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Introduction

| ntroduction

La doxorubicine (DOX), appartenant a la famille deghracyclines, est I'un des agents
chimiothérapeutiques le plus efficace utilisé déndraitement d'une variété des tumeurs
solides et hématologiques maligrid83]. Son efficacité antitumorale est dose-dépendante,
mais son utilisation cliniqgue est limitée par leveléppement de cardiomyopathies et

d’insuffisances cardiaques congestij/&34,135].

Plusieurs hypothéses ont été suggérées concemsmmdcanismes de la toxicité cardiaque

induite par les anthracyclines. Il a été reporté kgs radicaux libres de I'oxygéne (ERO) et la

peroxydation lipidique jouent un réle essentiel Zldam cardiomyopathie provoquée par la

DOX (Singal & lliskovic, 1998). En effet, la plugates études mettent en jeu le rble du stress
oxydatif dans ce processus qui est induit par tenébion des ERO découlant de la structure

chimique de la DOX ayant tendance a générer descespéactives de I'oxygéne durant la

métabolisation du médicam€if36,137].

Au cours des derniéres décennies, et malgré laugdéde de nouveaux composés en chimie
de synthése, les sources naturelles restent leipainfournisseur de nouveaux médicaments
et de nouvelles structures chimiques. Nous assisiomc a un regain de la phytothérapie
surtout pour les produits riches en polyphénolspréeicipalement en flavonoides qui ont

montré des propriétés biologiques antioxydantgestantef138,139].

L’Algérie est un pays doté d’une biodiversité trishe des plantes utilisées comme herbes,
comme aliments naturels et pour des buts thérapesgi De nombreuses substances
naturelles différentes ont été identifiees; danscoetexte, des efforts croissants sont
consacrés au développement des agents thérapesutguees plantes. C’est pourquoi nous
nous sommes intéressés a étuRigamontana, plante connue dans la médecine traditionnelle
[140].

Dans ce cadre, de nombreuses molécules antioxydanteité proposées comme protectrices
de la cardiotoxicit§141,142], mais des controverses existent encore sur leeiliniques.

Il n’y a donc aujourd’hui aucune substance misdeunarché qui protége réellement le cceur

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

Rutamontana sur le stress oxydant induit par ¥@ddicine.

Pour cela notre étude englobe trois parties :

La premiére partie est d’ordre phytochimique bgs#gcipalement sur la préparation
des différents extraits (EMRM, EFTRM, EAERM, EBRMEPRM) de la plante
médicinale Rutamontana ; elle porte égalementesitdsts de mise en évidence des
polyphénols dans les extraits, et une étude gasimgtafin d’estimer la quantité des
flavonoides et celle des polyphénols dans cesitstrainsi ' une étude qualitative
inclure la séparation des principaux flavonoidpar [I'utilisation de la
chromatographie sur couche mince (CCM).

La seconde partie est consacrée a une évaluatidiadeité antioxydante par le
pouvoir scavenger des extraits sur le radical DPRBM-diphenyl-1-picrylhydrazyl).
Dans la troisieme partie, nous abordons I'utilisatile matériel animal, qui est un
groupe de souris de type Wistar albinos méles goser les parameétres biochimiques
cardiaques in vivo (activité de CPK, ASAT, ALATldDH).
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Chapitre |. PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

| .La phytothérapie et les substances naturelles

La phytothérapie est le traitement ou la préventies maladies par I'usage des plantes, ce
terme vient du grec phytos) : la plante ettherapiae) : la thérapidl].

L'utilisation des plantes médicinales comme souteereméde pour se soigner ou prévenir
des maladies est originaire des millénaires justputécente civilisation chinoise, Indienne et

du proche-orient. Elle est devenue certainemerirtja].

Les plantes médicinales sont essentiellementég#isous deux formes :

» Comme un mélange complexe contenant un large spdetrconstituants (infusion,
des huiles essentielles et des extraits des tesjtur

> Pure, chimiquement définie comme des principes$sacti

Les composeés purs sont généralement utilisés glemprincipes actifs des plantes

produisent un forte et spécifique activité ou aeaient un faible indice thérapeutique.

Selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS)kpde 80% de la population mondiale ont

recours a la pharmacopée traditionnelle pour faice aux problemes de la saf8g

I.1 Les substances naturelles des plantes et leursigités biologiques

L’'usage des plantes a des fines thérapeutiquescétaiu par nos ancétres et par nos parents
de fagcon empirique, Plusieurs investigations chiragjont été réalisées pour apporter une
approche scientifique a l'usage qui est fait detians la médecine traditionnelle, Cela a donc
abouti a la découverte de plusieurs classes deboldé&s secondaires dont les plus étudiées
actuellement sont les composés phénoliques recooomsne de bons antioxydants par

excellencd4].

Les produits naturels des plantes peuvent étresadaen deux catégories, les métabolites

primaires et les métabolites secondakeg(rel). [5]
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» Les métabolites primaires :Les plantes utilisent I'énergie du rayonnemendiss)|

le dioxyde de carbone présent dans l'atmosphesr) kt les éléments inorganiques
du sol qu'elles absorbent par les racines (eamefits inorganiques) et par les feuilles
(dioxyde de carbone).

Le processus de base est la photosynthése quefoarbone contenu dans le dioxyde
de carbone atmosphérique, en le combinanatures d'hydrogene contenus dans
les molécules d'eau. Les premiers produits formes I@ photosynthese sont des
hydrates de carbones, de faible masse moléculaises). C'est a partir de
ces oses (ou sucres) gue sont ensuite formésdsusdtabolites primaires nécessaires
a la survie de la plante: glucides complexes (pelkes comme la cellulose,
'amidon ou les pectines), acides aminés (cong$itut des  protéines), acides

gras (constitutifs des lipides), ef6].

Métabolisme Primaire Métabolisme Secondalre

T
]

?hospho
Li IdE= 1 Glmdes
p Prot |des $nol- Meévalonate
/ pl,rruuate i U

Pu!\,phenols Terpénes
I Alhﬁamldes H Lectines ‘ Peptidoglycanes ” 9nlvsauharides J

{ Lignanes H Acides phénols ] I F!avmwidesJ l Iridoides J l Saponosides “ Triterpénes J

Glucosides Glucosides
phényléthanoliques

phénylpropaniques
Figure 1. Les principales familles de principes actifsiséies en phytothérapie : certains

principes actifs sont des métabolites primairesyles sont des métabolites seconddir@ps
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» Les métabolites secondairesles plantes produisent un grand nombre de sub&ance
appelées métabolites secondaires. Ces métabsditemdaires végétaux peuvent étre
définis comme des molécules indirectement esskdtiel la vie des plantes. lls
participent de maniéere trés efficace, a la tolézades végétaux a des stress variés
(attaques de pathogénes, prédations d’'insectdserasse, lumiere UV, etc.) d’aprés.
Ces métabolites secondaires exercent une acti@rnuéante sur I'adaptation des
plantes a leur environnemdii.

Les caracteres biochimiques des plantes sontagibs taxonomie depuis plus de 100
ans. Certains de ces métabolites peuvent étre dérasi comme des marqueurs
chimiotaxonomiques de plusieurs classes de vég§dhux

D’un point de vue appliqué, beaucoup de métatsofierondaires constituent la base
des principes actifs que I'on retrouve chez lestelsmédicinales.

Les métabolites secondaires sont dotés d’'une grdindesité structurale et dépassent
actuellement 5000 identifiées. lls peuvent étress#a dans trois groupes majeurs :

les alcaloidesles terpenesetles composés phénoliques [9].

[.1.1 Les alcaloides

Les alcaloides représentent le groupe de substéineérét thérapeutique le plus important en
termes de nombre, de diversité structurale etéelitail de leurs activités pharmacologiques.
Le terme d’alcaloides a été introduit par W. Meisaie début du XIXe siécle pour désigner
des substances naturelles réagissant comme des basene des alcalis (de I'arabe al kaly,
la soude et du grec eidos, I'aspedt)est admis qu’un alcaloide est un composé orgemniq
d’'origine naturelle (le plus souvent végétale),tézplus ou moins basique, de distribution
restreinte et doué a faible dose, de propriétémmEologiques marquées.

On distingue:

> Les alcaloides vrais qui sont des substances dierigaturelle et de distribution
restreinte, de structure souvent complexe, azodéemge d’'azote inclus dans un
hétérocycle) et de caractere basique

> Les pseudo-alcaloides qui sont des métaboliteseipiast les caractéristiques des

alcaloides vrais, excepté leur origine biosynthugtiq
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> Les proto-alcaloides qui sont des amines simplaslézote n’est pas inclus dans un
systeme hétérocyclique, ont une réaction basiqaeratélaboré in vivo a partir

d’acides aminégLO].

1.1.2 Les terpenes

Les terpénes sont des hydrocarbures résultant deorebinaison de plusieurs unités
d’isoprene (GHg) (Figure2), et ont formule de base des multiples de celleest-a-dire
(CsHg) n.
Avec : -n = 1 gHg l'isopréne.

-n = 2 (gH16 Monoterpénes.

-n = 3 GHo4Sesquiterpénes.

-n = 4 gH3, diterpenes.

-n = 5 ggHyo Sesterpenes.

-n = 6 §Hyg triterpénes.

-n = 8 LgHes4tétraterpenegll]

/

Figure2. L'isoprene (GHs)

1.1.3 Les polyphénols

Les composés phénoliqgues sont une vaste classebd¢éalsces organiques cycliques trés
variées, d’'origine secondaire qui dérive du ph&lsOH qui est un monohydroxybenzene.
Les composés phénoliques sont fort répandus daeghe végétal ; on les rencontre dans les
racines, les feuilles, les fruits et I'écorce. laleur et 'arome, ou l'astringence des plantes
dépendent de la concentration et des transfornsatea phénols. Ces composés représentent
2 a 3% de la matiere organique des plantes et dariains cas jusqu’'a 10% et méme
d’avantage. Dans la nature, ces composés sontaémeant dans un état lié sous forme
d’esters ou plus généralement d’hétérosides. lstamnt également sous forme de polymeéres
naturels (taning13].
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Les polyphénols prennent une importance croissanbéamment grace a leurs effets
bénéfiques sur la santgigure3) [14].

Action sur les cellules du

systéme immunitaire Anti-tumorau

Anti-axydant

T
““-\:____,-"“

-r—

|
g
POLYPHENOLS=———» Anfti-inflammatoire

-~y AN

/

Vasadilatateur

Deétoxiftiant

Anti-agrégant
Anti-thrombotigue

Anti-angiogénique

Anti-apoptotique
Figure3. Effets biologiques des polyphén¢i®f]

En effet, leur r6le d’antioxydants naturels susdieplus en plus d'intérét pour la prévention
et le traitement du cancgrs].

Plusieurs classes de composés polyphénoliques dsimties selon le squelette de base
(Tableaul).

Tableau 1:les différentes classes des composeés phénoljfjGes

Squelette carbonée Classes de composés phénoliques
Cs Phénols simples et benzoquinones
Cs-Cq Acides phénoliques
Cs-Cs Acétophenones et les acides phenylacétiques
Cs-C3 Acides hydroxy-cinnamiques, conmanines, phénvlpropénes, chromons
Cs-Cy Naphthoguinones
Cg-C1-Cg Xanthones
Cg-Cr-Cg Stilbénes et anthraquinones
Cg-Cs-Cg Flavonoides et 1soflavonoides
(Cs-C1)a Tannins hydrolysables
(Cs-Ca)a Lignanes et néolignanes
(Cs-C3-Ceha Biflavonoides
(Ce-Ca)y Lignines
(Ce)n Catéchols
(Cs-C3-Cg) y Tannins condensés

Le groupe le plus vaste et plus répandu des phésbl=lui des flavonoidés7].
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[l. Les flavonoides

L'intérét nutritionnel pour les flavonoides dateldedécouverte de la vitamine C, a la suite
des travaux de Szent Gyorgyi en 1938. Le scorbpémxental céde a l'ingestion de jus

d’agrumes mais résiste a la seule administratianide ascorbique. Plus pratiquement, les
symptébmes hémorragiques du scorbut liés a la fiédglles vaisseaux sont guéris par des
extraits de paprika et du jus de citron alors daeide ascorbique seul est inefficace. Les
analyses chimiques ont montré que la fraction adtait de nature flavonoique.

Cette action des flavonoides sur la perméabilisewiaire a été appelée propriété vitaminique
P (P étant la premiere lettre du mot perméabili@@tte notion de vitamine P n’existe plus a
'heure actuelle puisqu'elle ne correspond pas adénition classique des vitamines.

Les flavonoides sont considérés comme des miciamrits importants puisqu’ils peuvent

jouer des roles antioxydants ou posséder des ptéprbiologiques divers¢20].

[I.1. Définition et généralités

Occupant une place prépondérante dans le groupeluawmls, les flavonoides sont des
métabolites secondaires ubiquistes des plantesestime que 2 % environ du carbone
organique photo-synthétisé par les plantes, satoges 109 tonnes par an, est converti en
flavonoided21].

Le terme « flavonoide » est di a leur couleur jagméavus en latin) qu’ils engendrent.
D’ailleurs, leurs fonctions principales chez lesg@@aux semblent étre attribuées a leur
coloration ; au dela de la chlorophylle, des carotdes et des bétalain@z].

Les flavonoides sont présents dans différentegepates végétaux supérieurs selon le type de
'espece : racines, tiges, feuilles, fleurs, pallémits, graines, bois...etc. Aussi, ils varient

guantitativement et qualitativement selon le sdeleéveloppement du vegéal].

[1.2. Structure et classification

Les flavonoides sont des dérivés du noyau flavan@-phényl chromone, a 15 atomes de
carbone (C6-C3-C6), constitué de deux noyaux aligoeg, que désignent les lettres A et B,
reliés par un hétérocycle oxygéné, que désignetteel C, portant des fonctions phénols
libres, éthers ou glycosides. On signale que laadlavone est lui méme un dérivé du noyau
flavane de bas@-igure4) [20].
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(A)

Figure4. (A) : Structure de base des flavono'; (B) : Schéma simplifie des flavonoitc

il -
-~

(B)

©

La distinction des souslasses se fait sur la conformation de cette streaatentrale C. O

peut distinguer notamment dans les flavon((Tableau?2) [24]:

Tableau? : Les flavonoidestricto sensu.

EE

-
L

CLASSE SQUELETTE Aglycones Hétérosides Dérivés méthoxylés
FLAVONE 2= | Lutéolol (OH:5, | 7-O-glucoside d¢ | Tangéritine (CH5,6,7,8,
T | 7,34, lutéol, 4",
' Apigénol (OH:5 | 6-C-glucoside Nobilétine (CH:5,6,7,8,3'
, 1,40, d'apigénol, 4",
Apiine. Géraldone (7,4'-
dihydroxy-3'-
2-phénylchrome-4- méthoxyflavone).
one
FLAV ONOL -2 | Quercétol, Rutine Pachypodol, Rhamnazing,
= = | Kaempférol, 3,74 -O- 3,7-diméthylquercétol,
| f: Myricétol, triglucoside de Isorhamnétol.
Fisétol. kaempférol,

3-O-galactoside
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3-hydroxy-2-
phénylchrome-4-one

d'isorhamnétol.

