicine seule (15mg/kg i.p.) ou  précédée par l’administration de 

l’extrait acétate d’éthyle de 
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Evaluation de l’activité enzymatique de la l’ASAT 

Chaque valeur représente la moyenne ± SD (n = 3). 

: (a) Les résultats sont comparé avec ceux du lot témoin ; (b) les résultats sont comparés avec ceux 
hautement significatif (p≤0.001). 

Variations des activités enzymatiques de la l’ASAT chez les animaux 

traités par la doxorubicine seule (15mg/kg i.p.) ou  précédée par l’administration de 

l’extrait acétate d’éthyle de Ruta montana (100mg/kg p.o endant 15 jours

Figure 34) montrent clairement que le traitement des rats par la 

doxorubicine a causé une augmentation hautement significative (p≤0.001) de l’activité de 

l’ASAT (167.75±10.71UI/l) par rapport aux rats témoins (16.25±4.34 UI/l

hautement significative (p≤0.001) de cette activité

acétate d’éthyle (18.75±2.21UI/l)comparés aux animaux traités par la 
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VI.4. Evaluation de l’activité enzymatique de la l’A

Chaque valeur représente la moyenne ± SD (n = 3).

Test ANOVA : (a) Les résultats sont comparé avec ceux du lot témoin
du lot doxo; (*) désigne un effet signific

Figure 35. Variations des activités enzymatiques de la 

traités par la doxorubicine seule (15mg/kg i.p.) ou  précédée par l’administration de 

l’extrait acétate d’éthyle de 

 

Les résultats  ci-dessus montrent une élévation significative (p

enzymatique de l’ALAT chez les animaux traités par la doxorubicine seule (157 ± 46.18UI/l) 

par rapport aux animaux témoins (35.5 ± 15.45UI/l). D’autre part, on remarque qu

animaux du lot préventif présentent une diminution significative (p

l’ALAT (29.25±14.12 UI/l) comparée avec celle des animaux traités par la doxorubicine 

seule. 

Dans le cadre de notre étude, notre choix s’est porté sur l’induct

aigue par administration de la doxorubicine à une dose unique de 15mg/kg i.p. plusieurs étude 

ont établi que cette dose provoque effectivement ce type de toxicité
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Evaluation de l’activité enzymatique de la l’ALAT 

Chaque valeur représente la moyenne ± SD (n = 3). 

: (a) Les résultats sont comparé avec ceux du lot témoin ; (b) les résultats sont comparés avec ceux 
(*) désigne un effet significatif (p≤0.05). 

Variations des activités enzymatiques de la l’ALAT chez les animaux 

traités par la doxorubicine seule (15mg/kg i.p.) ou  précédée par l’administration de 

l’extrait acétate d’éthyle de Ruta montana (100mg/kg p.o endant 15 jours)

dessus montrent une élévation significative (p≤0.05) de l’activité 

enzymatique de l’ALAT chez les animaux traités par la doxorubicine seule (157 ± 46.18UI/l) 

par rapport aux animaux témoins (35.5 ± 15.45UI/l). D’autre part, on remarque qu

animaux du lot préventif présentent une diminution significative (p≤0.05) de l’activité de 

) comparée avec celle des animaux traités par la doxorubicine 

Dans le cadre de notre étude, notre choix s’est porté sur l’induction d’une toxicité cardiaque 

aigue par administration de la doxorubicine à une dose unique de 15mg/kg i.p. plusieurs étude 

ont établi que cette dose provoque effectivement ce type de toxicité[145,146]

Au cours de certaines lésions cardiaques comme l’infarctus du myocarde, les cellules 

nécrosées déversent leurs contenus cytosoliques dans le courantt circulatoire, par conséquent, 

au niveau plasmatique, les activités enzymatiques de certaines enzymes (CPK, ASAT, ALAT 
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et LDH) augmentent. Voila pourquoi, la mesure de ces activités enzymatiques peut être un 

indicateur crédible de lésions cardiaque [147,148]. 