FLAV ANONOL ~>’”j dihydro- 3-Orhamnoside
= P | kaempféra) de
= \‘;L“cm dihydroquercétol
© dihydroquercétol| 3-O+rhamnoside
de
3-hydroxy2,3-dihydro- dihydromyricétol
2-phénylchrome-4-one
FLAVANONE f:f“| Naringétol, Hespéridine Hespéréting
o o _ﬁ""@?t:J Eriodictyol, Naringine, Homoeriodictyol
| - \g Butine. Néohespéridine
Didymine.
0]
2,3dihydrc-2-
phenylchrome-4-one
AURONE | Hispidol,
/| Aureusidine,
Sulfurétine,
Maritimetine.
CHALCONE , Iso- Xanthohumol.
= liquiritigénine,
Butéine.

10
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DIHYDRO Phlorétine. Aspalathine,
CHALCONE Naringine

dihydrochalcone,
Néohespéridine

dihydrochalcone,

Nothofagine,
Phloridzine.

Ces 7 classes constituent les flavonc stricto sensu. Au

flavanolset les anthocyanido(Tableau3) [24]:

Tableau3: FLAVANOLS, ANTHOCYANIDOLS

sens large, il faut inclure aussi

CLASSE SQUELETTE Aglycones Polymeres Hétérosides
FLAVAN-3-OL - | Afzéléchol, procyanidine épicatéchine (3-O-b)-
Catéchine, prodelphinidin D-glucopyranoside

épicatéchine,

Gallocatéchine

Théaflaving,

FLAVAN-3,4-DIOL

Leucopélargonidol,
Leucocyanidol,

Leucodelphinidol

procyanidine
prodelphinidines
oligoméres

ANTHOCYANIDOL
ou
ANTHOCYANIDINE

Cation flavyliun

Pélargonidol,
Cyanidol,
Delphinidol,
Malvidol,
Paéonidol,

Pétunidol

ANTHOCYANOSID
ES (=anthocyanes) :
cyanidol 3,5-
diglucoside,
cyanidol 3-O-

arabinoside,.

11
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[1.3. Distribution et localisation

Les flavonoides se répartissent dans les orgamsnsd§eunes (jeunes feuilles, boutons
floraux) ou ils sont localisés dans les tissus Higiels (assise palissadique), et parfois dans
les racines. Au niveau cellulaire, les flavonoidesype hétérosides, sont dissous dans le suc

vacuolaire ou localisés dans les chloroplastessatiembranes des végétd].

I1.4. Pharmacocinétique des flavonoides

Les études de Vanessa ef2d] montrent que la biodisponibilité des flavonoideped@l de
trois facteurs essentiels : La capacité de tramspotravers la bordure en brosse des
anthérocytes, l'intensité de la sécrétion intestirtkes flavonoides conjugués vers la lumiéere
intestinale et vers le sang et de la capacité dédection biliaire. Les flavonoides présentent
une faible biodisponibilité avec une éliminationtie qui differe d’'un flavonoide a 'autre. En
prenant comme exemple, la quercétine, le prindipabnoide consommé par ’lhomme dans
ses aliments (persil, oignon, muyrtilles, cerisesprés 174 min, un temps de demi-vie
d’absorption de 52 min, de distribution de 228 etil’élimination de 1008 mif27].

Les flavonoides sont présents dans notre alimentatous plusieurs formes. Cette
particularité va leur conférer des meétabolismesedihts. Les formes libres (aglycones)
peuvent étre directement absorbées au niveau desfin gréle tandis que les formes
glycosylés doivent étre hydrolysées, sous l'infeeedes glycosidases, par la flore intestinale
au niveau du célon avant d’étre absorb@®. Cependant les formes libres issues de cette
hydrolyse peuvent également étre dégradées paictaflore en acide phénolique, lui méme
absorbé ou éliminR9].

Les principaux sites de métabolisme sont la florestinale et le foie. Les métabolites,
glucuro- et sulfoconjugués des flavonoides absasbés eéliminés principalement par la bile,
'excrétion urinaire ne représentant que 3 a 6 %/l 'd@mination totale. En effet, les
flavonoides sont transformeés, dans I'enthérocyteflaasonoides conjugués par méthylation,
sulfatation, glucuronidation. Une partie de cewdtmides est déversée dans le sang tandis
gu’une autre est destinée vers la lumiére intdstioa qui constitue I'un des mécanismes de
contrble de I'absorption intestinale de ces sultstaphénoliqugg7].

Dans le sang, les flavonoides ne sont pas présemnts leur forme native car ils ont été

transformés, a cause de leur transformation auvanidel foie et de la cellule intestinale. La

12
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fraction des flavonoides conjugués destinée finatdémers les tissus pourrait avoir un effet
biologique potentiel ou serait éliminée dans lemas. Cependant, d’autres flavonoides
conjugués pourraient étre déversés dans l'intestinla bile et y étre hydrolysés par les
enzymes de la flore intestinale libérant ainsi demuveaux aglycones en constituant
probablement un recyclage entérohépatique desnitagdes qui permet le maintien d’'une

concentration non négligeable dans le 4804

[1.5. Intéréts thérapeutiques des flavonoides

La principale propriété initialement reconnue alavdnoides est d'étre "veino-actifs”, c'est-a-
dire capables de diminuer la perméabilité des leags sanguins et de renforcer leur

résistancg31l].
[1.5.1. Propriétés antioxydants et piégeurs de radaux libres

La propriété des flavonoides la mieux décrite est hctivité antioxydant et leur capacité a
piéger les radicaux libres : radicaux hydroxyl@$i(), anions superoxyde®¢ ) et radicaux

peroxylipidiques, selon la réaction suivante:

Flavonoide (OH) + R— flavonoide (O°) + RH

11.5.2. Activité des flavonoides contre le cancer

L'effet bénéfique des flavonoides dans la thérapigre les cancers serait li€ a leur capacité a
agir comme antioxydant grace a leur capacité dectéxh des ERO endogenes. Mais, en tant
gue pro-oxydant, ils interviendraient également sddam fragmentation apoptotique des

cellules. Ces effets peuvent étre expliqués péreifits mécanismes.

> lls pourraient agir comme agents bloquant les étapmitiation. Ils influencent le
meétabolisme des procarcinogenes en modulant lisetidu Cytochrome P450
impliqué dans leur activation en tant que carcimegells peuvent limiter la formation

des cellules initiatrices en stimulant la réparatie 'ADN.
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> lls pourraient supprimer les agents carcinogenesnigiber la formation et la
croissance des tumeurs en inhibant la prolifératadiulaire.

» lls pourraient induire I'apoptose des cellules tuates, la protection contre les
dommages oxydatifs sur I’ADN, l'inhibition de l'aeation des carcinogenes, et

I'activation des systéemes de détoxificat[B].

Parmi les flavonoides les plus actifs sur les tedlatumorales, nous citons la quercétine et la
catéchine qui sont trés abondantes dans les abment

La quercétine prévient la cancérogenese, surtatdrieer de la peau et du colon. La présence
de 20 % de quercétine dans I'alimentation cheatésmaux diminue le cancer du colon. Le
mécanisme suggéré est que la quercétine joudelel’'td antagoniste des topoisomérases | et
Il produites par les cellules tumorales.

La catéchine, quant a elle, est un inhibiteur deacees réactions d’oxydation donnant un
ADN anormal, elle inhibe surtout la formation duhgdroxydesoxyguanosine (8-OHDG), un

marqueur des dommages oxydatifs de 'A[¥8,39].

11.5.3. Autres propriétés biologiques

Activité anti-inflammatoire, Activité anti-ulcéroge, Activités antimicrobienne et antivirale,
Activité de prévention de la cataracte diabétigéetivité anti-ostéoporose, Activité

antiallergique,......

[1.5.4. Prévention contre la cardiotoxicité induitepar la doxorubicine

Des études ont été menées a la recherche des agetacteurs contre la cardiotoxicité de la
doxorubicine qui combinent a la fois un pouvoirlat&urs d’'ions métalliques et une propriété
piegeuse de radicaux libres sans influencer pouanaul’activité antitumorale de la
doxorubicine[124]. Ces criteres s’appliquent exactement sur cerfEamsnoides qui se sont
avéres des antioxydants puissants et des inhibitder la carbonyl réductase, enzyme
responsable du métabolisme de la doxorubicine etwrdbicinol plus toxiqug125]. Par
ailleurs, une étude décrite par Brchm M. et collméntré quin vitro les deux extraits de
plantes riches en flavonoid@Sinkgo biloba, Crataegus oxyacantha) n’affectent pas I'activité

cytostatique de la doxorubicifi#26].
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Ce qui nous a incité a testé, dans le cadre deawailt I'effet préventif des flavonoides
contenus dans I'extrait deuta montana sur latoxicité cardiaque causée par la doxorubicine

in vivo.

lll. Les plantes médicinales

[ll.1.La plante médicinale Ruta montana

La famille desRutaceae a été décrite initialement en 1782 par Durandes par A.L Jussieu

en 1789[114]. La famille desRutaceae comprend prés de 1500 especes regroupées en
environ 150 genrefl14,13]. Cette famille caractérisée par des poches séestl15]. Le
genreRuta est représenté en Algérie par 5 espéd@ga montana, Ruta chalepensis, Ruta
tuberculata [114,116] Ruta angustifolia et Ruta latifolia. Les especes different entre elles par

I'allure des feuilles, de la grappe fructifere, theactées et des sépal&$7,118].
[11.2.Description de la plante

Plante glauque, glabre, glanduleuse dans le ha2®-d® cm de I'hauteur a tige rameuse dans
sa partie supérieure, semi-ligneux. Les feuillesormypues dans leur pourtour, finement
découpées en segments linéaires-obtus, le teroninadu plus large et a fleurs jaunes, petites,
bradées, a 0.6 cm de longugurl7,119]. Les sépales lancéolés en aléne, longuement
acuminés, a pétales concaves, denticulés sur legesfd17,118]. Calice persistant ; Elles
comportent 4 a 5 carpelles libres, multiovulés tydessoudé. A maturité, le fruit est une
capsule globuleuse, s’ouvrant en deux valves stadat apparaitre une graine globuleuse
noire et brillante[114]. La floraison dans la période située entre Mai wtlel [114].
(Figureb)
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Figure5. Quelques photos deuta montana. (A) la plante entiere, (B) la fleure, (C) les
feuilles.
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[11.3.Place dans la systématique

Regne :Plantae

Sous régne 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.

Espéce : Ruta montana (Clus.)L. (Ja+/) [120]

YV V.V V V V V V V VYV V

[1l.4.Répartition géographique

Ruta montana pousse spontanément dans les roches, les lieugsanteux murs, collines
seches et elle est abondante dans les terraingirealaddes régions meéditerranéennes. En
Algérie, elle est rencontrée dans les zones moategs de I'intérieur sur I'Atlas Saharien et

les pelouses arid¢$14].

[11.5.Utilisation en médecine traditionnelle

Ruta montana trés utilisée dans la pharmacopée traditionndli®l]. En Algérie elle est
utilisée comme un remede pour emménagogue, rubéfidgispasmodique. Elle a également
été utilisée en Espagne comme un remede pour laefieemménagogue, abortive,

antispasmodiquiL22]. Les différentes parties de la plante sont utilisées

» La décoction de racines ou de feuilles est absopmte déclencher I'avortement
[119].
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» L’infusion de feuilles seches est utilisée poursEsus diurétigues, emmenagogues et
aphrodisiaques, elle calme aussi les douleursaitest[119,123].

> Le suc obtenu par I'écrasement des feuilles estiindans les yeux lors de la maladie
oculaire[119].

» La plante fraiche est appliquée contre les maweteg¢119].
[11.6.Composition biochimique et propriétés biologiques

Ruta montana est une source de diverses classes de produiteisateis que les flavonoides,
les alcaloides, les huiles essentielles, les canemries phénols, les saponines, les lignines et
les terpénes, avec des activités biologiques, yposnantifongique, phytotoxiques, avortée,

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

V. Stress oxydant, radicaux libres et antioxydant

L’oxygene (Q) est indispensable a la plupart des espéces ewginurnit un énorme pouvoir
métabolique pour la production d’énergie. Cependamtaison de sa conformation chimique,
la molécule d’'Q peut, dans certaines circonstances, s’avéreruexigette toxicité est induite
par des éléments réactifs, instables et pro-oxgdal#s radicaux libres de I'oxygene (RLO)
ou especes réactives de I'oxygene (ERO). Dérivés f@ plupart de I'Q et produits par
divers mécanismes physiologiques; ils sont utilesirpl'organisme a dose raisonnable.
Inopportunément, ils peuvent induire des dommaggdaiifs souvent irréversibles au niveau
d’'un grand nombre de substrats biologiques. Afie ¢gs ERO n’exercent pas de facon
incontrélée leurs effets déléteres, I'organismeake d’'un vaste réseau de défense constitué
par les Antioxydants (AO). Dans les circonstancastigiennes normales, des ERO sont
produits en permanence en faible quantité, et pettéuction physiologique est parfaitement
maitrisée par les AO qui sont produits d'ailleurdanction des radicaux générés. La balance
oxydants/antioxydants est alors en équilibre. Bn'&st pas le cas, que ce soit par déficit en
AO ou par suite d'une surproduction dERO, le dédige observé correspond au "stress
oxydatif " [41].
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IV.1.Les radicaux libres et les espéces réactivegygénées

Les radicaux libres sont des entités chimiquesniaiomolécule, fragment de molécule)
hautement réactives (demi —vie courte) possédantiylusieurs électrons non appariés sur la
couche orbitale la plus externe qui cherchentstagliser par appariement avec des électrons
arracheés sur d’autres molécules situées dans uroenement proctjé2,43,44,45,46]Parmi

les espéces radicalaires qui se forment dans lietese on distingue des composés qui jouent
un role particulier en physiologie et dénommeés qaulk primaires. Les autres RLO, dits
radicaux secondaires, se forment par réaction dieaax primaires sur les composés de la
cellule. Les radicaux primaires dérivent de;It€ls le radical superoxyde £Q et le radical
hydroxyl (OH), ou de l'azote tel le monoxyde d'azote {N@'autres especes dérivées de
l'oxygéne dites espéces réactives de I'oxygénemeohoxygéne singulet®,), le peroxyde
d'hydrogéne (kD,) ou le nitroperoxyde (ONOOH), ne sont pas des Rin@is des especes

réactives précurseurs de radicgbigure6) [47].
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Arginine " = Cyeles redox d“mulasel'_,-"; i ™, my£foperoxidase
g MADPH ox //" . ' h,
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Figure 6. Radicaux libres : métabolites dérivés de I'oxygetr@
IV.1.1. La formation des ERO

A. Le radical superoxyde O est formé chimiquement par I'addition d'un électron
supplémentaire a la molécule @.CCette réaction peut se dérouler accidentellement

dans la chaine respiratoire mitochondrie suite afuite d’'un électron de ses
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transporteurs qui se lie a bOLes Polymorphonucléaires (PMN) et les macrophages
forment la source essentielle @'Gdans les tissus. Ce radical est considéré comme un
agent antibactérien. La production se fait pardiane membranaire NADPH oxydase
qui catalyse la réaction d’oxydation du NADPH padioxygene générant ainsi bO

Il est un radical de faible réactivité pourtanpdut attaquer les tissus et se dismuter
spontanément en milieux aqueux pour donngd.Het '02. Ces derniers peuvent a
leur tour causer des dommages celluld4&s.

B. Le peroxyde d’hydrogéne @, peut étre produit par certaines bactéries pathesgen
par les phagocytes, par la voie de la NADPH oxydsssi que par dismutation de
I'O,". Malgré que ce soit un faible oxydant, sa capaciptoduire des dommages est
élevée en raison de son habileté de diffuser librera travers les membranes. Il a été
proposé que le ¥, puisse agir comme un signal métabolique déclerictan
événements intracellulaires pré-inflammato[rs.

C. Le radical hydroxyl OHest produit par une réaction entre I¢ @t le HO,. C'est une
procédure complexe catalysée par les ions métadsouFeCuf'et résumée par
I'équation appelée réaction de Haber-Weiss. Leceddiydroxyl est le plus réactif
chez 'homme. Il peut attaquer la membrane cellelat préférentiellement I'acide
arachidoniqug50].

D. L'oxygéne singlet'O? n'est pas un vrai radical. Molécule instable cég@aboxyder
d’autres molécules, elle est trés réactive avetipates membranaires produisant les
peroxydes.

E. L’acide hypochlorique est formé par I'action deséoperoxydases des phagocytes et
il est libéré dans le milieu extracellulaire. C'est fort agent antibactérien, mais il est
capable aussi d'interrompre certaines fonctionspitetéines méme a de tres faibles
concentrations. La lyse cellulaire s'opéere a descemtrations élevées d’acide
hypochloriqug51].

L'oxyde nitrigue ou monoxyde d’azote peut étre mibdpar les macrophages et par
I'endothélium vasculaire. C’est IO qui interagit avec le NOet abouti au ONOQyui peut

endommager les molécules biologiq(fek|.
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IV.1.2. Les sources des ERO
Les principales sources des radicaux libres soitt egsa@logenes ou exogenes, elles sont
résumées dans (&igure7).

Peroxysome radiation

p— —
Mitochondrie cigarette
Auto oxydatim\ / drogue
Sources

L — s
X / \ Exogénes
Endogénes Phagocyte / \'\\ chaleur

Sources

Oxyhémoglobine pesticide

—

— Détoxification pollution

Figure 7. Les principales sources des ER2].

IV.1.2.1. Les sources endogenes

De maniére générale, toute réaction biochimiqusafdiintervenir la molécule d’oxygéne est

susceptible d’étre a I'origine d’'une production B@ [53].

A. Au niveau des mitochondriggigure8), au cours du transfert d’électrons dans la
chaine respiratoire, ' est produit par réaction de bGavec un radical semi-
ubiquinone. Son caractére continu et ubiquitairargat étre a I'origine d’'un stress
oxydatif responsable de dommages dont I'accumuld@woriserait le processus du
vieillissement cellulaire.

B. Les ions métalliqgues, comme le fer et le cuivreyt ste remarquables promoteurs de
processus radicalaires in vitro : ils transformienH,0, en radical OH encore plus
toxique, et accélérent la peroxydation lipidiquen Bituation physiologique, la
concentration libre de fer ou de cuivre est palitcement basse. En revanche, les
destructions cellulaires entrainent une libératierces métaux pouvant engendrer un
stress oxydatif.

C. Aussi, des ERGsont produits au cours de la synthése des prostiigks et des
leucotrienes de méme que durant le catabolismesdaimes molécules exogenes ou

endogenes comme les catécholamines.
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D.

cytochrome P450; I'oxydation des médicaments, dfegues ou des composes
chimiques par cet enzyme.

Les cellules phagocytaires (PMN et macrophages)squent une enzyme
membranaire, la NADPH oxydase spécialisée dansatmichtion du @ . Cette
enzyme normalement dormante est activée lorsqueelmle phagocytaire est
stimulée. La forte consommation ¢d@Qui en résulte est appelée "respiratory burst".
Cette production de O est a I'origine de la synthése de molécules corentO, ou
'HOCI, indispensables a la destruction du matémdlagocyté. Cette voie est

particulierement stimulée au cours des processlasrimatoires.

Ha03
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Figure 8. Production mitochondriale et prise en charge dadiasuperoxydés4]

IV.1.2.2. Les sources exogenes

A.

Les radiations ionisantes de la lumiére: les ray¥ret a ionisants sont capable de
générer des ERCen scindant la molécule deau. Lorsqu’il s’agit desyons
ultraviolets, ils forment des ERén activant des molécules photo-sensibilisantes.

Le stress: les facteurs personnels et émotionleslsraumatismes physiques...

C. L'age: avec l'age les cellules sont moins activepreduisent ainsi beaucoup plus

d’ERO.
Les substances chimiques: les herbicides, insdesci.
L’alcool, le tabac: ils s’oxydent au niveau du cfitome Rso. La fumée de la

cigarette contient du fer et du cuivre qui stimlal@roduction des radicaux QH
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F. Les médicaments: ceux contenant du fer adminiggréggrande quantité peuvent
conduire a la formation de OHrés toxique pour I'organisme. Les antibiotiques
anticancéreux, tels que les anthracyclines, soategwgent capables de générer des
radicaux libres. La formation d’especes radicataserait responsable de leur mode
d’action anticancéreux et de leur toxidi®].

G. Les particules inhalées: l'amiante, la silice...ntssusceptibles d'exacerber la
phagocytos¢s5].

IV.1.3. Le rble physiologique des ERO

Les ERO remplissent de trés nombreuses fonctiales.ulls participent a la transduction de
signaux cellulaires, a la défense immunitaire aigs agents pathogenes (phagocytose des
bactéries par les macrophages), a la destructioagmptose des cellules tumorales, au cycle
cellulaire, a la régulation de la dilatation ceagik, au dysfonctionnement de certains
neurones et notamment ceux de la mémoire, a ldatému des genes, phénoméne appelé
contrble redox des génes..., les cytokines inflatoires ou les carcinogenes chimiques.
Ayant besoin d'une certaine quantité d'espécesivéaae I'Q, I'organisme ne cherche pas a

les détruire mais a contrdler leur niveau pouredi stress oxydatj#9].

IV.1.4. Principales cibles des ERO

Les causes essentielles du stress oxydatif samgide[57] :

A. Nutritionnelle: la rupture d'équilibre peut provenir d'une défaitia nutritionnelle
ou de la carence en un ou plusieurs des antioxydapportés par la nutrition
comme les vitamines ou les oligo-éléments, présentgjuantité limitée dans
l'alimentation.

B. Accidentelle: la surcharge en facteurs pro-oxydants (fer, aajylas) par exemple
dans le cas d’'inflammation ou I'exposition & desokéotiques pro-oxydants...

C. Génétique: des anomalies génétiques peuvent étre responsdbiesmauvais
codage d'une protéine enzymatique antioxydant,hsyisant un antioxydant ou
régénérant un antioxydant...

La production excessive de ERO provoque des |ésitimestes de molécules biologiques

(oxydation de I'ADN, des protéines, des lipidess dgucides), mais aussi des lésions
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secondaires dues au caractére cytotoxique et rmeaigs métabolites libérés notamment lors
de l'oxydation des lipide@d=igure9). L'organisme peut réagir contre ces Composés anorm
par production d'anticorps, qui malheureusementvgr@uaussi étre des auto-anticorps créant

une troisieme vague d'attaque chimifp® 55,57].

IV.1.4.1. Stress oxydant et lipides

Principalement leurs acides gras polyinsaturés konible privilégiée de I'attaque par OH

capable d'arracher un H sur les carbones situés datix doubles liaisons, pour former un
radical diéne conjugué, oxydé en radical perox@ette réaction appelée peroxydation
lipidiqgue forme une réaction en chaiffeigure9). L'attaque des lipides peut concerner les
lipoprotéines circulantes aboutissant a la fornmatle LDL oxydées qui formeront le dépot
lipidique de la plaque d'athérome des maladiesi@aa@bsculaires alors que l'attaque des
phospholipides membranaires modifie la fluiditél@enembrane et donc le fonctionnement

de nombreux récepteurs et transporteurs et laduatisn du signgld7].

Peroxydation Lipidique induite par le radical ‘OH
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Figure 9. Mécanisme en chaine de la peroxydation des acrdsgglyinsaturés et
nature des produits terminaux fornjég].
IV.1.4.2. Stress oxydant, les acides aminées et f@imes
A cause de leur abondance dans l'organisme, le®ipes sont une cible importante des
EROs. Il a été estimé que les protéines pouvaigégep la majorité des EROs générés (50—

75%). Les protéines les plus sensibles aux attaquesaladtes sont surtout celles qui
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comportent un SH. Les protéines oxydées perdemns lenopriétés biologiques et deviennent

plus sensibles aux protéasep
IV.1.4.3. Stress oxydant et ADN

Il s'agit d'une molécule trés sensible a l'attgopeles ERO. Les bases qui composent 'ADN
sont sensibles a l'oxydation. La modification d&DN induit des mutations souvent
observées spontanément dans les cellules cancerélmgaque radicalaire peut étre directe
et entrainer I'oxydation des bases, engendranbdess modifiees. Le stress oxydatif peut
aussi attaquer la liaison entre la base et le gédmse, ou attaquer le sucre lui-méme, créant
une coupure de chaine simple brin. Des dommagé®dtsl peuvent résulter de l'attaque des
lipides dont la peroxydation génere des aldéhydetagenes, formant des adduits sur les
bases de 'ADN59].

IV.2. Les maladies liées au stress oxydant

Le stress oxydatif est impliqué dans I'étiologiendenbreuses maladies; parmi ces maladies
on cite les maladies cardiovasculaires, le diabktecarcinogenése, les maladies auto-
immunes (sclérose en plaque), les maladies dumsgst@erveux et les maladies neuro-
dégénératives (Alzheimer, Parkinson...), les pmokle de vision (cataracte), les troubles

rénaux, les maladies respiratoires, les maladfesimatoires..(Figure10)[60].
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Figure 10.Troubles liés au stress oxydd60].
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IV.3.Les systemes de protection antioxydants
IV.3.1.Définition

Les antioxydants sont définis comme toute substgageprésente a faible concentration par
rapport au substrat oxydable, est capable de malmntd’inhiber I'oxydation de ce substrat.
Cette définition fonctionnelle s’applique a un gtamombre de substances, comprenant des
enzymes aux propriétés catalytiqgues spécifiquess aussi de petites molécules hydro- ou
liposolubles[59]. Il existe deux sources de défenses antioxydatit;ie est apportée par
'alimentation sous forme de fruits et de léguméshes en vitamine C, vitamine E,
caroténoides, flavonoides... Tandis que l'autre estogene et se compose d’enzymes
(superoxyde dismutase, glutathion peroxydase, asdal ou de protéines (ferritine,
transferrine, céruléoplasmine, albumine). A cetgagitent quelques oligo-éléments comme le
sélénium, le cuivre et le zinc qui sont des codarg importants pour I'activité de certains
enzymes AQFigurell) [60].
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Figure 11 Antioxydants neutralisant les ER(&L].

IV.3.2. Les antioxydants enzymatiques

Les antioxydants enzymatiques sont considérés colamemiere ligne de défense de notre

organisme contre les ERQ&L].
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IV.3.2.1. Superoxyde dismutase

Catalyse la dismutation de I;C_)en HO, selon la réaction suivanfé?] :
20+2H — HO,+ 0,

IV.3.2.2. La glutathion peroxydase (GPXx) et la gl#thion réductase(GR)

La GPx catalyse la transformation duQdet des hydroperoxydes de type lipidique (LOOH)
[62].
GPx
H.O, + 2 GSH——» 2,8 + GSSG
GPx
LOOH+2GSH——»  LOH +®I+ GSSG

Le (GSSG) ainsi produit est a nouveau reduit p&Rautilisant le NADPH comme donneur
d’électron[1].
GR
GSSG + NADRH,——»2 GSH + NADP

IV.3.2.3. Catalases

La catalase (EC : 1.11.1.6) est une enzyme hénarigpable de transformer le peroxyde
d’hydrogéne (généralement produit par les SOD)aenet oxygéne moléculaire. Elle est
essentiellement présente dans les peroxysomesanmsssdans les mitochondries et SOD
[62]. La réaction catalysée par cette enzyme est uneuthsion du peroxyde d’hydrogene
[61] :

Catalase

2HO0;, «—» H,O0+ O
IV.3.3. Les antioxydants non enzymatiques endogénes
ce groupe de systéemes antioxydants renferme de eoisds substances endogénes parmi

lesquelles on peut citer le glutathion, I'acideque, la bilirubine, les hormones sexuelles, la
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mélanine, la mélatonine, I'acide lipoique et lerogme Q. De tous ces composés endogenes
synthétisés par les cellules, le plus importansast doute le glutathion réduit (thiol majeur
au niveau intracellulaire) qui protége non seulencentre les radicaux oxygéneés, mais aussi

contre les peroxydes ou'MO[47].
IV.3.4. Les antioxydants non enzymatiques d’origin@utritionnelle

Plusieurs plantes utilisées en médecine tradititesent douées de propriétés antioxydants
remarquabled.es fruits et les Iéegumes contiennent une grandétead’antioxydants comme

la vitamine C, la vitamine E, les caroténoidesuetosit les polyphénol3].
IV.3.4.1.La vitamine E

Le terme générique de vitamine E désigne en fat famille constituée des tocophérols et
tocotriénols, la forme la plus active étant-lfbcophérol. Cette vitamine est décrite comme
étant le principal antioxydant liposoluble dansplasma et les érythrocytes chez 'lhomme.
Situé dans les lipoprotéines et dans les membréremcophérol est capable, d’'une part, de
piéger chimiquement I'oxygéne singléO@) en s’oxydant en quinone, d’autre part, de réagi
avec le radical hydroxyle @H). Mais son principal role biologique est de iéayec les
radicaux peroxyles (ROPDpour former un radical tocophéryle.aktocophérol est régénéré

essentiellement selon deux voies ; d’une partitéanine C, ou l'acide ascorbiq(&4].

IV.3.4.2.La vitamine C
C’est I'un des principaux antioxydants hydrosolgblgrésent dans les fluides intra- et

extracellulaires. La vit C peut directement réagiec des EROs comme Ha 02'. Elle peut

recycler la- tocophérol pour aider a prévenir I'oxydation dpales[1].

IV.3.4.3.Les caroténoides

Ce sont des pigments orange, rouge et jaune, lygass, synthétisés par les plantes. lls
regroupent les carotenes (dont les lycopenes) ssixdmthophylles. Certains caroténoides

jouent un réle important dans la synthese de lamiite A Ils présentent des propriétés

antioxydants agissant surtout sur I'oxygene single{65].
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IV.3.4.4.Les polyphénols

Les polyphénols végétaux regroupent une grandeétéade composés comprenant entre
autres les flavonoides, les anthocyanes et lessa@ie sont des composeés ubiquistes que I'on
retrouve dans les plantes. lls attirent I'attentabgpuis quelques années a cause de leurs
propriétés antioxydants. En effet, ils sont capable piéger des radicaux libres, d’inhiber la
peroxydation lipidique en réduisant les radicauxirbyyles, superoxydes et peroxyles. lls

sont aussi capables de piéger les ions métalligaedls ont des propriétés chélatrj6é].