  Dans notre étude, les activités enzymatique de la CPK, LDH, l’ASAT et de l’ALAT, mesuré 

48 heurs après la fin du traitement, ont montré des augmentations chez les rats traités par la 

doxorubicine seule, ces résultats prouvent l’atteinte toxique des cellules cardiaque par ce 

médicament. En revanche, le prétraitement des rats par l’extrait acétate d’éthyle avant 

l’adminstration de la doxorubicine montre une diminution des trois activités enzymatiques par 

rapport aux rats traités par la doxorubicine seule. Ceci ne peut être expliqué que par le fait que 

l’extrait de la plante a assuré la protection de l’intégrité cellulaire cardiaque contre les lésions 

provoquées par la doxorubicine. Nos résultats corroborent parfaitement avec ceux enregistrés 

dans l’étude d’Abdul et coll, Praveen B et coll[149,150]. 
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CONCLUSION ET PERSPECTIVESCONCLUSION ET PERSPECTIVESCONCLUSION ET PERSPECTIVESCONCLUSION ET PERSPECTIVES 
 
La présente étude contribue à l’évaluation de l’effet préventif de l’extrait acétate d’éthyl de 

Ruta montana sur le stress oxydant  induits par la doxorubicine.  

L’estimation de l’activité antioxydant in vitro, montre que l’extrait acétate d’éthyl est le plus 

actif comparé aux différents extraits de Ruta montana ceci nous a encouragé à évaluer cet 

extrait in vivo sur un model animal (Rats Wistar albinos). Il ressort clairement de notre travail 

que le prétraitement des rats par l’extrait acétate d’éthyl à la dose 100mg/kg pendant 15 jours 

montre une diminution des activités enzymatiques par rapport aux rats traités par la 

doxorubicine seule à la dose 15mg/kg, et a empêché ainsi le stress oxydant de se produire au 

niveau  cardiaque, il améliore plutôt l’équilibre de la balance antioxydant-prooxydant. 

On peut dire que l’extrait acétate d’éthyl de Ruta montana a prouvé son effet préventif sur la 

cardiotoxicité généré du traitement par la doxorubicine et nous donne un grand espoir d’une 

action préventive chez l’home dans le domaine de la chimiothérapeutique.  

Ceci montre que la flore Algérienne peut constituer une réserve importante d’espèces 

végétales intéressantes, dont les principes actifs peuvent être employés dans plusieurs 

domaines tels que les industries pharmaceutiques et agroalimentaires. 

Cette étude reste préliminaire et plus superficielle, donc, elle nécessite d’autres études 

approfondies pour mieux se concentrer sur les effets révélés. Même des études à l’échelle 

moléculaire sont nécessaires pour déterminer, d’une part les composés du R.montana  qui 

peuvent être responsables de tels effets et d’autre part, le mécanisme absolu par lequel ces 

composées accomplissent leurs rôles. 
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RÉSRÉSRÉSRÉSUMÉUMÉUMÉUMÉ    
 
 

Le but de notre travail tend à étudier l’effet préventif de l’extrait acétate d’éthyl de la plante 

médicinale Ruta montana sur le stress oxydant induit par la doxorubicine chez des rats wistar. 

D’abord on a réalisé un screening phytochimique sur l’extrait méthanolique qui a révélé la 

présence des tanins, flavonoïdes, composés réducteurs, coumarines et alcaloïdes. 

L’étude quantitative des extraits bruts de la plante a révélé que l’extrait acétate d’éthyl 

représente la fraction la plus riche en flavonoïdes (67.47 ± 0.17 mg EQ/g d’extrait) alors que 

les résultats du dosage des polyphénols montrent que l’extrait brut méthanolique 

(285.55±6.59mg EQ/g d’extrait) et l’extrait des flavonoïdes  totaux (222.44 ±5.02 mg EQ/g 

d’extrait) sont  les plus riches en polyphénols. 

Qualitativement, l’analyse effectuée par CCM des extraits a montré la présence d’une 

multitude de variété des flavonoïdes comme : Flavonols, Flavones, Isoflavones, Flavanones. 

Hydroxyflavonol, Anthocyanidine 3- glycosides, Aurones...etc. 

L’étude du pouvoir antioxydant par la méthode de DPPH° a montré que l’extrait acétate 

d’éthyl est le plus actif comparé aux différents extraits avec un IC50 de 0.0412±0.0004mg/g. 