VI. La doxorubicine

Les RL sont impliqués dans plusieurs processusifeelau cancer et plus particulierement, a
la chimiothérapie anticancéreuse. Dans cette parties allons développer le role des RL
dans la cardiotoxicité de la doxorubicine.

Le cancer est une cause majeure de décés dammtema l'origine de 8,2 millions de déces
en 2012. Les cancers du poumon, de I'estomac, igy do colon et du sein sont ceux qui
entrainent le plus grand nombre de déces chaqueEeafar ailleurs, les types de cancer les
plus fréquents ne sont pas identiques chez les lesneh chez les femmes. D’apres les
projections, la mortalité due au cancer devraitnaemter de 50 % d'ici 20887]. Le terme
médical utilisé pour décrire le cancer est néoplagii provient du grec et signifie nouvelle
formation. Le cancer est donc le résultat de Idiplidation anarchique de cellules anormales
mutées d’un tissu, qui échappent aux mécanismeatibkbde différentiation et de régulation
lors de leur multiplication. Ces cellules sont dapa d’envahir un tissu normal avoisinant, en
le détruisant, puis de migrer dans d’autres cormpartts de I'organisme pour former des
métastasef68,69].

Plusieurs voies thérapeutiques ont été décrites:

La chirurgie[70] ; La radiothérapi¢71,72]; L’hormonothérapig¢73,74]; La chimiothérapie
[75,76].

VI.1. Définition et origine

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

des anthracyclines. L’histoire de la doxorubicineutp étre rapportée aux années 1950,
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lorsqu’un laboratoire italien "Farmitalia Researchboratories” était a la recherche d'un
composé anticancéreux. Dans ce cadre, une nousellehe de bactéri&reptomyces
peucetius a été découverte, produisant un pigment rougabtitui a été isolé. L'antibiotique
fabriqué par cette bactérie a présenté une actawit&éancéreuse importante contre certains
modeles de tumeurs murines. Ainsi, la premiérerantitline découverte et utilisée fut la
daunorubicine. Le suffixe -rubicine rappelle la leauw rouge intense. Les essais cliniques ont
débuté en 1960 et le médicament reconnu un sueckssiel traitement des leucémies aigués et
des lymphomes. Mais, en 1967 il a été démontrélawaunorubicine produit une toxicité
cardiaque fatale. Des modifications ont été réasiséur la machinerie génétique des
Streptomyces pour produire un antibiotique différdls nommerent le nouveau composé
adriamycine, puis a été changé en doxorubicine peumenir conforme avec la convention
pharmaceutique et approuveée par la Food and Drugiristration (FDA) en 1974. En 1976,

il est apparu une troisieme génération de ces ml@g€cavec lidarubicine, d’origine
synthétique, obtenue en supprimant le radical nxgthde la daunorubicingr7,78].

A ce jour, la doxorubicine est la molécule de réfée la plus utilisée en chimiothérapie
malgré sa cardiotoxicité élevée. Elle possede uyelapectre anticancéreux y compris les
leucémies, les lymphomes (maladie de Hodgkin) tueneurs solides (cancer du sein et de

I'ovaire, sarcomes 0sseux et tissulaires, neurtitaess)[79].

VI.2. Structure moléculaire

La structure des anthracyclines comprend deuxgsarti

» Une aglycone composée d'un noyau polyaromatiquacigtiique hydrophobe quasi
plan portant des fonctions quinones et hydroquiapqgai leur permet de fonctionner
comme accepteur et donneur d’électrons.

> Un aminosucre, la daunosamine, lié au carbone CTagbcone par une liaison

glycosidique.

La doxorubicine (ou adriamycine) a une masse mtéeude 578.98 Da, elle est composée
d'un noyau tétracyclique chromophore relié par Uiaeson glycosidique a un substitut
glucosamine; c'est I'anthracycline de référerfEe@urel2). La structure particuliere des

anthracyclines, en I'occurrence la DOX, leur peruatigiteragir avec I'ADN et de s'intercaler
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entre deux paires de bases du double hélice, @irevec les lipides pour lesquels elles ont

une forte affinité. Ces molécules réactives sonsitdes aux oxydoréductions cellulaifég].

Aglycone

Daunosamine

Doxorubicine Daunorubicine _

Figurel2. Les structures moléculaires de la doxorubicineaenhdrubicine.

VI.3. Principaux mécanismes d'action antitumorale

La compréhension de l'action anticancéreuse désamyclines a considérablement progressé
avec le développement de la biologie et de la phaohogie cellulaire. Les anthracyclines
s'intercalent entre les paires de bases azotée$AD& et inhibent l'activité de la
topoisomérase Il, d'ou le nom d'intercalant donree &roupe de substances. Le noyau, les
mitochondries et les membranes cellulaires desilesltumorales sont les cibles potentielles
des anthracyclines. La plupart d'entre elles fotntkssERCs responsables de leur toxicite,
mais pas de leur activité antitumorale. Plusieugésanismes sont impliqués dans leur activité
anticancéreusgy9]:

» Intercalation dans la molécule d’ADN les anthracyclines se lient de fagcon covalente
aux doubles-brins de 'ADN pour former un compldA®N-anthracycline]. Ces
liaisons se font principalement sur les résidusnmeade I'ADN et sont réversibles.
Leur structure multicyclique plane leur permet denfer des adduits ou ponts
(crosslink) en s’interposant entre deux pairesat®ed adjacentes dans la double hélice
et d’y contracter des liaisons hydrophobes et gstdtiques. En s’intercalant dans
I’ADN, les anthracyclines inhibent la réplicatidi, transcription et donc la synthése
protéique[81].

» Inhibition de I'enzyme topoisomérase Il: les topoisomérases sont des enzymes
chargées de réguler les conversions topologiqued’Ad2N. Leur fonction est
essentielle durant de nombreuses étapes du métalkotie 'ADN et permettent le

bon fonctionnement nucléaire. Les topoisomérasésdliisent des cassures doubles
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brins transitoires de I'ADN afin de permettre a sagment de I'ADN de passer a
travers un autre et ensuite ressouder les segneenises. Les anthracyclines en
s'intercalant & I'ADN stabilisent le complexe titoige de clivage [ADN-enzyme] et
empéchent la relégation des brins par les topoismsaé Il. Ainsi, la formation du
complexe ternaire stable [anthracycline-ADN-topoigoase 1] stabilise les coupures
double brins et prévient la topoisomérase Il deréds extrémités libres des segments
coupés pour la restitution de la structure tridisiennelle de I'ADN. L'inhibition de
cette enzyme provoque un arrét du cycle cellulairés2/M et la mort cellulaire. Les
cellules en phase GO ne possédant que peu dedoposes Il sont peu sensibles a
ces agentg32].

> Inhibition de la synthése d’ADN: I'action pro-apoptotique des anthracyclines est en
partie initiée par une voie de signalisation impéqgt la protéine P53. En effet, la
doxorubicine peut induire I'expression de cettagine de maniere dose dépendante.
La p53 se fixe sur I'ADN, y active la transcripti@u géne Bax (médiateur pro-
apoptotique), qui induit la libération du cytochmnt par ouverture des pores
mitochondrial, et inhibe celle du géene Bcl-xL (nmedtdur anti-apoptotique). La
synthese d’ADN est donc inhibgeg].

> Interaction avec les membranes plasmiqueda doxorubicine et les anthracyclines
en général ont une tres forte affinité pour les tmemes lipidiques a travers lesquelles
elles diffusent passivement. Elles s'associentctineent avec les phospholipides par
interactions ionique. La présence d'anthracyclmesein de la bicouche lipidique peut
altérer la structure et la fonction membranairenedifiant les interactions lipides-
lipides et lipides-protéines, notamment les pr&gimembranaires impliquées dans
les voies de signalisation cellulaires. La doxocirt® peut ainsi exercer son action

cytotoxique directement en modifiant les propriétédluidité membranairg83].

VI.4. Administration et pharmacocinétique

L'hydrophobicité de la doxorubicine associée a awre de base faible non chargée lui
permet de diffuser passivement a travers la mensbpdasmique par un mouvement de flip-
flop du feuillet externe au feuillet interrfBigurel3) [84] Elle atteint le noyau toujours par
diffusion pour enfin se lier a 'ADN. Au pH physigique intracellulaire (7,2-7,4), le
groupement sucre se charge positivement, ce goigiate stabiliser la drogue intercalée via
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des liaisons électrostatiques. Le transport trangon@naire de la doxorubicine associe ainsi
une diffusion passive et un efflux actif par la Iigegprotéine (P-gP) dont le mécanisme
d'action n'est pas encore complétement élucidé.aSommulation intracellulaire est fonction
de la cinétique d'incorporation qui dépend des ménzes d'influx et d'effluXFigurel4)
[85].

Anthracyeline
- & i
I Insertion

dans [la membrane
| P-gp | Byee o
[ oy [,
_'I — Flip-Flop
e & k‘:
l_’ % Liuirfati;;.n_

2 ATR 2 (ADP + PP1) =

Figurel3.Modele de transport d'une molécule d'anthracygareflip-flop (changement de

position des molécules d'un feuillet de la bicouahautre).

Les anthracyclines sont administrées par voie uetreeuse afin d'atteindre rapidement la
tumeur sans étre trop dégradée, et en injectiadeapour éviter une extravasation a cété de
la veine qui endommagerait les tissus. Ces suletapossédent une importante diffusion
tissulaire et sont rapidement captées par différengjanes : cceur, reins, poumons, foie et
rate, mais ne traversent pas la barriere hématépbiatiqug86].

Les études pharmacocinétiques montrent que la dbicne a un profil multiphasique, la
phase initiale de distribution est rapide avec emgds de demi-vie entre 5 et 30 min et la
phase finale d'élimination est lente avec un tedgodemi-vie de 30 a 40 h. Elle est liée a 75
% aux protéines plasmatiques, surtout l'albunf37. La DOX est métabolisée, au niveau du
foie, en doxorubicinol, son métabolite actif pripali[88]. Elle est éliminée principalement
par voie biliaire, mais également par voie rénile.effet, 10 a 15 % de la dose administrée
sont retrouvées dans les urines, ce qui expliqueltaration rouge de l'urine, quelques jours

apres le traitemeri89,90].

33



Chapitre | Partie bibliographique

Diffusion de la

Doxorubicine
@ & @
® L
@
\\\ : ’,’ P-glycoprotéine
' £
@ " ®
o ® o © Membrane plasmigue

\
MO

Dommages a 'ADN

Figurel4. Diffusion passive de la doxorubicine a travers Embrane plasmique et son efflux
actif par la P-glycoprotéine.

VI.5. Toxicité cardiaque des anthracyclines

Les anthracyclines représentent un pilier de lenadthérapie; mais, leur cardiotoxicité est le
facteur limitant dans la prescription de cette sgahérapeutique. En effet, I'utilisation des ces
drogues s’accompagne d’un risque de 10 a 50 % iiotaxicité cumulative se traduisant

par une cardiomyopathie. Celle ci pouvant évolugrus ou moins long terme vers une
insuffisance cardiaque (IC) congestive sévererévarsible, engageant parfois le pronostic
vital alors méme que la tumeur est guérie ou ctaaf@03,104].

VI. 5.1 Principaux mécanismes de la cardiotoxicitéles anthracyclines

Les études ont montré que les anthracyclines omt deécanismes d'actions distincts. En
effet, I'activité antitumorale et la cardiotoxicitorrespondent a des cibles intracellulaires
différentes. L'action anticancéreuse est rappaatas effet intercalant du médicament au
niveau de I'ADN et & l'inhibition de 'enzyme nualée, la topoisomérase I, inhibant ainsi la
transcription et la synthese protéique. Cependatie enzyme est tres peu exprimée dans les
cellules cardiaques. Ce constat a conduit a laereble d’autres mécanismes susceptibles de
rendre compte de la toxicité cardiaqgue des antbliaeg [105]. Le mécanisme de
cardiotoxicité n’est pas totalement connu.

Plusieurs hypotheses ont été avancées
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VI1.5.1.1.Hypothése radicalaire

La pathogénie de la toxicité cardiaque des antletens n’est pas clairement définie; elle est
probablement multifactorielle, avec principalem@moduction de RL de l'oxygéne et de
l'azote, perturbation de I'homeéostasie calciqueppégse cellulaire et modulation de
'expression de certains genes de la signalisateltulaire. L’hypothése du développement
d'un stress oxydatif induit par les anthracyclinest le plus communément admise.
L’augmentation de la production de RL associée @ diminution des systemes de défenses
AO serait a l'origine des atteintes irréversiblds@rvées au niveau des cardiomyocytes
[94,95].

Les oxydants appartiennent a deux familles pridefpdes espéces réactives d'oxygéne, dont

le parent est @, et les espéces réactives d'azote, dont le pasete NO(Figurel5).
1) Formation d’especes activées de I'oxygene

Le métabolisme de la doxorubicine entraine I'agjmeri de RL, principalement I'anion
superoxyde @ et le radical hydroxyle OHCes molécules chargées négativement sont trés
instables et responsables de I'oxydation des Igigelyinsaturés, avec désorganisation
membranaire et dysfonctionnement de la respiratimitochondriale. Les cellules
myocardigues sont particulierement sensibles auxc&Lelles sont pauvres en agents AO
comme la catalase et la SQEB]. Ces RL sont créés par deux voies différentes
» La voie de la réduction par les flavines réductgdasées au niveau de la membrane
mitochondriale avec transformation de I'anthragyelien dérivé semi-quinone puis
hydroquinone en cédant des électrons. Les antHmaeycont une structure de type
guinone pouvant subir une réduction par les flavinéductases (cytochromes#?
réductase, NADH déshydrogénase), pour aboutir #orlaation d’'un dérivé semi-
guinone radicalaire et induire une production agae ERO[97]. Ce dérivé peut
subir une réduction en hydroquinone, ou retournsa dorme initiale en cédant son
électron célibataire a I'oxygéne, produisant aides radicaux superoxydes {Q)
(Figurelb).
> La voie non enzymatique par la réaction d’Habera&/eivec liaison du cation ¥e
avec trois molécules de doxorubicine puis réductianFé* en Fé* avec transfert
d’électrons[98]. Cette voie fait intervenir la formation d’'un corapé entre les

anthracyclines et le fer. Dans la cellule, I'iomrigue F&" est libéré de ses sites de
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stockage, transferrine et ferritine, par I'attagies anthracyclines. Le Fese lie alors

a trois molécules d'anthracyclines pour former wmplexe trés stable : Fe

(anthracycline). Ce complexe subit un cycle d’oxydoréduction, dortmaissance a

un complexe radicalaire Fe(anthracycline) Ce dernier peut céder son électron

supplémentaire a 'oxygene moléculaire et abodutisiaa la formation de radicaux
~ (Figure 15et 16) [99].

2) Formation d’espéces activeées de I'azote

Le NO est produit a partir de L-arginine et d'oxygene Ipadomaine oxydase de I'enzyme
NO synthase endothéliale (eNOS). De plus, sougt'de stimuli inflammatoires induit par
les anthracyclines, le NQGest également produit a partir de L-arginine pamnziyme NO
synthase sous sa forme inductible (iINOS) présantaveeau des macrophages et des cellules
vasculaires. Les anthracyclines peuvent aussirétiusites par le domaine réductase des eNOS
en dérivé radicalaire semi-quinone qui, en présefmeygéne, peut conduire a la formation
d’O," [100]. Les deux radicaux £ et NO sont modérément toxiques individuellement, mais
lorsqu'ils sont produits de fagcon concomitante rtgeandes quantités, ils se combinent
immédiatement pour former un oxydant puissant, deoyynitrite (ONOO). Celui-ci peut
générer le radical OHndépendamment des processus faisant intervefer [Eigure 15 et

16) [101].

ANTHRACYCLINE
forme radicalaire semi-quinone

o
e R o S = P

[T T= O, L-arginine

- N L 2
e, o o =]
wesioy \ /
- aytochmome P-150 réduciase,
MADH déshydrogenase,

Fa** libre.
| domaine réduckases —| | domairee oo Ese

baes .Tf_ .”.' \\.
R L-gitrulline

ANTHRACYCLINE
forme quinone

-
{(Epirubicine) |

ONOO- H'. “NO, + -OH

Figure 15.Production de radicaux superoxydes ({Qoar réaction enzymatique
d’oxydoréduction de la fonction quinone des antiches et formation de peroxynitrites
(ONOO) [101].
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Dans les cellules myocardiques, en présence dexarubicine, les RL sont formés a des
concentrations tres élevées ne pouvant pas étsespen charge par les systémes de
détoxication. Les RL sous formes d'anthracyclireeicalaires, KO, O,”, OH, ONOCO ou
autres jouent un role tres important dans la ceogicité induite par les anthracyclines. lls
induisent l'oxydation des constituants cellulai{épides, protéines, ADN) altérant leurs
structures et leurs fonctiofts9].

La peroxydation lipidigue des acides gras polyimsst est responsable de Il'altération et
dégradation des fonctions membranaires: elle alééphysiologie des membranes cellulaires
en induisant une diminution de leur fluidité menmaiae, modifie leur perméabilité aux ions,
entraine l'inactivation d'enzymes et de réceptelrsxydation des acides aminés modifie les
structures secondaires et tertiaires des protéieesentraine des dénaturations, des
fragmentations et la formation d'agrédaid).

De plus, les lésions de la paroi des organitesreirges par les radicaux libres entrainent
aussi une surcharge calcique mitochondriale. Eat,df stress oxydatif associé au traitement
par les anthracyclines peut induire des lésionseahdndriales ayant pour conséquence une

evolution de la cellule vers I'apoptofegurel6) [102]
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Figure 16 Mécanisme de la toxicodynamique et de la phrmacaayque de la
doxorubicine dans les cardiomyocyis?].
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VI1.5.1.2. Hypothése liée au niveau de I'apoptosellegaire induite par la doxorubicine

Une hypothése physiopathologique est née du faatlgs anthracyclines sont de puissants
inducteurs d’apoptose impliqguées dans le développemde l'insuffisance cardiaque. La
maitrise des meécanismes réactionnels cytotoxiquess ahthracyclines s'integre dans la
compréhension des processus d'induction de lacetulaire[106]. Cette voie a été mise en
évidence au cours de nombreuses expérimentatiorigranet in vivo qui ont montré que les
anthracyclines pouvaient conduire a une perte liide® cardiaques par apoptofE)7].

La cardiotoxicité provient de l'action pro-apopjoe initiee par les ER@ui activent la
protéine p53. En effet, I'anion superoxyde™ ©ntraine l'activation desp qui a son tour
permettre I'induction de la cascade pro-apoptotjtQ8].

VI.5.2. Aspects histologiques des Iésions cardiaes induites par la doxorubicine

L’administration d’anthracyclines entraine desdési au niveau des cardiomyocytes et du
tissu interstitiel cardiaque. L’évaluation histalpge de la toxicité des anthracyclines a été
rendue possible grace au développement des te@mide biopsie endomyocardique.
Macroscopiquement, le cceur endommagé par les agttirees est flasque et ses ventricules
sont souvent dilatés. L'examen montre un épaississe endocardique et une fibrose
interstitielle. L'administration de DOX entrainesdeemaniements importants de la matrice
extracellulaire : raréfaction, voir disparition déseau fibreux périmyocytaire, remplacé par
des plaques de tissu fibreux cicatriciel denserddicopiguement, des anomalies quantitatives
et qualitatives des cardiomyocytes ont été obsefde)].

Les myocytes apparaissent petits, rétractés avaytoplasme présentant une accumulation
lipidique, des lysosomes nombreux, une perte myibéilve et un aspect vacuolaire par
distension du réticulum sarcoplasmique, puis unnoedinterstitiel et une dégénérescence

nucléaire surviennent, conduisant a la mort cef@fda11].

VI.6. Biomarqueurs de la cardiotoxicité

L’histoire des marqueurs cardiaques débute des 4984 la détermination de I'activité de
'aspartate aminotransférase dans le diagnostidimfarctus du myocarde (IDM), suivie

rapidement par celle du lactate déshydrogénase.n@egqueurs ont été beaucoup utilisés
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jusqu'a l'introduction de la créatine phosphokinagans les années 60 qui a permis
d’augmenter la spécificité d’organe. Cette spéitifis’améliora encore avec la détermination
de I'isoenzyme « cardiaque » de la créatine phdsphse, la CK-MB. Puis vint l'utilisation

de la myoglobine, précoce mais peu cardiospécifiguéa fin des années 80. Enfin, des
marqueurs de sensibilité analytique tres élevéetrdégonines, furent développés au début des
années 90. Tres récemment, de nouveaux marqueniramgaarus dans le cadre de la prise en

charge de l'insuffisance cardiaque, les peptidésunétiqueg112].

VI.6.1. La CPK

La créatine phosphokinase totale (CPK ou CK) estanzyme intra cellulaire qui catalyse la
phosphorylation réversible de la créatine en anéaphosphate par le complexe MATP.
Elle se trouve en majorité dans les muscles sditgles et cardiaques, d’ou son dosage lors

des atteintes musculaires ou en cardiologie (I[PMP].

VI.6.2.La LDH

Le lactate deshydrogénase (LDH) est une enzyme plagmique qui catalyse la
transformation du pyruvate en lactate ou la réacinverse, en présence de NARADH.
Elle est retrouvée dans différents organes (raioes)r, muscles, pancréas, rate, foie...). Le
dosage de ce marqueur est ainsi retrouvé en hé@ygemtokn oncologie, en cardiologie (IDM
et suspicion d’hémolyse sur prothése ou plasties das cardiopathies valvulaires et
congénitales graves de I'adulte) et lors de patfietodiversefl12].

VI16.3.Les transaminases

Les transaminases sont des enzymes ayant unet@ctigtabolique a l'intérieur des cellules.
Ces enzymes sont présentes dans plusieurs tisgeiscdeur, reins, muscles ...) reflétant ainsi
l'activité du foie et du cceur. Il existe deux typds transaminases : les SGPT, signifiant
Sérum Glutamopyruvate Transférase (appelées augsi AAlanine-Aminotransférase) et les

SGOT, pour Sérum Glutamooxaloacétate Transférase@meées également ASAT, pour
Aspartate-Aminotransférase). Leur augmentation igngod'une Iésion cellulaire dans le foie,

le coeur, les muscles ou les reins.

39



Chapitre | Partie bibliographique

Les ALAT (SGPT) se retrouvent essentiellement danfoie, les reins mais également en
faible quantité dans les muscles striés et danglddsiles rouges.
Les ASAT (SGOT) se retrouvent plus spécifiguemeaanrtsdles muscles striés, les globules

rouges et dans le foj@13].
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Chapitre Il. Matériel et Méthodes

Le travail expérimental, ayant pour objet I'étudel@ffet préventif de la plante médicinale:
Ruta montana sur la cardiotoxicité induit par la doxorubicine. Larfi@ expérimentale est
réalisée au laboratoire de biologigniversité Abbés Laghrour - Khenchelaet laboratoire

central de biochimieCentre hospitalo-universitaire Dr Benbadis -Constatine.

. Matériel

l.1. Matériel biologique (Echantillonnage)
[.1.1. Matériel végétal

L’espéce sélectionnéeRr. montana» a été récoltée dans la région de Mila en Mai 2612
identifiée par Mme Kabouche Z professeur au Lalinatd’Obtention des Substances
Thérapeutique (LOST) de photochimie, a l'univershitentouri Constantine. La partie
aérienne (feuilles, fleures et tiges) de la plamteoltée a ensuite été séchée a I'abri de
I’humidité et de la lumiere du soleil pendant 1 sadnfin, la plante seche a été pulvérisée au

broyeur pour obtenir une poudre fine pour qu'etie préte a I'utilisation.
[.1.2. Matériel animale

L’étude a été réalisée sur des rats Wistar albiméles provenant de linstitut Pasteur d’Alger,
Algérie, pesant entre 130g-260g les animaux sqartis en 4 lots ayant libre acces a I'eau
et a la nourriture. Les animaux destinés au tratgnsont préalablement mis en période

d’adaptation allant de 7 a 15 jours.
1.1.3. Le médicament anticancéreux : la doxorubicia

Le médicament anticancéreux que nous avons utilisé powoquer la toxicité au niveau du
coeur du rat est la doxorubicine (50mg/25ml) ; lis@ été fourni par le centre anticancéreux
de Constantine (CHUC)

1.2. Réactifs chimiques et instrumentations

Plusieurs réactifs chimiques et solvants ont éiklség dans nos expériences, parmi ces
produits: FeG), acidesulfurique(H,SQy), HCI, acide acétique, NaOH, NBH, KI, I,, NaCl,
AICl3, quercétine, KFe[CN]6, Gomme Arabique, acide orthophosphorique¢thanol, n-
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butanol, Ether de pétrqglacétate d'éthylechloroforme, formol, proviennent tous de Sigma-
Aldrich.

Parmi l'appareillage utilisé: RotavapeudHAHNVAPOR ), spectrophotometre UV-Vis a
double faisceauJENWAY 6305 UV/VIS), Chambre d’observation UV « 264/365 nm »
(VILBER COURMAT ), Bain Marie MEMMERT ), Etuve universelle de 5 & 220°C avec
ventilation MEMMERT ), Agitateur magnétiqueSCILOGEX), vortex YELP) et Balance
(OHAUS), Automate ArchitectADVIA 1800).

Il. Méthodes

II.1. Méthodes concernant le matériel végétal
[I.1.1. Préparation des extraits végétaux

[1.1.1.1. Extraction avec différents solvants orgaigues a polarité croissante

La partie aérienne (tiges, fleures et feuilles)la@lanteR. montana a été bien nettoyée et
séchée a température ambiante, ensuite broyéeide Idun broyeur. La méthode de
Markham [40] était suivie pour I'extraction des flavonoides eatilisant des solvants
organiques a polarité croissante. Suivant cett&éodét 640 g de la poudre Bemontana est
introduit dans un bécher qui contient le mélangdrbgicooliques; méthanol /B (7:3)
pendant une nuit (macération alcoolique). Cetthartieie est effectuée 3 fois, suivie chaque
fois d’'une filtration et soumis a une évaporatiotative a 50 °C utilisant un rotavapeur
(HAHNVAPOR) pour obtenir I'extrait brut méthanoliguL’extrait brut méthanolique a été
initialement mélangé avec I'eau distillé pendant mnit, Aprés filtration la phase aqueuse a
été soumise a trois extractions successives ligiqdale par I'éther de pétrole, I'acétate
d’éthyle et le butanol. LRigure 17 résume les différentes étapes de cette extraction.
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Matériel végétale sec et broy%

Trois macération successives (24h chacune) Dans
Me(OH) —H0 7/3 puis filtration

Filtrat total

Evaporation a 60°C

Extrait brut métharlique

Macératioi2 h dans I'eau bouillante puifiration

Phase aqueu

Trois affrontements successifs par éther de pétrole

Phase aqueu Phase éther cpétrole

Trois affrontements successifs par I'acétate
d’éthyle

Phase acétate d’éthyle
Phase aqueuse y Evaporation

- [0)
Trois affrontements a40%
successil par r-butanol
Evaporation & 40°c
Phase aqueu Phase butanoliq
Evaporatiol a70°
Extrait butanoliqu Extrait acétate Extrait éther de pétrol%

Figure 17.Les 3différentes étapes d’extractions successiyaislie-liquide par I'éther de
pétrole, I'acétate d’éthyle et le butanol
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11.1.1.2. Procédé de I'extraction des flavonoide®taux

Afin d’extraire I'ensemble des flavonoides (aglyesret glycosylés), nous avons adopté la
méthode de Harborne (1975) selon laquel, un po&d2aD g de la poudre végétale (tiges,
fleures et feuilles) est mis en macération dan®dad@u mélange méthanol/ eau (7 / 3) (VIV)
pendant 24 heures puis filtré. Cette étape estéépguatre fois avec le méme mélange de
solvants, la quatrieme macération est chauffédiltrat total obtenu est évaporé a moins de
60°C a sec et le résidu d’évaporation est macéné tieau bouillante pendant une nuit, puis

filtré par un papier filtre.

La deuxieme étape consiste en I'affrontement gévése aqueuse obtenue au n-butanol. Dans
une ampoule a décanter, la phase agueuse obtenasfilfiation est mélangée avec du n-
butanol, aprés agitation puis décantation, deuxsgihaont obtenues; une phase organique
(butanolique) en haut et une autre aqueuse plusedambas. Les deux phases sont séparées
et la phase aqueuse subit un deuxieme affrontepaerié méme solvant qu’est le n-butanol
pour extraire le maximum de substances flavonoequEnfin, la phase organique totale
obtenue est évaporée a sec a 65°C par un évaporatatif. Le résidu d’évaporation

représente donc I'extrait des flavonoides totauxsgta utilisé dans cette étude.

Le déroulement de la procédure d’extraction degofiaides totaux est représenté dans la
Figure 18.

11.1.2. Rendement de I'extraction

Le calcule des rendements par rapport au poiddesépoudre végétale.
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CMatérieI végeétale sec et brc&

Trois macération successives (24h dans
Me(OH)- H,O7/3 VIV puis filtration. Derniere
maceérations (24h) dans Me (C

( Filtrat tota )

Evaporation & moins de 70°C

( Résidt )

Macération (12h) darde I'eau bouillante puis filtratic

C Phase aqueu )

3 affrontements successifs par n-butanol et
séparation de 2 phas:

C Phase organique tot. )

Evaporation & moins de 65 °C

Résidu se : extrait butanolique deflavonoides totat

Figure 18.La procédure d’extraction des flavonoides totaux

11.1.3. Screening chimique des plantes

Le screening chimique est un ensemble de réaathiniques qui permettent d’identifier la
présence des principales catégories des substamogigues naturelles contenues dans une

plante et responsables de propriétés pharmacolkesjiqu
Les tests phytochimiques sont réalisés sur I'eéddbrat méthanolique.
[I. 1.3.1. Recherche des tanins

2 a 3 gouttes de la solution de Fe@l 2%, sont ajoutées a 2 mL de [I'extrait brut
méthanoliqgue. La solution obtenue est reposée péndaelques minutes. Le test est
considéré positif s’il ya I'apparition d’'une coétion bleue-noire et un précipitél].