Par ailleurs, des rats wistar ont été divisés en quatre groupes. Le groupe témoin reçoit l’eau 

saliné par gavage (5ml/kg)  pendant 15jours. Les animaux du deuxième groupe reçoivent par 

voie orale l’extrait acétate d’éthyl de R.montana  à la dose 100mg/kg pendant 15jours. Le 

troixième groupe d’animaux, reçoi par voie intrapéritonéale une dose de 15mg/kg. Le dernier 

groupe est prétraité par l’extrait de plante à la même dose pendant  15jours suivi d’une 

injection unique de DOX à la dose de 15 mg/kg (i.p). 

Après 48h de l’injection de la DOX, différents paramètres biochimiques ont été évalués et les 

résultats ont été comparés entre les différents groupes d’animaux. Le prétraitement des rats 

par l’extrait de plante a abaissé l’augmentation des activités des enzymes cardiaques CPK, 

ASAT, ALAT  et LDH dans le sang qui est provoquée par l’administration de la DOX. 

Au bout de cette étude, nous retiendrons l’effet bénéfique et intéressant de l’extrait acétate 

d’éthyl quant à la prévention de la cardiotoxicité causés par la doxorubicine. 

 

Mots clés: activité antioxydante, Ruta montana, cardiotoxicité, flavonoïdes, doxorubicine. 

 



ABSTRACTABSTRACTABSTRACTABSTRACT 
 

The gol of our work is to examine the preventive effect of ethyl extract from the medicinal 

plant Ruta montana on oxidative stress induced by doxorubicin in the Wistar rats. 

Firstly we will provided the phytochemical screening on methanolic extract who revealed the 

presence of tannins, flavonoids, reducing compounds, coumarins and alkaloids. 

The quantitative study of the crude extracts of the plant revealed that the ethyl acetate extract 

is the most rich fraction flavonoids (67.47 ± 0.17 mg EQ / g of extract), while the results show 

us that the polyphenols dosage methanolic crude extract (285.55 ± 6.59mg EQ / g extract) and 

extraction of all flavonoids (222.44 ± 5.02 mg EQ / g of extract) are the richest in 

polyphenols. 

Qualitatively, the analysis by TLC extracts show us the presence of a multitude of variety as 

flavonoids: flavonols, flavones, isoflavones, flavanones. Hydroxyflavonol, anthocyanidin 3- 

glycosides, aurones ... etc. 

The study of the antioxidant power by the method of DPPH ° showed that the ethyl acetate 

extract was the most active compared to different extracts with an IC50 of 0.0412 ± 0.0004mg 

/ g. 

In addition, Wistar rats were divided into four groups. The control group receives water 

Saliné by gavage (5 ml / kg) for 15 days. The animals of the second group receive orally the 

ethyl acetate extract R.montana dose 100mg / kg for 15 days. The Flanker group of animals, 

receives intraperitoneally a dose of 15mg / kg. The last group is pretreated with the plant 

extract have a same dose for 15 days followed by a single injection of DOX 15 mg / kg (ip). 

After 48 h of injection of DOX, different biochemical parameters were evaluated and the 

results were compared between different groups of animals. Pretreatment of rats by the plant 

extract lowered the increased activity of cardiac enzymes CK, AST, ALT and LDH in the 

blood which is caused by the administration of DOX. 

In the end of this study, we will retain the beneficial and interesting effect of the ethyl acetate 

extract on the prevention of the cardiotoxicity caused by doxorubicin 
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 الملخص
 ا)جھادعلى  Ruta montana  الھدف من عملنا ھو محاولة دراسة المفعول الوقائي للمستخلص ا�يثيلي للنبتة الطبية

    rats wistar  عند الفئران doxorubicinالمؤكسد الذي يسببه 

قمنا بالتقصي الفيتوكيميائي على المستخلص الميثانولي والذي اثبت وجود التينينات والف6فونويدات والمكونات  أو�

.ا�رجاعية والكومارينات وا�لكالويدات  

الدراسة الكمية للمستخلصات الخامة اثبتت ان المستخلص ا�يثيلي يمثل الجزء ا�غنى بالف6فونويدات  في حين اثيتت النتائج 

الخام ھم ا�كثر احتواء لمتعدد  .ومستخلص الف6فونويد الخاصة بقياس متعدد الفينول ان المستخلص الميثانولي الخام

  .الفينول

. اثبتت الدارسة المنجزة بكروماتوغراقيا الطبقة الرقيقة وجود عدد كبير من انواع الف6فونويدات . نوعيا  

اثبتت ان المستخلص ا�يثيلي ھو ا�كثر نشاطا مقارنة بمختلف  °DPPH دراسة النشاط المضاد ل6كسدة بطريقة

  المستخلصات

المجموعة الشاھدة كانت تستقبل الماء الملحي عن طريق التزقيم . في موضع اخر قسمت الفئران الى اربعة مجموعات

 15لمدة  كغ/مغ100عة فئران المجموعة الثانية تستقبل عن طريق الفم المستخلص ا�يثيلي بجر. يوما  15لمدة غ ك/مل5

عولجت مسبقا  اTخيرةالمجموعة . عن طريق الصفاقكغ /مغ15المجموعة الثالثة فكانت تستقبل جرعة  أما. يوما

   doxorubicinيوما ثم حقنت بجرعة وحيدة من  15بمستخلص النبتة بنفس الجرعة لمدة 

لمختلف المجموعات والمقارنة فيما بينھا ومن ھذا  التحاليل البيوكيميائية إجراءتم  doxorubicinساعة من حقن  48بعد 

الذي  CPK, ASAT, ALAT , LDH القلبية ا)نزيماتالع6ج المسبق للفئران بمستخلص النبتة انقص نشاط  أنوجدنا 

  doxorubicin يسببه

في نھاية ھذه الدراسة نستنتج الدور الھام والمفيد للمستخلص ا�يثيلي في الوقاية من التسممات القلبية التي يسببھا 

doxorubicin 
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Thème : 
Effet préventif de l’extrait de la plante médicinale Rutamontana (Clus.)L. 

 sur le stress oxydant induit par la doxorubicine (الفيجل)

Résumé 
 

Le but de notre travail tend à étudier l’effet préventif de l’extrait acétate d’éthyl de la plante 

médicinale Ruta montana sur le stress oxydant induit par la doxorubicine chez des rats wistar. 

D’abord on a réalisé un screening phytochimique sur l’extrait méthanolique qui a révélé la présence 

des tanins, flavonoïdes, composés réducteurs, coumarines et alcaloïdes. 

L’étude quantitative des extraits bruts de la plante a révélé que l’extrait acétate d’éthyl représente la 

fraction la plus riche en flavonoïdes (67.47 ± 0.17 mg EQ/g d’extrait) alors que les résultats du 

dosage des polyphénols montrent que l’extrait brut méthanolique (285.55±6.59mg EQ/g d’extrait) et 

l’extrait des flavonoïdes  totaux (222.44 ±5.02 mg EQ/g d’extrait) sont  les plus riches en 

polyphénols. 

Qualitativement, l’analyse effectuée par CCM des extraits a montré la présence d’une multitude de 

variété des flavonoïdes comme : Flavonols, Flavones, Isoflavones, Flavanones. Hydroxyflavonol, 

Anthocyanidine 3- glycosides, Aurones...etc. 

L’étude du pouvoir antioxydant par la méthode de DPPH° a montré que l’extrait acétate d’éthyl est le 

plus actif comparé aux différents extraits avec un IC50 de 0.0412±0.0004mg/g. 

Par ailleurs, des rats wistar ont été divisés en quatre groupes. Le groupe témoin reçoit l’eau saliné par 

gavage (5ml/kg)  pendant 15jours. Les animaux du deuxième groupe reçoivent par voie orale l’extrait 

acétate d’éthyl de R.montana  à la dose 100mg/kg pendant 15jours. Le troixième groupe d’animaux, 

reçoi par voie intrapéritonéale une dose de 15mg/kg. Le dernier groupe est prétraité par l’extrait de 

plante à la même dose pendant  15jours suivi d’une injection unique de DOX à la dose de 15 mg/kg 

(i.p). 

Après 48h de l’injection de la DOX, différents paramètres biochimiques ont été évalués et les 

résultats ont été comparés entre les différents groupes d’animaux. Le prétraitement des rats par 

l’extrait de plante a abaissé l’augmentation des activités des enzymes cardiaques CPK, ASAT, ALAT  

et LDH dans le sang qui est provoquée par l’administration de la DOX. 

 Au bout de cette étude, nous retiendrons l’effet bénéfique et intéressant de l’extrait acétate d’éthyl 

quant à la prévention de la cardiotoxicité causés par la doxorubicine. 

 

Mots clés: activité antioxydante, Ruta montana, cardiotoxicité, flavonoïdes, doxorubicine. 