II. 1.3. 2. Recherche des saponosides
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» Test 1 :5 ml de 'extrait brut méthanolique sont mélangeéscalO ml d’eau distillée
pendant 2 min. La formation d’'une mousse persistaqrés 15 min confirme la
présence des saponosidéd].

» Test 2 :5 ml de I'extrait sont mélangés avec 2 ml de cHitmroe et 3 ml d’acide
sulfurique concentré. Une couleur rouge-marronn@admuche d’interface indique la

présence des triterpenes hétérosidi¢92s

Il. 1.3.3 Recherche des flavonoides

5 ml de I'extrait méthanolique sont traités aveelques gouttes d’AlGI(1%). La présence

des flavonoides est confirmée par I'apparition d'aouleur jaun¢92].
II. 1.3. 4. Recherche des composés réducteurs :

Ce test est basé sur la réaction de Keller-Kilianil d’acide acétique contenant des traces de
FeCk et 5 ml d’acide sulfurique contenant des traceBelgl sont ajoutés a 1 ml de I'extrait.
La présence des composeés réducteurs est confirmé& garmation de deux phases, une

colorée en brun rouge (acide acétique) et la dewxien bleu-vert (acide sulfuriqué].

Il. 1. 3. 5. Recherche des coumarines

Parmi les composés réducteurs on note les coursatamenise en évidence de ces dernieres
se fait selon la méthode décrite @2].Placer 1 g d’échantillon de la plante humide dams u
tube a essai. Couvrir le tube avec un papier imtlibge solution de NaOH et le placer dans
un bain marie pendant quelques minutes. Ajouterndl,s<de NHOH (10%). Mettre deux
taches sur un papier filtre et examiner sous ladterultraviolette. La fluorescence des taches

confirme la présence des coumarines.

Il. 1. 3. 6. Recherche des alcaloides :

Ce test est fait pour révéler la présence ou llateseles alcaloides sels. 5 ml d’'HCI (2N) sont
ajoutés a I'extrait et chauffer dans un bain makres la Filtration, le filtrat est traité avec le
réactif de Wagner (2g de Kl et 1,27g.8Bblubilisé dans 100 ml d’eau distillée). La prase

de turbidité ou de précipitation indique la présedes alcaloides sdB2].
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1I.1.4. Etude quantitative
II. 1.4. 1. Dosage des flavonoides

Les flavonoides d’extraits, méthanolique, éthempdeole, acétate d’éthyle, butanolique et
des flavonoides totaux deuta montana ont été quantifiés par la méthode du trichlorure
d’aluminium [93]; 1 ml de chaque extrait (préparés dans le méthpoor avoir des
concentrations convenables) a été ajouté a 1 mladsolution d’AICE (2 %, dans le
méthanol). Aprés 10 minutes d’incubation, I'absod®&a été lue a 430 nm. La concentration
des flavonoides dans les extraits a été calculgartad d’'une courbe d’étalonnage y= ax+b
établie avec la quercétine a différentes conceatrat(0-40ug / ml, chacune a été préparée
dans le méthanol) pratiquée dans les mémes comglibpératoires que les extraits servira a la
quantification des flavonoides. La teneur en flaides a été exprimé en milligrammes

équivalents de quercétine par grammes du poiddrdiegmg EQ / g E]Figure 19)

1
0.9
£ 0.8 e
c .
§ 0.7
o 0.6 ® y=0,016x + 0,238
g 05 R2=0,959
g ' Pl
5 0.4
@ *
2 0.3 -
2 .
0.2
0.1
0 T T T T 1
0 10 20 30 40 50
concentration de quercétine pg/ml

Figure 19.Courbe d’étalonnage de la quercétine

[I.1. 4.2. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux des extraitRuta montana ont été effectué selon la
méthode de bleu de Prusse (Price and Butler, 1868ifice par Graham (1992). Cette
technique est basée sur le principe d’oxydatiorfeducyanide de potassium §{Re [CN]g)

par les polyphénols pour donner les ions ferreus?f, ces derniers réagissent avec le
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chlorure de fer(Fe@) et donne le complexe bleu de Prusse qui absori0a nm.
Brievement, 0.1 ml de chaque extrait (dilués daeul distillée ou dans le méthanol) a été
ajouté a 3 ml de l'eau distillée. Apres agitati@nmnl du KsFe(CN)g (0.016 M) puis 1 ml du
FeCk (0.02 M, dans le HCI 0.1 N) ont été ajoutés sugigement avec un intervalle de temps
d’'une minute. Apresl5 minutes, 5 ml de la solutsbabilisante (contenant 30 ml Gomme
Arabique 1 %, 30 ml acide phosphorique 85 % et 9@ean’eau distillée) ont été ajoutés et
I'absorbance a été lue a 700 nm. La concentratespblyphénols totaux a été calculee a
partir de I'équation de régression de la courb¢atb@nage de l'acide gallique (Og2g / ml)

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

d’extrait
1.2

1 /’
< 0.8 . ® y =0,004x + 0,112
S 0.6 * R?=0,965
s L
(5]
2 0.4
g /
= 0.2

O ? T T T T 1

0 50 100 150 200 250
Concentartion d'acide gallique en pg/ml

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

[1.1.5. Etude qualitative

[1.1. 5.1. Chromatographie sur couche mince

Cette méthode se repose sur la séparation desediffeconstituants d’'un extrait selon leur
force de migration dans la phase mobile qui egjémérale un mélange de solvant, adapté au
type de séparation rechercher, et leur affinitéavids la phase stationnaire qui peut étre un
gel de silice ou de polyamide. Les techniques chtographiques ne sont pas suffisantes
pour identifier un produit mais elles apportent dasseignements (Rapport frontal - Rf - et

coloration) susceptibles d’orienter vers une hypséhde structures.
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[1.1.5.2. Protocole de CCM sur gel de silice

Les analyses par CCM ont été effectuées avec dgsgs desilica gel, sur support rigide en

aluminium.

L’extrait est déposé a I'aide d’'une micropipetteu(2 a des points reperes a 1.5 cm du bord
inférieur de la plague. Ensuite, les plaques gtatées dans les cuves de développement
dans les quelles se trouve un systeme de solvppte@ié appelé phase mobile, a environ

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

L’extrait éther de pétrole
L’extrait acétate d’éthyle

L’extrait butanolique

YV V V V

L'extrait des flavonoides totaux

Apres développement dans une cuve en verre etge&desa plaques ont été observées sous
lampe UV a 254 et 365 nm. Les couleurs des spdtétérenregistrées ainsi de méme pour les
Rf.

[1.1.5.3. Calcul du Rapport frontal

Pour chaque spot on a calculé le facteur de réreqtii est égal a la distance parcourue par le
constituant/ la distance parcourue par le solMaattacteur permet de mentionner une

information préliminaire sur la structure des sahses flavoniques.

[1.1.6. Estimation in vitro de I'effet scavenger de extraits vis-a-vis du radical libre
DPPH°

bY

La capacité de lI'extrait a piéger les radicaux dibrest déterminée par une méthode
colorimétrique, simple et rapide. La méthodeKd®eva et coll, 2002 utilise le radical libre
2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH°) qui, a I'étatable, posséde une coloration violette
foncée, cette derniére devient jaune pale, a ltéthit du radica{Figure21). Ce changement

bY

de couleur est traduit par une décroissance doabbDPPH® a 517 nm.
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Substance donnant
un atome d’hydrogéne

R
NO2

Figure2l.La réduction du DPPH? par un antioxyd[10€].

<G

Forme radicalaire (DPPH’)

11.1.6.1. Réalisation de I'essa

Le DPPH° 2,2-diphényl-Picrylhydrazy (CigH1-NsOg) est solubilisé dans du méthal

absolu pour avoir une solution de 100L

A partir d’'une solution méthanolique mére dg= 10 mg/ml de I'extrait, les dilutior
suivantes ont été préparéesS2: 5mg/ml, C3: 3mg/ml, C4: 2mg/ml, C5:1mg/ml, : 0,5
mg/ml, C7 : 0,25 mg/ml, C80,12mg/m|

A chaque volume de 1,5 ml de la solution méthique du DPPH°un volume de 15 pl ¢
chaque concentration préparée de l'extrait estt@jofpres agitation et incubation a
température ambiante pendant 15 min, les dengitgues des mélanges réactionnels
mesurées par le spectrophotométre a m contre un blanc préparé dans les mé

conditions par le méthanol.

L’activité antioxydant est comparée a celle d’uav@inoide commercial qui est la querce

qui est & son tour déterminée de la méme facorejieede I'extrait.

11.1.6.2. Expressiondes résultat:

Pour obtenir la concentration efficace qui rédaitcloncentration initiale de DPI de 50%, les

résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibiionDPP} et donnés selon la formule suive :

Activité ant-radicalaire % = [(A— Ag) / Ag] X100
Ag et Ag sont les valeurs de I'absorbance du blanc et dbd¥tillon respectivement a 5

nm. Les résultats sont exprimeés par la moyenneoikernesures + écart ty)
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[1.2. Méthodes concernant le matériel animal

[1.2.1. Traitement des animaux
30 Rats sont utilisés pour cette étude qui a dbi@udrs. lls sont répartis en 4 lots.

» Lot 1 (Témoin: 7 rats): animaux recevant I'eau saliné (5ml/Kg) par gavpgndant
15jours.

» Lot 2 (extrait 7 rats) : animaux recevant par voie orale I'extrait acétditghyle de
Ruta montana a la dose quotidienne de 100 mg/kg/sml dilué dadiesu distillée,
pendant 15 jours.

» Lot 3 (Doxo : 8rats): animaux recevant I'eau saliné (5ml/Kg) par gavagadant
15jours puis traités le 12 jour par la doxorubicgaelle a la dose unique de 15 mg/kg
par voie intrapéritonéale.

> Lot 4 (Extrait + Doxo: effet préventif: 8rats) : animaux prétraités par I'extrait
acétate d'éthyle a la dose quotidienne de 100 mgétggavage pendant 15 jours, la
doxorubicine est administrée a la dose unique dad/&g par voie intrapéritonéale, le

12°™jour du traitement.

La prise alimentaire est controlée quotidiennenuamts chaque lot. L'état de santé général
des animaux traités est observé et le poids cdrplerehaque rat est mesuré chaque jour
durant toute la période du traitement.

[1.2.2. sacrifice des animaux et prélevement desléantillons biologiques:

Le sacrifice des animaux sont fait apres 48H ugektion de la doxorubicine. Les animaux
sont sacrifiés par décapitation, leur sang estpé@usur tubes héparinés pour les études

biochimiques et enzymatiques (dosage de la CPK,TARAAT et LDH).
[1.2.2.1. Dosages biochimique in vivo (activité dEPK, ASAT, ALAT et LDH)

a- Evaluation de l'activité enzymatique de la CPK

La créatine phosphokinase (CPK) catalyse la phogf#imn de 'ADP en ATP via la

conversion de la phosphocréatine en créatine. L’ Afideluit de cette réaction est utilisé pour
la phosphorylation de glucose en glucose 6-p (§-éARprésence de I'Hexokinase. Le G-6-P
est ensuite oxydé par I'enzyme glucose-6-Phospdathydrogénase (G-6-PDH) via la

réduction du NADP en NADPH. La vitesse de formatiience dernier est mesurée a 340 nm
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qui est proportinnelle a l'activité de la CPK se I'échantillon. d.eéactions résumant
principe de la procédure est représenté daFigure22.

Phosphocréatine Créatine

cPk _—
//—X

ADP ATP
- HK 7
//—\

Glucose-6-phosphate Glucose
‘\ G-6-PDH

NADPH, / 6-phosphogluconolactone

Figure22. Dosage de l'activité de la CPK.

NADP

bEvaluation de I'activité enzymatique de 'ASAT et IALAT

L’aspartate aminotransférase (ASAT ou GOT) catalgseansfert du groupement amine

I'aspartate sur I'alphaétoglutarate pour former une molécule d’oxalodeatade glutamat

En présence de NADtet de malate déshydrogénase (MDH), I'oxaloacétstteésluit en -
malate. Au cours de cette réaction, NADH est oxgdéNAD. La vitesse de diminution

I'absorbance est mesurée a 34( (Figure23).

L’alanine aminotransféraseALATouGPT) catalyse le trafext du groupement amine |

I'alanine sur I'alphacétoglutarate pour former une molécule d’oxalodaeétde glutamat:

En présence de NAD}et delactate deshydrogénagéDH), I'oxaloacétate est réduit er-
lactate. Au cours de cette réaction, NAlest oxydé en NAD. La vitesse de diminution

I'absorbance est mesurée a 34( (Figure23).

52



Chapitre I. Matériel et Méthodes

a-Cétoglutarate Glutamate a-Cétoglutarate Oxaloacétate

\_AsAr \_ AT
T x>

Aspartate Oxaloacétate NADH, Alanine Pyruvate NADH
/ |
MDH || LDH ||
Malate NAD Lactate NAD

Figure23. Dosage de l'activité de 'ASA(A), Dosage de I'activité de 'ALA(B)

c- Evaluation de I'activité enzymatique d« LDH

La lactate deshydrogénase (LD ou LDH) catalyseréduction du pyruvate par
NADH, pour donner le lactate et le N/* (Figure24). La concentration catalytique ¢

déterminée a partir de la vitesse de disparitioNADH, mesuré a 340 n.

O OH
| LDH
EHE_—E—E'D'DH —— EHE_— CH —COODH
NADH NAD+
Pyruvate Lactate

Figure24. Dosage de I'activité de la LDH

11.3. Analyse statistique

Toutes les expériences ont été faites en triple,résultats ont été exprimées en moyenne

son écart type (n = 3) pour chaque

Les résultats quantitatifs des différentes évabuatréaliséein vivo sontexprimes et

moyennez écart type€es résultats sont traités statistiquement pastd’ ANOVA.

Le seuil de signification est supérieur a 95% (PSD.tel qu: :
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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 tres significatif
(p<0.001) désigne un effet hautement significatif

L’ensemble des traitements statistiques est réalisgéde du logiciel Minitab.
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Chapitre Ill. Résultat et discussion

Le présent travail porte sur I'étude phytochimiguid’évaluation de I'activité anti-oxydante

des extraits de la partie aérienne de la planteainéte «R. Montana ».

I. Le rendement des extraits

a.L’extrait a été préparés a partir de la poudrdadeartie aérienne dB.Montana;

EMRM. Les résultats sont représentés dandbleau4.

Tableau4.Le rendement d’extrait méthanolique (EMRM)Rigamontana

La plante Le poids du matériel | Le poids des extrait: | Le rendement en
végetal en (g) en (q) (%)
Ruta Montana 640 342 43.71

b. L’extraction des flavonoides d®@ Montana a été effectuée par les solvants organiques a
partir d’extrait méthanolique; La partition liquidiguide a permis d’extraire trois fractions :

fraction éther de pétrole, acétatique et fractiotabolique. Les résultats sont représentés dans

le Tableaus

Tableau5.Le rendement des extraits (EEPRM, EAERM, EBRMRd®lontana

La plante Le poids du matériel Les Le poids des Le rendement
végetal en (g) extraits extraits en (g) en (%)
EEPRM 15.04 02.35
Ruta Montana 640 EAERM 03.55 0.55
EBRM 25.14 03.98

Le calcule des rendements par rapport au poidsdsela poudre végétaleldbleaud et

Tableau5 a montré que 'TEMRM représente le rendement Us glevé (53.43%), 'EBRM a
un rendement de (03.98%) et enfin les rendementsE&RM (2.35%) et de 'TEAERM
(0.55%) sont les plus faibles.

Selon Newman et Markharf#0] les flavonoides que pourraient contenir les chfiées

fractions issue de I'extrait méthanolique sera@rhme suit: I'extrait éther de pétrole qui est
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en générale constitué de flavonoides aglyconesemmautt méthoxylés, I'extrait d’acétate
d’éthyle contient les flavonoides aglycones et diaides glycosylés en particulier
monoglycosylés et I'extrait butanolique est pluhe en flavonoides les plus polaires (di, tri

et tétra-glycosylés).

c. L'extraction des flavonoides totaux d®&Montana a été effectuée par le solvant
organiques butanolique a partir d’extrait méthaqai La partition liquide-liquide a permis
d’extraire une fraction butanolique représentdlgnoides totauR Montana. Les résultats

sont représentés dans Tableau6.

Tableau6.Le rendement d’extrait méthanolique et des flavde®s totaux d&® Montana

La plante Le poids du matériel Les Le poids des Le rendement
végeétal en (g) extraits extraits en (g) en (%)
EMRM 74 43.71
Ruta Montana 200 EFTRM 16 8

Le calcule de rendements de I'extrait flavonoidaur par rapport au poids sec de la poudre
veégetalg(Tableau6) a montré que 'EMRM représente le rendement le plage34% et la

fraction des flavonoides totaux représente legeraht le plus faibl8%.
lI. Tests de mise en évidence de certains composés Bblgimiques

Les tests phytochimiques réalisés sur ETARM révdiemrésence de plusieurs familles de
composés dont les résultats sont présentés damableau?.
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Tableau7.Analyse phytochimique préliminaire d’extrait métbigue deR. Montana.

COmposeés EMRM

+

Tanins Apparition d’une coloration bleue noire et yn

précipité aprés 3min

+
Saponosides

+

Flavonoides
Apparition d’une couleur jaune

+

Composés réducteurs N i
Apparition de deux phases, une colorée en

brun rouge et la deuxieme en bleu-vert.

+
Coumarines

+

Alcaloides sels ] N o
Résultat positif avec le réactif de Wagner,

(présence de turbidité)

Les résultats sont interprétés comme suit: (+) ®&agositive, (£) Trace, (-) Réactions
négatives

L’étude phytochimique EMRM a montré que cettarpé contient: des flavonoides, des
saponosides, des tanins, des coumarines, des césnpmhicteurs, et des alcaloides sels. Ce
qui confirme les travaux de Belkassai®2] qui a été révélé la présence de Flavonoides,
Saponosides, Tanins et Coumarines dhidontana. La richesse de ces extraits en composés
chimiques actifs pourrait expliquer son utilisatimaditionnelle pour soigner de nombreuses
maladies telles que: la Fievre, contre les veesstimaux, Antispasmodique[114, 127, 128,
122].
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lll. Etude quantitative

Afin de caractériser les extraits préparés a paktis gainesRMontana, un dosage des
polyphénols et des flavonoidtotauxa été effectué. La raison principale pour le clumxces
substances réside dans le fait que la ma des propriéis antioxydants des plantes leur ¢

attribués.

[1l. 1. Dosages des flavonoid

Le dosage des flavonoides a été ré selon la méthode au trichlorud&luminiun [93]; en
utilisant comme standard la quercéi Les résultats sont représentian:la Figure 28 et

dans la gamme d’étalonnade la quercétir (Figurel9).

/67.4710.17
70 - 62.5 +8.66
w /
U 60
> /‘ 46.67 * 058
L 50 - 38.85+ 1.13
e / EAERM
o 40 1 EMRM
3 . vd 25.25£2.09 . EFTRM
S 3 -
c
S EEPRM
= /
8 20 7 EBRM
(2]
S 10 /
9
O O T T T T 1

EAERM EMRM EFTRM EEPRM EBRM

les extraits

Chaque valeur représente la moyenne + SD (n

Figure 25. Teneur en flavonoides totaux (MgEQ/gE)

La détermination quantitative des flavonoides @améthode du trichlorurd’aluminium
révele que l'extrait d’acétate d’éthyle et I'extranéthanlique sont les plus riches
flavonoides avec des teneurs 67.47 £ 0.17 mg EQ/g d’extrait) e64.5 + 8.6€mg EQ/g
d’extrait) respectivement, Par la suite vient lraxtdesflavonoides totaux46.62 + 0.58 mg
EQ/g d'extrai} suivi par I'extrait éther de pétrole 38.85 £+ 1.13 mg EQ/g d’extr).
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Cependant seulemen25.25 += 2.09 mg EQ/g d'extrait) sont trouvés darextiait

butnaolique.
[1l. 2. Dosage des polyphénototaux

Le dosage des polyphénols totaux des extraittR.Montana ont été effectué selon
méthode de bleu de Prusse (Price and Butler, 18¥t)ifiece par Graham (199 Les
résultats sont représentédan: la  Figure 30 et dans la gammd’étalonnag d’acide

gallique(Figure20).

785,5546,59
w300 -
1)
5250 / 22,4445,02
g
£200 / 173,33 EMRM
o / 148,88+2,51 TR
©
§15° I EAERM
= vd EBRM
2100 -
2 56,74+2,56 oo
S 50 /
Q
(04

0 1 1 1 1 1
EMRM EFTRM EAERM EBRM EEPRM
Les extraits

Chaque valeur représente la moyenne + SD (n

Figure26. Teneur en polyphénols totaux (mg EA&Y

Les résultats du dosage des polyphénols montremt’gutrait brut méthanolique contie

(285.55+6.59 mg EA®@ d’extrai), c’est la fractionphénoliqgue la mieux représer.

Cependant|a fraction phénolique dar I'extrait des flavonoides tota constitue (222.44
15.02 mg EAG /g d’extrat suivi par I'extrait d’acétate d’éthyl¢179.3: mg EAG /g
d’extrait), I'extrait butanoliquerenferme (148.88+2.51 mg EAQ) /d’extrai), alors que
I'extrait éther de pétrolane contient qu(56.74+2.56 mg EAG /g d’extrait
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V. Etude qualitative

IV.1. Résultat de la Chromatographie sur Couche Mince

Le développement de la méthode pour la Chromatbgagur Couche Mince commence non
seulement par le choix de la phase mobile de séparmais aussi le choix de la phase
stationnaire, la technique de développement choidiemnension de la chambre de
développement et de I'espace vapeur ont un eftaiqorcé sur la séparatigh29].La CCM
nous a permis d'avoir les empreintes flavoniquessddéférent phase de la plarRe
Montana , Iidentification des composés était basée sur lamaraison des Rfs et couleurs

observés sous lampe UV des taches apparues sur CCM.

Les tableaux8-9-10-11comporte les Rfs des différepbts apparus et les type de flavonoide,

ainsi que la couleur révélée sous une lampe UV
IV.1.1. Composés identifiés dans I'extrait éther deétrole

Quatre spots ont été ségrégués des dépobts dectafr éther de pétrole par le systeme de
solvant utilisé (Acétate d'éthyle/éther de pétra@80) appartenant aux différentes classes
flavoniques, mais une grande partie appartienneobagblement surtout aux classes des
Flavonols et flavones.

Les résultats sont présentés dariBableau8 et la Figure29.

Tableau8.Résultat de la CCM de la fractiéther de pétrole Systeme solvant Acétate
d’éthyle/éther de pétrole 20/8Adsorbant : gel de silice

Couleur sous UV 365 (nm) Les Rfs (cm) Les Types des flavonoides possibles
Bleu blanc fluorescent 0.17 Flavonols, flavones, isoflavones, flavanores
violet 0.77 flavones
jaune 0.89 Flavonols
Bleu 0.96 Flavoneméthylée ou hydroxyflavonol
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Figure27. Photo de chromatogramme résultant de I'analyse d’drait ether de pétrolede
R.montana par Chromatographie sur gel de silice pale systeme solvant

Acétate d’éthyle/éther de pétrole 20/8(révélation a I'UV), A=365nn
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IV.1.2. Composeés identifiés dans I'extrait acétatd’éthyle

Sept spots ont été ségrégués des dépdts de tmriréther de pétrole par le systéme de
solvant utilisé (Acétate d'éthyle/éther de pétra@80) appartenant aux différentes classes
flavoniques, mais une grande partie appartienneobablement surtout aux classes des

Flavonols et flavones.

Les résultats sont présentés darBableau9et la Figure30.

Tableau9.Résultat de la CCM de la fraction acétate d’éthylestéme solvant Acétate
d’éthyle/éther de pétrole 20/8Adsorbant : gel de silice

Couleur sous UV 365 (nm) | Les Rfs (cm) Les Types des flavonoides 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 I'analyse d’'drait acétate d’éthylede
R.montana par Chromatographie sur gel de silice pate systeme solvant

Acétate d’éthyle/éther de pétrole 20/8(révélation a I'UV), A=365nn
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IV.1.3. Composeés identifiés dans I'extrait butanotjue

Cinque spots ont été ségrégués des dépobts dactiofr éther de pétrole par le systeme de
solvant utilisé (Chloroforme/méthanol/8y) appartenant aux différentes classes flavoniques,

mais une grande partie appartiennent probablematdus aux classes des flavones et,

flavonols, , isoflavones, flavonones ou auronegestanthocyanidines 3- glycosides.
Les résultats sont présentés dariBableaulOet la Figure31.

TableaulO.Résultat de la CCM de la fraction extrait butaguad. Systeme solvant

Chloroforme/méthanol /404. Adsorbant : gel de silice

Couleur sous UV 365 (nm) Les Rfs (cm) Les Types des flavonoides 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 I'analyse d’dxait butanolique de

R.montana par Chromatographie sur gel de silice pale systeme solvant

Chloroforme/méthanol/ H,Oq4 (révélation a 'UV), A=365nmr
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IV.1.4. Composeés identifiés dans I'extrait flavonaie totaux

Six spots ont été ségrégués des dépbts de lafrather de pétrole par le systéeme de solvant
utilisé (Chloroforme/méthanol 4@y) appartenant aux différentes classes flavonigoness
une grande partie appartiennent probablement gudox classes des Anthocyanidine 3-
glycosides

Les résultats sont présentés dariBdbleaullet la Figure32.

Tableaull.Résultat de la CCM de la fraction extrait flavat®iotaux Systeme solvant

Chloroforme/méthanol /404. Adsorbant : gel de silice

Couleur sous UV 365 (nm) Les Rfs (cm) Les Types des flavonoides 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 I'analyse d’drait flavonoide totaux

de R.montana par Chromatographie sur gel de silicpar le systéme solvar :

Chloroforme/méthanol/ H,Oq4 (révélation a 'UV), A=365r
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V. Détermination de I'activité anti-radicalaire desextraits R. Montana par

la méthode de DPPH° (effet scavenger)

Dans le test de DPPH?°, la cinétique de décoloratmne radicale a été suivie a 517 nm aprés
addition de 15ul de chacune des concentrations des extraits. @ieatdibre présente une
coloration violet sombre, lorsqu’il est piéger plais substances antioxydants, la forme réduite
conféré a la solution une coloration jaune palejigge vers cette coloration et l'intensité de
la décoloration de la couleur de la forme libre solution dépend de la nature, la

concentration et la puissance de la substancaditalaire.

Pour des fins comparatives un antioxydant standarditilisé; la quercétine Il a montré une

activité antiradicalaire tres puissante ak@60 0.01 ug EQ/mg d’extrait

Tableaul2. Les pourcentages de réduction du radic&8lPPH°.

Les concentrations Les pourcentages de la réduction du radical DPPH°
Concentrions (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Concentrations dans le de de de de de de
initiales en mélange réduction | réduction | réduction | réduction | réduction | réduction
(mg/ml) réactionnel de de de de de de
en (mg/ml) EMRM EEPRM EAERM EBRM EFTRM 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+0.1¢ 30.84+0.64| 95.89+0.1
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+2.0( 38.58+1.03| 26.04+1.1] 14.12+3.20/ 95.94+0.1
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 10.8340.17| 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 7.734£2.76 - 1.50+0.250/ 0.39+1.0 - 46.43+2.43

L’histogramme représente les concentrations deaaiexte la plant&®.Montana qui piégent

50 % du radical DPPH° (IC5@Figure33). C’est un parametre utilisé pour estimer I'acévit

antioxydant. Plus cette concentration est faiblgs pleffet antioxydant est tres éleveé3p,

131,132].
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0,1+0,00071
0.1 +
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Figure3l. Les concentrations des extraits méthanoliguR.Montana inhibent 50 % dt
radical DPPH".

Parmi les cinq extraitR.Montana, I'acétate d'éthylreprésente I'extrait le plus actif avec L
IC50(0.0412+0.000hgEQ/g extraitUne activité intermédiaira été obtenue avecextrait
butanolique avec une IC5@e (0.0612+0.001 mgEQ/g extrajpyis I'extrait de I'éther d
pétrole avec IC50(0.07@0.00zmgEQ/g extrait) ,et Extrait des flavonoicts totaux avec
IC50(0.082+0.001mMgEQ/g extraitpar contrel’activité antiradicalaire la plus faible a ¢
exprimée paextrait méthnoliqu IC50(0.1+0.00071mgEQ/g extrait ) ges 2 a 3 fois moins

actifs par rapport a I'extradt’acétate d’éthyle.

En comparaison aveantioxydant standar(quercitine) tous les extraits testés s’aver
moins actifs.Ceci est probablement di a I'absence des anthosydares notre plante, ¢

sont dotés de puissante capacité a piles radicaux librefl43,144].

La quercétine est trois quatrefois plus actif que 'EAERM. L’effetd EAERM est fort
probablement attribué a leur richesse en compolsésatiques et en flavonoic aglycone

monglycosylée.
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Les extraits méthnoliqgubutanolique éther de pétrole et flavonoitteauy> sont huit a dix fois
moinsactif en comparaison av la quercétinee qui confirme la teneur des extrait avec

des polyphénols et flavonoisldi et tri glycosylée et méthylée.

L’estimation de cette asfité antioxydanten vitro, montre que I'extrait acétate d’éthyl es
plus actif comparé aux différents extraitsRuta montana ceci hous a encouragé a évaluet

extraitin vivo sur un model anima
VI. Résultat desdosages biochimique in viv(activité de CPK, ASAT, ALAT et LDH)

VI.1.Evaluation de l'activité enzymatique de la LDF

a**
350 - 309,25+21.92
300
250 /
/_ DOX
+ *k*%k
200 166,5+90.27 b EXT
/ 140+31.37 129,5+54.72
o H PREV
/- m TEMOIN
100 -
50 /
0 ' ' ' I
DOX EXT PREV TEMOIN

Chaque valeur représente la moyenne + SD (n

Test ANOVA: (a) Les résultats sont comparé avec ceux dutéiaoir ; (b) les résultats sont comparés a
ceux du lot doxo; (**) désigne un effet tres sigratif (p<0.01), (***) désigne un effet hautement signific:
(p<0.001).

Figure32. Variationsdes activités enzymatiques de la LDtz les animaux trait

par la doxorubicine seule (15mg/kg i.p.) ou préeeplar 'administration de I'extre

acétate d’éthyle dRuta montana (100mg/kg p.o endant 15 jours)

D’aprés la figure32on peut remarquer que, par rapport aux animameités, chez lesque
l'activité enzymatique de LDH attein(129.5+54.72 Ul/l) cette activité enzymatiqt
augmente tres significativemeni<0.01) chez les animaux traités par la doxorubicieele

(309.2521.92 Ul/l) Cependant on peut remarquer une dittonuhautement significativ
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(p<0.001) de l'activité enzymatique de LI(140+31.37 Ul/l) chez les animaux du |
préventifcomparé aux animaux doxorubici(309.25+21.92 UlI/I).

VI.2.Evaluation de I'activité enzymatique de la CPK

a**
400 - 350,75+43.32

335+75.3
350 -

283,5+45.47
300 ~

DOX

250 -

188,25+36.68 = PREV

200 -
EXT

150 1 E TEMOIN

100 -

NN\

DOX PREV EXT TEMOIN

Chaque valeur représente la moyenne + SD (n

Test ANOVA: (a) Les résultats sont comparé avec ceux defooir ; (b) les résultats sont comparés a
ceux du lot doxof**) désigne un effet trés significatif <0.01),

Figure33. Variations des activités enzymatiques de la CPK tb®animaux traité

par la doxorubicine seule (15mg/kg i.p.) ou préegdar 'administration de I'extre
acétate d’éthyle dRuta montana (100mg/kg p.o endant 15 jours).

Les résultats ci-dessusiontrent une élévation tres significative<001) de I'activité
enzymatique de la CPK chez les animaux traitéslgpaloxorubicine seule350,75+43,32
UI/L) par rapport aux animaux témoind88,25 + 36.68 Ul/). Toutefois, I'activité
enzymatique de la CPKhez le lot extrait présentent une augmentatiod3,&x 45.47 Ul/)
comparés aux rats témoins. D’autre part, on reneague les animaux du lot préver
présentent une augmentation de I'activité enzymatug la CPK (335+75.: UI/L) comparés

aux ratsémoins mais présentent une réduction observéesarémpux rats du lot DOX

Malgré la réduction observée chez les rats du lévgntif par rapport a ceux traités par

doxorubicine seule, les résultats ne sont paslésr(p>0.05
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VI.3. Evaluation de I'activité enzymatique de la 'ASAT

167,5+10.71

180

160

140

120 DOX

100 W PREV

80

EXT

60 ETEMOIN

18,75+2.21 16,543 16,25+4.36

L

O 1 1 T 1
DOX PREV EXT TEMOIN

40

AAARAANNY

20

Chaque valeur représente la moyenne + SD (n

Test ANOVA: (a) Les résultats sont comparé avec ceux déiobir ; (b) les résultatsont comparés avec ce
du lot doxo; (***) désigne un effdtautement significatif (<0.001).

Figure 34.Variations des activités enzymatiques dI'/ASAT chez les animau
traités par la doxorubicine seule (15mg/kg i.p.) nécédée par 'administration

I'extrait acétate d’éthyle dRuta montana (100mg/kg p.o endant 15 jours)

Les résultats de cette figurgigure 34) montrent clairement que le traitement des ratdg
doxorubicine a causé une augmentation hautemenifisaive ((<0.001) de l'activité di
'ASAT (167.75+10.71Ul/) par rapport aux ratémoins (16.25+4.34J1/1). On remarque
aussi une diminutiomautement significative <0.001) de cette activi chez les animaux
prétraités par I'extraibcétate d'éthy (18.75x2.21Ul/l)comparés aux animaux traités pe

doxorubicine seule.
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VI.4. Evaluation de l'activité enzymatique de la I'ALAT
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Test ANOVA: (a) Les résultats sont comparé avec ceux déiobir ; (b) les résultatsont comparés avec ce
du lot doxo;(*) désigne un effet signifatif (p<0.05).

Figure 35.Variations des activités enzymatiques dI'ALAT chez les animau
traités par la doxorubicine seule (15mg/kg i.p.) nécédée par 'administration

I'extrait acétate d’éthyle dRuta montana (100mg/kg p.o endant 15 jours)

Les résultats ailessus montrent une élévation significative<0.05) de [l'activité
enzymatique de I'ALAT chez les animaux traités jgatioxorubicine seule (157 + 46.18UI
par rapport aux animaux témoins (35.5 + 15.45U)autre part, on remarque e les
animaux du lot préventif présentent une diminutgignificative (j<0.05) de l'activité de
'ALAT (29.25+£14.12 UIl/) comparée avec celle des animaux traités par ¥@rdbicine

seule.

Dans le cadre de notre étude, notre choix s’esépur I'inducion d’une toxicité cardiaqu
aigue par administration de la doxorubicine a useedinique de 15mg/kg i.p. plusieurs ét

ont établi que cette dose provoque effectivemenyme de toxicit[145,146.

Au cours de certaines lésions cardiaques comrnfarctus du myocarde, les cellu
nécrosees déversent leurs contenus cytosoliqueslel@ourantt circulatoire, par conséqu

au niveau plasmatique, les activités enzymatigeesettaines enzymes (CPK, ASAT, AL/
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et LDH) augmentent. Voila pourquoi, la mesure dg aetivités enzymatiques peut étre un
indicateur crédible de lésions cardiaqlé7,148]

Dans notre étude, les activités enzymatique @&Plid, LDH, 'ASAT et de 'ALAT, mesuré
48 heurs apres la fin du traitement, ont montréadegnentations chez les rats traités par la
doxorubicine seule, ces résultats prouvent l'atteitoxique des cellules cardiaque par ce
médicament. En revanche, le prétraitement des patsl’extrait acétate d'éthyle avant
I'adminstration de la doxorubicine montre une diatian des trois activités enzymatiques par
rapport aux rats traités par la doxorubicine seDéxi ne peut étre expliqué que par le fait que
I'extrait de la plante a assuré la protection dedgrité cellulaire cardiaque contre les lésions
provoguées par la doxorubicine. Nos résultats bonent parfaitement avec ceux enregistrés
dans I'étude d’Abduét coll, Praveen B et cdll49,150]
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Conclusion et perspectives

CONCLUSION ET PERSPECTIVES

La présente étude contribue a I'’évaluation de dtefifréventif de I'extrait acétate d’éthyl de

Ruta montana sur le stress oxydant induits par la doxorubicine

L’estimation de I'activité antioxydant vitro, montre que I'extrait acétate d’éthyl est le plus
actif comparé aux différents extraits Bata montana ceci nous a encouragé a évaluer cet
extraitin vivo sur un model animal (Rats Wistar albinos). Il cgsslairement de notre travail
que le prétraitement des rats par I'extrait acedagthyl a la dose 100mg/kg pendant 15 jours
montre une diminution des activités enzymatiques i@gport aux rats traités par la
doxorubicine seule a la dose 15mg/kg, et a empéutst le stress oxydant de se produire au

niveau cardiaque, il améliore plutt I'équilibre Ik balance antioxydant-prooxydant.

On peut dire que I'extrait acétate d'éthyl Rata montana a prouvé son effet préventif sur la
cardiotoxicité généré du traitement par la doxarime et nous donne un grand espoir d'une

action préventive chez ’'home dans le domaine adilmiothérapeutique.

Ceci montre que la flore Algérienne peut constituee réserve importante d’espéeces
végétales intéressantes, dont les principes aptisvent étre employés dans plusieurs
domaines tels que les industries pharmaceutiquagrealimentaires.

Cette étude reste préliminaire et plus superfigjedonc, elle nécessite d'autres études
approfondies pour mieux se concentrer sur lesefi@élés. Méme des études a I'échelle
moléculaire sont nécessaires pour déterminer, dhare les composés damontana qui

peuvent étre responsables de tels effets et d’'gatrte le mécanisme absolu par lequel ces

composeées accomplissent leurs roles.
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RESUME

Le but de notre travail tend a étudier I'effet pgtif de I'extrait acétate d’éthyl de la plante
médicinaleRuta montana sur le stress oxydant induit par la doxorubicihezcdes rats wistar.
D’abord on a réalisé un screening phytochimiquel'sxtrait méthanolique qui a révélé la
présence des tanins, flavonoides, composeés rédsicteumarines et alcaloides.

L’étude quantitative des extraits bruts de la maat révéelé que I'extrait acétate d’éthyl
représente la fraction la plus riche en flavonoi@s47 + 0.17 mg EQ/g d’extrait) alors que
les résultats du dosage des polyphénols montremt Kgxtrait brut méthanolique
(285.55+6.59mg EQ/g d’extrait) et I'extrait desvitenoides totaux (222.44 +5.02 mg EQ/g
d’extrait) sont les plus riches en polyphénols.

Qualitativement, l'analyse effectuée par CCM des$raite a montré la présence d'une
multitude de variété des flavonoides comme : FlaimrFlavones, Isoflavones, Flavanones.

Hydroxyflavonol, Anthocyanidine 3- glycosides, Augs...etc.

L’étude du pouvoir antioxydant par la méthode dePEIPa montré que I'extrait acétate

d’éthyl est le plus actif comparé aux differentgraixs avec un Ig de 0.0412+0.0004mg/qg.

Par ailleurs, des rats wistar ont été divisés atrguyroupes. Le groupe témoin recoit I'eau
saliné par gavage (5ml/kg) pendant 15jours. Lénaumx du deuxieme groupe recoivent par
voie orale I'extrait acétate d'éthyl d@montana a la dose 100mg/kg pendant 15jours. Le
troixieme groupe d’animaux, recoi par voie intrajpéréale une dose de 15mg/kg. Le dernier
groupe est prétraité par I'extrait de plante a l@nma dose pendant 15jours suivi d’'une

injection unique de DOX a la dose de 15 mg/kg (i.p)

Apres 48h de l'injection de la DOX, difféerents pawetres biochimiques ont été évalués et les
résultats ont été compares entre les différentapg® d’animaux. Le prétraitement des rats
par I'extrait de plante a abaissé 'augmentatios detivités des enzymes cardiaques CPK,
ASAT, ALAT et LDH dans le sang qui est provoquée Padministration de la DOX.

Au bout de cette étude, nous retiendrons l'effetéique et intéressant de I'extrait acétate

d’éthyl quant a la prévention de la cardiotoxicig@isés par la doxorubicine.

Mots clés activité antioxydanteRuta montana, cardiotoxicité, flavonoides, doxorubicine.




ABSTRACT

The gol of our work is to examine the preventivieef of ethyl extract from the medicinal
plantRuta montana on oxidative stress induced by doxorubicin in\ttistar rats.

Firstly we will provided the phytochemical screemion methanolic extract who revealed the
presence of tannins, flavonoids, reducing compoucmsmarins and alkaloids.

The quantitative study of the crude extracts ofgilamt revealed that the ethyl acetate extract
is the most rich fraction flavonoids (67.47 £ 0rhi@ EQ / g of extract), while the results show
us that the polyphenols dosage methanolic cruda@x285.55 + 6.59mg EQ / g extract) and
extraction of all flavonoids (222.44 + 5.02 mg EQg/of extract) are the richest in
polyphenols.

Qualitatively, the analysis by TLC extracts showthes presence of a multitude of variety as
flavonoids: flavonols, flavones, isoflavones, flasaes. Hydroxyflavonol, anthocyanidin 3-
glycosides, aurones ... etc.

The study of the antioxidant power by the methodBPH ° showed that the ethyl acetate
extract was the most active compared to differgtrbets with an IC50 of 0.0412 + 0.0004mg
/ Q.

In addition, Wistar rats were divided into four gps. The control group receives water
Saliné by gavage (5 ml / kg) for 15 days. The atsnofithe second group receive orally the
ethyl acetate extra® montana dose 100mg / kg for 15 days. The Flanker groupniinals,
receives intraperitoneally a dose of 156mg / kg. Tdst group is pretreated with the plant
extract have a same dose for 15 days followed$ggle injection of DOX 15 mg / kg (ip).
After 48 h of injection of DOX, different biochenac parameters were evaluated and the
results were compared between different groupswhas. Pretreatment of rats by the plant
extract lowered the increased activity of cardiazyenes 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 bengdi and interesting effect of the ethyl acetate
extract on the prevention of the cardiotoxicity &aa by doxorubicin

Keywords: antioxidant activityRuta montana, cardiotoxicity, flavonoids, doxorubicin.
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Résumé

Le but de notre travail tend a étudier I'effet pptif de I'extrait acétate d'éthyl de la plantg
meédicinaleRuta montana sur le stress oxydant induit par la doxorubicihezcdes rats wistar.

D’abord on a réalisé un screening phytochimiquel’sutrait méthanolique qui a révélé la présendp
des tanins, flavonoides, composés réducteurs, amanat alcaloides.

L’étude quantitative des extraits bruts de la @amtévélé que I'extrait acétate d’éthgprésente la
fraction la plus riche en flavonoides(67.47 + 0.17 mg EQ/g d’extrait) alors que les lass du
dosage des polyphénols montrent que I'extrait bréthanolique (285.55+6.59mg EQ/g d’extrait)
'extrait des flavonoides totaux (222.44 +5.02 m&@Q/g d'extrait) sont les plus riches e

polyphénols.

Qualitativement, l'analyse effectuée par CCM desaits a montré la présence d'une multitude g
variété des flavonoides comme : Flavonols, Flavortssflavones, Flavanones. Hydroxyflavonol

Anthocyanidine 3- glycosides, Aurones...etc.

L'étude du pouvoir antioxydant par la méthode dd°BiPa montré que I'extrait acétate d’éthyl est I

plus actif comparé aux différents extraits aved@ya de 0.0412+0.0004mg/qg.

Par ailleurs, des rats wistar ont été divisés etrgugroupes. Le groupe témoin recoit 'eau sghae
gavage (5ml/kg) pendant 15jours. Les animaux dixiéene groupe recoivent par voie orale I'extra
acétate d’éthyl d®&montana a la dose 100mg/kg pendant 15jours. Le troixignoeipe d’animaux,
recoi par voie intrapéritonéale une dose de 15md/kgdernier groupe est prétraité par I'extrait de
plante a la méme dose pendant 15jours suivi dijeetion unique de DOX a la dose de 15 mg/k

(i.p).

Apres 48h de l'injection de la DOX, différents paetres biochimiques ont été évalués et Igs
résultats ont été comparés entre les différentsipg® d’animaux. Le prétraitement des rats pgr
I'extrait de plante a abaissé I'augmentation dewites des enzymes cardiaques CPK, ASAT, ALA
et LDH dans le sang qui est provoquée par I'adnration de la DOX.

Au bout de cette étude, nous retiendrons I'eftaidlique et intéressant de I'extrait acétate dlét

guant a la prévention de la cardiotoxicité causédgdoxorubicine.

Mots clés activité antioxydanteRuta montana, cardiotoxicité, flavonoides, doxorubicine.




